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Kronik myeloid Losemi (KML) pluripotent hematopoetik kdk hiicrenin malign transformasyonu
sonucu gelisen klonal bir kok hiicre hastaligidir. KML olgularmin =~ %95'de  1(9;22)(q34;911)
translokasyonu sonucu 16semik fenotipin gelismesinden sorumlu BCR-ABL1 fiizyon proteini
olugsmaktadir. BCR/ABL1fiizyon proteiniyle karakterize olan KML, eriskinlerdeki losemilerin yaklagik
%20'sini olusturmaktadir.

KML etiyolojisinden sorumlu tutulabilecek herhangi bir gevresel etken bilinmemekle birlikte
iyonize radyasyona maruz kalmanin KML riskini arttirdig1 rapor edilmistir.

KML’nin klinik seyri laboratuvar bulgulari ve klinik karakteristiklerine gore ii¢ ayri evreye
ayrilir: kronik evre, akselere evre ve blastik evredir.

KML tanisi, periferik kan yaymasi ve kemik iligi incelemesi ile birlikte karyotip analizinde Ph
kromozomu varliginin veya floresan insituhibridizasyon (FISH) ya da polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi ile BCR-ABL1 fiizyon geninin saptanmasi ile konur. Sitogenetik analiz ile hastalarin yaklagik
olarak %95’ inde Ph kromozomu saptanir. Sitogenetik analiz ile Ph kromozomu saptanmayan KML
hastalarinin ¢ogunda molekiiler tekniklerle translokasyon saptanabilir. Ph kromozomu iizerinde olusan
BCR-ABLL fiizyon geni, hiicre i¢cinde birgok yolagi aktive eden bir tirozin kinazi kodlar.

Hipofiz Tiimori Transforme Edici Gen (Pituitary Tumor Transforming Gene-PTTG) gen, sican
hipofiz tiimorii hiicrelerinden 1997 yilinda izole edildi . PTTG’nin birincil fonksiyonu, kardes
kromatidlerin zit kutuplara ig iplikleri ile ayrilmasinin kontrolii ile ilgilidir. Bu aktiviteye gore,
kromozomun hatali ayrilmasinin bir sonucu olarak genomik dengesizlik, upregiile PTTG ekspresyonunun
onkojenik potansiyelinin sebebini agiklayabilir. PTTG’in asir1 ekspresyonu andploidi jenerasyonu ile
iligkilidir, bu durum multiple timér tiplerindeki farklalagsmis prognoz ile korelasyon gosterir.

Calismada, RNA izolasyonu ve RT-PCR analizi kullanilarak 129 numune {izerinden
degerlendirme yapildi. BCR/ABL1 trasnkripti pozitif olan 88 adet hasta numunesi ile BCR/ABL1
trasnkripti negatif olan 41 adet hasta numunesi arasindaki PTTG gen ekspresyonu degerlendirilmistir.
Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, negatif ve pozitif transkript ornekleri arasinda PTTG gen
ekspresyonunun farklilik gosterdigi gozlenmistir. BCR/ABL1 trasnkripti pozitif olan numunelerde PTTG
ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir.

KML deki klinik seyirin ek kromozom anomalilerle iligkisi gbz Oniine alindiginda PTTG
ekspresyonunun KML’de degerlendirilmesinin onemli olabilecegini 6n goriildii. Bu calismada, KML
hastalarinda PTTG ekspresyonunun hasta prognozu ile iligkili olup olmadigini degerlendirmek amaglandi.

Anahtar Sozciikler: Kronik Myeloid Lésemi; PTTG Ekspresyonu; RT-PCR
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Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal stem cell disease caused by malignant
transformation of a pluripotent hematopoietic stem cell BCR-ABL1 fusion protein is responsible for the
development of leukemic phenotype as a result of t (9; 22) (q34; q11) translocation in 95% of CML cases.
CML, be characterized by the BCR / ABL1 fusion protein, constitutes for about 20% of leukemias in
adults.

Although there are no known environmental factors responsible for the etiology of CML,
exposure to ionizing radiation has been reported to increase the risk of CML.

According to the clinical course and laboratory findings of CML is divided into three different
phases: chronic phase, accelerated phase and blastic phase.

The diagnosis of CML is made by peripheral blood smear and bone marrow examination with
detecting the presence of the Ph chromosome in the karyotype analysis, or by the detection of the BCR-
ABL1 fusion gene by fluorescence insitu hybridization (FISH) or polymerase chain reaction (PCR). Ph-
chromosome is detected in approximately 95 % of the patients by cytogenetic analysis. Most CML
patients without Ph-chromosome in cytogenetic analysis can detect translocation by molecular techniques
The BCR-ABLL fusion gene formed on the Ph chromosome, encodes a tyrosine kinase that activates many
pathways within the cell.

Pituitary Tumor Transforming Gene (PTTG) gene was isolated from rat pituitary tumor cells in
1997. PTTG1 primary function is related to the control of sister chromatid separation to the opposite
spindle poles. According to this activity, genomic imbalance as a result of chromosome missegregation is
a rationale for the oncogenic potential of upregulated PTTG1 expression. In fact, PTTG1 over-expression
has been associated with aneuploidy generation, what correlates with a differentiated prognosis in multiple
tumor types .

In this study, 129 samples were evaluated using RNA isolation and RT-PCR analysis. PTTG gene
expression was evaluated between 88 patient samples with positive BCR / ABL1 transcript and 41 patient
samples with negative BCR / ABL1 transcript. When the analysis results were evaluated, it was observed
that PTTG gene expression differed between negative and positive transcript samples. PTTG expression
was found to be increased in samples with positive BCR / ABL1 transcript.

Considering the relationship between clinical course and additional chromosomal abnormalities
in CML, it was predicted that evaluation of PTTG expression in CML may be important. In this study, we
aimed to evaluate whether PTTG expression is associated with patient prognosis in CML patients.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia; PTTG Expression; RT-PCR.
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1.GIRIS ve AMAC

Kronik myeloid 16semi (KML) pluripotent kok hiicrenin klonal bir
hastaligidir. Eriskin yasta goriilen 16semilerin yaklasik %20’sini olusturur. KML,
laboratuvar bulgular1 ve klinik seyrine gore li¢ evreye ayrilir. Dogal seyrinde KML
tipik olarak kronik faz ile baslar, birka¢ yil i¢inde akselere faza progresyon olur ve
son evre olarak da hastalik blastik faza (blastik kriz) ilerler. Blastik kriz, KML’ nin
son evresidir. Klinik olarak akut 16semilere benzer. Kronik fazdan akselere ve blastik
faza gegisin en Onemli belirteglerinden biri yeni ortaya c¢ikan ek kromozom

anomalileridir.

Hipofiz tiimorii transforme edici gen (PTTG) ise bir insan sekiirin proteinidir.
[k olarak 1997 yilinda fare hipofiz tiimérii GH4 hiicrelerinden izole edilmistir.
PTTG’nin bilinen fonksiyonu kromozom stabilitesini saglamaktir. Ayni1 zamanda;
DNA hasar tamiri, apopitoz, angiogenez gibi bir¢ok normal hiicresel aktivitede de
gorev yapmaktadir. Normal insan dokularindan testis ve timusda yiiksek, kolon, ince
barsak, beyin ve pankreasta ise daha zayif bir sekilde ifade bulur. Normal dongii
esnasinda metafaz agamasinda kardes kromatidlerin erken ayrilmasini dnlemek igin
kohesin proteini, sister kromatidleri birbirine baglar. Anafazin basinda seperaz
enzimi kohesini yikar, bu da metafazdan anafaza gegisi gergeklesir. PTTG ise
seperaza baglanarak bu fonsiyonunu baskilar. PTTG’nin anafaz yonlendirici
kompleks tarafindan yikilmasi seperazin aktif hale doniismesini ve kardes
kromatidlerin ayrilmasini saglar. PTTG’nin normal diizeylerinde ortaya cikacak bir
degisiklik kromatid segregasyonunu bozarak bdliinmeden sonra olusacak hiicrelerde
andploidiye ve kromozom anomalilerine yol acacaktir. ilging bir sekilde, insan
malign tiimor hiicreleri test edildiginde, incelenen biitiin malign hiicre hatlarinda
PTTG geninin ekspresyonu yiiksek bulunmustur. PTTG’nin hipofiz, tiroid, meme,
kolon, mide, akciger ve 6zafagus kanserlerinde ekspresyonu yiiksek iken tam tersine
normal dokularda ekspresyonu kisitlidir. Artan ekspresyonun damar olugumu ve lenf
nodu metastazi ile iligkili bulunmustur. Dolayistyla, PTTG nin artmis ekspresyonu

cesitli insan kanserlerinde metastaz ve genel olarak kotii sagkalim ile iliskilidir.

KML deki klinik seyirin ek kromozom anomalilerle iliskisi gz Oniine

alindiginda PTTG  ekspresyonunun KML’de degerlendirilmesinin ~ 6nemli



olabilecegini 6n goriildii. Bu ¢aligmada, KML hastalarinda PTTG ekspresyonunun

hasta prognozu ile iligkili olup olmadigini degerlendirmek amaclandi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Hematopoetik Hiicrelerin Gelisimi

Hematopoetik kok hiicreler tiim kan hiicrelerinin onciileridir. Bu hiicrelerin
kendini yenileme o6zelligi vardir ve bircok farkli hiicreye doniisebilir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 pluripotent adini alir. Bu kok hiicreden gelisen onciil hiicreler
farkli serilerdeki kan hiicrelerini olusturmak tizere farklilasir. Hiicreler morfolojik
olarak farklilasip olgunlastik¢a, kendilerini yenileme o6zellikleri azalir. Oncelikle
lenfoid-myeloid serilerin ayrimi olur ve ortak lenfoid onciil ile ortak myeloid onciil
olusur. Buradan sonra olusan hiicreler, kiiltiire konulduklarinda olusturacaklar
spesifik hiicreye gore “koloni olusturan iinite” (CFU-colony forming unit) adini
alirlar. CFU-E eritrosit, CFU-GM granulosit ve monosit olusturur ( Guyton ve Hall
2000 ).

Lokositlerin iki biiyiilk grubu, lenfositik ve myelositik serilerden gelisir.
Myelositik seri myeloblast ile baglar; bazofil, eozinofil ve nétrofili olusturur.

Myeloid seriden ayrica eritrosit ve trombositler gelisir.
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Sekil 1. Hematopoetik kok  hiicrenin  kanin  Onciillerine  gelisimi.
(https://slideplayer.biz.tr/slide/12065739/)

Hematopoetik sistemin diizenlenmesi bazi biiylime faktorleri ile saglanir.
Aralarinda kok hiicre faktorii (stem cell factor) granulosit-makrofaj uyarict faktor
(colony stimulating factor (GM-CSF)), interlokin-3 (IL-3), eritropoetin ve
trombopoetin gibi proteinlerin bulundugu biiyiime faktorleri, kontrollii salinimlari ile
kok hiicrelerin  kendilerini yenilemelerini, Onciil hiicrelerin farklilagsmasin1  ve

dolagimdaki hiicrelere doniisiimlerini diizenler ( Guyton ve Hall 2000 ).

Yapilan ¢aligmalar Wnt, Notch, kemik morfojenik protein (BMP), sonic
hedgehog ve fibroblast biliylime faktoriiniin hematolojik kok hiicre farklilagmasini

kontrol ettigi gdstermistir ( Ross ve Li 2006 ).
2.2. Kronik Myeloid Losemi
2.2.1. Tanim ve Tarihge

Kronik myeloid 16semi, klonal hematopoetik kok hiicre malignitesidir
(Rabinowitz ve Larson 2004 ). Kemik iliginde myeloid serinin tiim elemanlarindaki
artisla karakterize olan KML, insanlarda bir spesifik kromozom anomalisi ile iliskisi

tespit edilen ilk hastaliktir. Ilk kez tanimlandigi 1845 yilindan yaklagik bir yiizyil
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sonra, 1960 yilinda Nowell ve Hungerford tarafindan Philadelphia kromozomunun
(Ph) ilk kez gosterilmesi ile KML yepyeni bir boyut kazandi (Nowell ve Hungerford
1960). 1973 yilinda Ph kromozomunun 9. ve 22. kromozomlar arasindaki
translokasyondan kaynaklandigi gosterildi. 1984 yilinda 22. kromozomun kirik
noktasindaki Breakpoint Cluster Region (BCR) klonland1 (Groffen ve ark. 1984).
1985 yilinda ise BCR-ABL1 fiizyon geni, BCR-ABL1 kimerik proteini ve bu proteinin
tirozin kinaz ozelligi tammland1 (Shtivelman ve ark. 1984). Ilerleyen yillarda,
simdiki adiyla “BCR-ABL1 " flizyon geninin hayvan deneylerinde KML yol actiginin
ve bu hastaligin nakledilebilir oldugunun gosterilmesi ile bu genetik degisikligin
KML hastaliginin patogenezindeki rolii kesinlesti (Daley ve ark. 1990). 1998 yilinda
imatinib adi verilen molekiiliin BCR-ABL1 protein {iriiniinii inhibe etmesi KML'yi
molekiiler mekanizmasi iizerinden etkili tedavi gelistirilen ilk hastaliklardan biri

yapt1 (Druker ve ark. 2001).
2.2.2.Insidans

Yilik KML insidanst 100.000 de 1-2 vaka seklinde gerceklesir. Ortalama
goriilme yas1 45-55 yaslar1 arasindadir. KML insidans1 yasla birlikte artis gosterir,
hastalarin %30’u 60 yas istiindedir. Cocukluk ¢ag1 Idsemilerinin %3’ KML

olusturur. Erkeklerde, kadinlara oranla daha sik goriliir.
2.2.3. Myeloid Neoplazilerin Siniflandirilmasi ve KML

Hematopoetik pluripotent kok hiicreler, kendi kendini yenileme yetenegine
sahiptir. Eritrositler, lenfositler, graniilositler, megakaryositler ve makrofajlar gibi
cesitli olgun kan hiicrelerinin olugsmasini saglayan myeloid veya lenfoid seriyi
olusturur. Hematopoetik siirecin olusmasi i¢in kemik iligine, biliylime ve

transkripsiyon faktorlerine ihtiyag vardir (Thapa ve Rogers 2019).

Periferik kandaki bir veya daha fazla terminal myeloid hiicre hattinin anormal
proliferasyonu, myeloproliferatif neoplaziler adi verilen heterojen bir grup hastaliga
yol agar. 1951 yilinda William Dameshek, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
myeloproliferatif neoplaziler (MPNs) i¢in tanimlanmis olan myeloproliferatif
bozukluklar terimini kullandi. Kronik myeloid 16semi (KML), polisitemi vera (PV),
esansiyel trombositemi (ET) ve primer miyelofibrozis (PMF) dort klasik tip

myeloproliferatif neoplazi tiiriidiir. DSO siniflamas1 ayrica kronik nétrofilik 18semi
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(KNL), kronik eozinofilik 16semi (KEL) ve smiflandirilamayan MPN'yi de
icermekteydi. Klasik MPN tiplerinden KML, BCR-ABLL1 pozitiftir ancak PV, ET ve
PMF, BCR-ABL1 negatiftir. Ayrica, DSO siniflandimasinin myeloid ve akut 16semi
siniflamasinin  dordiincii  baskisi, hematolojideki son gelismelere bagli olarak
molekiiler belirteclerin ve prognostik belirleyicilerin tanimlanmasiyla birlikte
hematolojik malignitelerin molekiiler patogenezi ve genetiginin daha iyi

anlasilmasiyla 2016 yilinda revize edilmistir (Thapa ve Rogers 2019).

DSO’niin 2016 siniflandirmasma gore myeloid neoplazi ana alt gruplar

Tablo 1°de verilmistir.



Tablo1.DSO 2016 simflamasina gore kronik myeloproliferatif hastaliklar (Arber ve ark.
2016)

DSO Gore Myeloid Neoplaziler Siniflandirmasi, 2016

Myeloproliferatif neoplazma (MPN)
Kronik Myeloid Lésemi (KML), BCR/ABL+
Kronik Noétrofilik Losemi (KNL)
Polisitemia Vera (PV)
Birincil Myelofibrosiz
Birincil Myelofibroz, prefibrotik/erken evre
Birincil Myelofibroz, prefibrotik/overt fibrotik evre
Kronik Eozinofilik Losemi, aksi belirtilmedi
Myeloproliferatif Hastaliklar, siniflandirilamaz
Mastositoz

PDGFRA, PDGFRB veya FGFR1 ya da ile PCM1-JAK2 yeniden
diizenlenmeleri ve eozinofili ile birlikte Myeloid/Lenfoid neoplazmalar
Myeloid/Lenfoid neoplazmalar ile PDGFRA yeniden diizenlemeleri
Myeloid/Lenfoid neoplazmalar ile PDGFRB yeniden diizenlemeleri
Myeloid/Lenfoid neoplazmalar ile FGFR1 yeniden diizenlemeleri

Gecici mevcudiyetli: Myeloid/Lenfoid neoplazmalar ile PCM1-JAK2
yeniden diizenlemeleri

Myelodisplastik / myeloproliferatif neoplazmalar (MDS/MPN)
Kronik Myelomonositik Losemi (KMML)

Atipik Kronik Miyeloid Losemi (aKML), BCR/ABL-

Juvenil Myelomonositik Losemi (JMML)

MDS/MPN halka sideroblast ve trombositozlu (MDS/MPN-RS-T)
MDS / MPN, siniflandirilamayan

Myelodisplastik Sendromlar (MDS)
MDS tek koken displaz: ile
MDS halka sideroblast ile (MDS-RS)
MDS -RS ve tek koken displazi
MDS -RS ve multikoken displazi
MDS multikoken displazi ile
MDS artan blast ile
MDS izole edilen del(5q)
MDS, siniflandirilamayan
Gegici mevcudiyetli: Cocukluk ¢agr refraktar sitopeni
Ureme hiicresi hatt1 yatkinlig1 olan myeloid neoplazmalar

KML, myeloproliferatif hastaliklardandir ve gruptaki hastaliklar icinde

yetiskinler arasinda en yiiksek insidansa sahip olanidir (Rabinowitz ve Larson 2004).


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/miyelofibroz

Multipotent bir hematopoetik onciil hiicreden kdken almalar1 ve degisime ugrayan
klonun diger klonlar iizerinde dominant bir etki kurmasi KMPH’lerin ortak
Ozellikleri arasindadir. Ayrica tanimlanan bir uyar1 olmadig1 halde bir ya da daha
fazla grup kan elemanmin asir1 dretimi, kemik iliginde hipersellularite,
ekstrameduller hematopoez, akut 16semiye spontan doniisiim ihtimali ve kemik iligi

fibrozisi gelisimi de s6z konusudur (Spivak ve ark. 2003).
2.2.4. Etiyoloji

KML etiyolojisinden sorumlu tutulabilecek herhangi bir gevresel etken
bilinmemekle birlikte iyonize radyasyona maruz kalmanimm KML riskini arttirdigi
rapor edilmistir. Japonya’ya ikinci diinya savast esnasinda atilan atom
bombalarindan sonra KML insidans1 artmis ve maruziyetten 5-12 yil sonra KML
goriilme sikliginin pik yaptigi ve bu durumun radyasyon dozuna bagimli oldugu
bildirilmistir. Ancak niikleer endiistrileri ¢alisanlarinda, akilleyici ajan maruziyeti ya
da radyoterapi sonrast KML riskinde artig gosterilememistir (Alp 2011). Obezite bir
kac solid tiimdriin yan1 sira KML i¢inde muhtemel risk faktorii olarak tanimlanmastir
(Breccia ve ark. 2013). Maligniteler i¢in kullanilan tedavilere baghh KML gelisme

olasiligi ile ilgili yapilan arastirmalar sonucu tatmin edici bulgular elde edilmemistir.
2.2.5. Klinik

KML nin klinik seyri, laboratuvar bulgular1 ve klinik karakteristiklerine gore
ti¢ ayr1 evreye ayrilir (Jabbour ve Kantarjian 2014).Tani alan hastalarin %85’
kronik, %10’u akselere, %5’i blastik evrededir. KML tipik olarak kronik faz ile
bagslar, birka¢ yil i¢cinde akselere faz gelisir. Son evre olarak da hastalik blastik kriz
(blastik faza) ilerler. Blastik kriz, KML’ nin terminal evresidir. Klinik olarak akut
l16semilere benzemektedir. Kronik fazdan akselere ve blastik faza geciste yeni ortaya
¢tkan kromozom anomalileri en énemli nedenlerinden biridir. DSO kriterlerine gore

akselere ve blastik evre belirtegleri Tablo 1°da 6zetlenmistir.



Tablo 2. DSO kriterlerine gore akselere ve blastik evre belirtecleri

AKSELERE (HIZLANMIS) EVRE:

Periferik kan 16kositlerinin ve/veya c¢ekirdekli kemik iligi hiicrelerinin %10-19’
unun blast olmasi

Periferik kan bazofillerinin > %20 olmasi

Tedaviye bagli olmayan kalic1 trombositopeni <100.000/mm? veya tedaviye
yanitsiz kalici trombositoz > 1x10%/mm?

Tedaviye yanitsiz ve giderek artan dalak biiyiikliigii ve 16kosit sayisi

Sitogenetik olarak klonal doniisiim olmast

BLASTIK EVRE:

Periferik kan I6kositlerinin veya ¢ekirdekli kemik iligi hiicrelerinin > %20’sinin
blast olmasi

Kemik iligi dis1 (ekstramediiller) blastik proliferasyon

Kemik iligi biyopsisinde gruplar halinde blast olmas1

2.2.5.1. Kronik Faz

Tani sirasinda hastalarin %90-95'1 kronik fazdadir. Kronik faz belirti ve
semptomlar1 anemi ve splenomegali nedeni ile ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar yorgunluk,
halsizlik, kilo kayb1 ve sol iist kadranda dolgunluk ya da agridir. Nadir belirtiler
arasinda kanama, (disiik trombosit sayist ve / veya trombosit islev bozuklugu ile
iligkili), tromboz (trombositoz ve / veya belirgin l6kositoz ile iliskili), gut artriti
(ytikselmis trik asit seviyelerinden), priapizm (genellikle belirgin 16kositoz veya
trombositoz ), retinal kanamalar ve st gastrointestinal iilserasyon ve kanama
(bazofili nedeniyle yiiksek histamin seviyelerinden) goriilebilir (Jabbour ve
Kantarjian 2014).

Pulmoner veya serebral damarlarda tortulagsan losemik hiicrelere bagh
16kotik semptomlar (dispne, uyku hali, koordinasyon kaybi, konfiizyon), 100x10%/
L'yi asan beyaz kan hiicresi (WBC) sayisina ragmen, kronik fazda nadir goriiliir.
Splenomegali, vakalarin %40-50’sinde tespit edilen en tutarli fiziksel bulgudur.
Hepatomegali daha az yaygindir. (%10°dan az). Lenfadenopati ve deri veya diger
dokularin infiltrasyonu nadirdir. Eger mevcut ise, Ph negatif KML veya akut ya da
blast faz doneminde karsilagilabilir (Jabbour ve Kantarjian 2014) .



2.2.5.2. Akselere Faz

Akselere faza gecis tanisi icin kriterler degiskenlik gosterebilir. En yaygin
kullanilan DSO tarafindan yaymlanan kriterlerdir (Tablo 2) (Kara 2010). Akseler faz
kemik iliginde veya periferik kanda %10-20 blast goriilen, tedaviye yanitsiz ve
kemik iliginde ilave kromozomal anomalilerin goriildiigii evredir. Tedaviye ragmen
organomegalinin devam etmesi ya da artmasi, kemik agrisi, ates, kilo kaybi akselere
fazin klinik 6zellikleridir. Eozinofil ve bazofil sayisinda artma, periferik kan ve
kemik iliginde immatiir hiicre sayisinin artmasi, Ph kromozomuna ek olarak baska

kromozom anomalilerinin saptanmasi akselere fazin tanisal bulgularidir (Alp 2011).
2.2.5.3. Blast Faz

Blast faz KML degerlendirmesinde son evreyi olusturmaktadir. Kemik iligi
veya periferik kanda %20 ve iizeri blast saptanmasi veya ekstramedullerde (dalak,
lenf nodlari, cilt, meninksler, kemik) blastik hiicre birikmesi karakterizedir (Aladag
ve Haznedaroglu 2019). Cogu hastada blastik faz dncesi akseler faz bulgular1 ortaya
cikmaktadir ancak higbir semptom ve bulgu olmadan dogrudan blastik faza ilerleme
de goriilebilir. Akseler fazda goriilen bulgularina ek olarak lenfadenopati gelisimi
blastik fazin 6nemli bir bulgusudur. Akut 16seminin biitiin belirtileri blastik fazda

goriilebilir. Blastik fazda ortalama yasam siiresi 4 ay civarindadir (Alp 2011).
2.2.6. Progresyon

Agir klinik belirtilerin ¢ogunlukla ortaya ¢ikmadigi kronik fazda, hastalarin
yasam kalitesi ¢ok fazla etkilenmez. Ancak, hastalik kacinilmaz olarak blast krize
ilerler ve bu asamadan sonra uzun siireli sagkalim c¢ok nadirdir. Blast krizi
gelismeyen KML hastalarinin 6lim nedeni, genellikle kemik iliginde fibrozisi

sunucu ortaya ¢ikan kemik iligi yetmezligidir ( Rabinowitz ve Larson 2004 ).

KML’ de hastalarin prognostik risk gruplarint belirleyen ¢esitli skorlama
sistemleri gelistirilmistir. En yaygin kullanilan skorlama sistemleri prognostik
faktorlerin multidegiskenli analizlerinin yapildig: sistemlerdir. Sokal indeksi ve daha
yeni bir skorlama sistemi olan Hasford skoru en sik kullanilan skorlama sistemleridir
(Tablo 3ve Tablo 4). Sokal prognostik siniflama sisteminde gore, blastik faza gegis

siiresini ya da tiim sagkalimi etkileyen faktorler arasinda dalak biiytikligi,
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dolagimdaki blast yiizdesi ve yas one ¢ikmaktadir. Hasford risk skorlamasinda ise
yas, dalak biiyiikliigii, trombosit sayisi, myeloblast, eozinofil ve bazofil yiizdeleri
dikkate alinir (Oguz 2014).

Tablo 3. Sokal indeks hesaplamasi.
(https://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/project_info/index_eng.html)

Sokal indeksi Hesaplanmasi Risk Sumflandirmasi
0.0116 x [vas (vil) - 43.4)] + 0.0345 x (dalak -7.51) | Diisiik risk < 0.8

+ 0.188 x [(trombosit say1s1/700)2 - 0.563] + Orta risk 0.8-1.2
0.0887 x (blast - 2.10) Yiiksek risk = 1.2

Tablo 4. Hasford skorlama hesaplamasi.
(https://www.leukemia-net.org/content/leukemias/cml/project_info/index_eng.html)

Hasford Skorlama Hesaplanmasi Risk Simflandirmasi

Yas = 50 ise 0.666 + (0.042 x dalak) + trombosit Driisiik risk = 780

sayist = 1500 x109/L 1se 1.0956 + (0.0534 x blast) Orta risk 781 - 1480

+bazofil sayisi = %63 ise 0.20399 + (0.0413 x Yiiksek risk = 1480

eozinofil) x 100

2.2.7.KML’de Sitogenetik Degisiklikler

KML, etyolojisinde kromozomal bir anomalinin tanimlandigi ilk kanserdir.
Kromozomal anomali 9. ve 22. kromozomlar arasinda ger¢eklesen resiprokal bir
translokasyondur. 9934.1 bolgesinde ve 22q11.2 bolgesinde birer kirik olusur ve
kopan pargalarin karsilikli yer degisimi sonucu t(9;22)(q34.1;g11.2) translokasyonu
olusur (Syed ve ark. 2008). Olusan 22. kromozom Philadelphia (Ph) kromozomu
olarak isimlendirilir ve normal homologundan oldukg¢a kii¢iik oldugundan sitogenetik
karyotiplemede kolaylikla fark edilir. Hastaliktan sorumlu BCR-ABL1 fiizyon
onkogeni, 22. kromozom iizerinde bulunur (Kantarjian ve ark. 2006). Bu
translokasyon KML'nin ayirt edici ozelligidir ve KML hastalarinin  %95'inde
bulunur. Ayrica hastalarin  %2-3’{inde sitogenetik olarak tespit edilemeyen
translokasyon kriptik olarak mevcuttur. Akut Lenfoblastik Losemili (ALL) tanist
alan ¢ocuklarin %5'inde, ALL tanis1 alan erigkinlerin %15-30'unda ve yeni tan1 alan
akut myeloid 16semili (AML) hastalarinin %2'sinde de bu translokasyon saptanir

(Kara 2010).
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KML’deki 1(9;22)(q34.1;q11.2) resiprokal translokasyonunun olusum
mekanizmasi1 hakkinda birkac¢ teori vardir. Bir goériise gore, kromozomlardaki bu
kirik ve birlesme tamamen rastgele gerceklesmekte, fakat olusan onkogenik {iriin

hiicreye selektif biiyiime avantaji saglamaktadir (Melo ve Deininger 2004).

Philadelphia kromozomu
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Sekil 2. Philadelphia Kromozomu’nun gosterimi
(https://www.nhpr.org/post/philadelphia-chromosome-mutant-gene-and-quest-cure-

cancer#stream/0)

Translokasyonun rastgele olmadigin1 6ne siiren goriisiin ise bu yonde bazi
kamtlar1 bulunmaktadir. Ik olarak, epidemiyolojik arastirmalar KML’de iyonize
edici radyasyonun bir risk faktorii olarak gdstermistir. Translokasyon, radyasyon
etkisiyle olusan kromozom kiriklar1 igin sicak nokta (hot-spot) kabul edilen
bolgelerde gerceklesmektedir (Ballarini ve Ottolenghi 2004). Ayrica, interfaz
asamasinda niikleusta 9. ve 22. kromozomlarin topografik yerlesimlerinin birbirine
yakin olmasi sebebi bu translokasyonu olusturmaya yatkin olabilecekleri One

stirilmiistiir (Goldman, ve Melo 2008).

Ph kromozomu olusumunun hastalik patogenezinden tek etken mi oldugu,
hastaligin gelisiminde ikincil bir olay olarak m1 gelistigi konusu heniiz tamamen
acikliga kavusmamistir. Bazi olgularda KML tanis1 konuldugu halde Ph kromozomu
gosterilememektedir (Melo ve Deininger 2004) . Bu duruma ek olarak, tamamen

saglikl bireylerde yapilan ¢alismalarda ise %30’a varan oranlarda BCR-ABLL1 flizyon
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irtinii saptanmistir (Biernaux ve ark. 1995). Bu kanitlar, BCR-ABLL1 hibrid geninin
tek bir onkogen olarak malign doniisiim i¢in yeterli olmayabilecegini gostermektedir.
KML gelisen bireylerin yapisal ya da edinilmis heniiz tanimlanamamis predispozan

molekiiler bir degisiklige sahip olmalar1 da miimkiindjir.

Olgularin %5-10’unda, Ph kromozomunun disinda iigiincii bir kromozomun
eklendigi kompleks translokasyonlar da goriiliir. Bu tip kompleks translokasyonlara
en sik eklenen kromozom bdlgeleri arasinda sirasiyla 1p36, 3p21, 5q13, 6p21, 9922,
11q13, 12p13, 17p13, 17921, 17925, 19q13, 21922, 22q12 ve 22ql3 yer alir. Bu
translokasyonlarda BCR-ABL1 flizyonu geni genellikle 22. kromozom iizerinde
lokalizedir.Genetik olarak kompleks yapilarina ragmen, mevcut veriler, yeniden
diizenlemelerin, standart bir Ph kromozomlu KML’ye kiyasla herhangi bir spesifik

fenotipik veya prognostik etki saglamadigini gosterir (Johansson ve ark. 2002).

Olgu takibi esnasinda yapilan sitogenetik analizlerde Ph kromozomuna ek
olarak baska kromozomal anomaliler de saptanabilir. ikincil kromozomal anomaliler
blastik faza doniisiimiin habercisi olarak yorumlanabilir. En sik gézlenen ikincil
kromozomal anomaliler +8, ¢ift Ph (+Ph), i(17)(q), +19, +21 ve Y kaybudir. ikincil
anomalilerin ortaya ¢ikisi klonal evrim olarak isimlendirilir. Hastalik progresyonu
esnasinda ortaya ¢ikan klonal evrim kotii prognoza isaretidir. Ph kromozomununa ek
olarak meydana gelen degisikliklerin %60-80’ni blast evresinde goriiliir. (Johansson
ve ark. 2002).

2.2.8. Kronik Myeloid Losemi’de Molekiiler Patogenez
2.2.8.1. BCR Geninin Yapis1 ve Proteini

BCR geni, 22. kromozomda yer alan 130 kb uzunlugunda, 23 ekzonlu ve
siirekli okunan bir gendir. Insanda en ¢ok beyin dokusunda ve hematopoetik
hiicrelerde ifade bulmaktadir. Hematopoetik hiicrelerde 6zellikle myeloid
farklilasmanin erken evrelerinde etkin oldugu, hiicre olgunlastik¢a translasyonun
azaldig1 gosterilmistir. Normal BCR proteini, 160 kd agirliginda sitoplazmik bir
proteindir. Bir Serin/Treonin kinaz olarak gorev yapar. BCR geninin ayrica 130 kd
agirliginda ikinci bir protein iirettigi de bilinmektedir (Laurent ve ark. 2001).

BCR proteininin birgok fonksiyonel bolgesi bulunmaktadir. BCR geninin 5’

ucunda yer alan proteine gevriminde ifade bulmayan bolgesi de (untranslate region-
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UTR) énemlidir. Ozellikle BCR geninin -644. ve -718. niikleotidleri transkripsiyonun
kontrolii sirasinda transkripsiyon faktdrlerinin baglandigi bolgedir. Oligomerizasyon
bolgesi, ABL1 kinazinin aktivasyonunda gorev alan 6nemli bir bolgedir. Ortaya ¢ikan
BCR-ABL1 fiizyon proteininde otofosforilasyon islemi bu bdlge sayesinde
gerceklesir. Bu bolge ayrica BCR-ABL1 fiizyon proteininin hiicre icindeki
lokalizasyonunu da etkilemektedir. Normal ABL1 proteini, hem ¢ekirdekte hem de
sitoplazmada bulunmasina ragmen, BCR-ABL1 fiizyon proteininin; sitoplazmik ve
kismen hiicre iskeleti ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Oligomerizasyon bdlgesinin
delete olmasi; BCR-ABL1’in F-aktin’e baglanmasinin azalmasi ile sonu¢lanmaktadir.
Oligomerizasyon bdlgesinin, F-aktin baglanma kapasitesini yiikselttigi ve BCR-ABL1
flizyon proteininin sitoplazmik lokalizasyonundan kismen sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. ilk ekzonun kodladig: bdlge bir serin/treonin kinaz bdlgesi, SH2
bolgeleri ve merkezi bir GEF bdolgesi igerir. Proteinin karboksi terminal ucunda ise
RasGAP bolgesi yer alir. SH2 bolgeleri; son derece korunumlu, yiiz aminoasitlik
non-katalitik bolgelerdir. SH2 bolgeleri sinyal iletim molekiillerini baglar ve hiicre
ici 6nemli yolaklarini aktive eder. Birinci ekzonda yer alan 192-242. ve 298-413.
aminoasit dizilimlerini igeren iki SH2 bolgesi onkogenik aktivasyondan sorumludur.
Bu bolgede yer alan 3. bir SH2 bolgesi 177. pozisyondaki tirozinin (Tyrl77 ya da
Y177) otofosforillenmesi ile bir adaptor protein olan GRB2 (Growth factor receptor-
bound protein 2) ile major bir baglanma bdolgesi olusur. BCR, GRB2 iizerinden Ras
yolagi ile baglanti1 saglar (Laurent ve ark. 2001).

BCR proteininin santral ve karboksi terminal bdlgeleri 6zellikle G-proteinleri
ile olan ¢ok yonlii iligkileri nedeniyle 6nem tasimaktadir. G-proteinleri intraselliiler
sinyal iletiminde, hiicre biiyiimesinde ve hiicre iskeleti organizasyonunda goérev
alirlar. G proteinleri; GDP bagh iken inaktif formda, GTP bagl iken aktif formdadir.
GEF, GDP’yi GTP’ye doniistiirerek, G proteininin aktif formda ge¢cmesini saglar.
GAP ise GTP’yi hidrolize inaktif pozisyona gecisi saglar. BCR hem GAP hem de
GEF bdolgeleri aracilig1 ile G protein aracili sinyal ileti yolaklarinda gorevlidir. Rac
GAP bolgesi bolgesi genelde flizyon proteininde yer almaz. GEF bolgesinde, XPB
(xeroderma pigmentosum) proteini i¢in bir baglanma bdlgesi vardir. Fiizyon ortaya
¢iktiginda BCR ve XPB arasindaki normal etkilesimi engellenmektedir, dolayisiyla
BCR-ABL1 pozitif KML’de DNA tamirindeki sikint1 ve sonraki genomik dengesizlik

izlenmektedir. Bu mekanizma, KML’deki klonal evrimi aciklamaktadir. Hastaligin
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kolay kontrol edilebilir benign fazdan, Sliimciil blast krize olan ilerlemesine neden
olmaktadir (Laurent ve ark. 2001).

2.2.8.2. ABL Geninin Yapis1 ve Proteini

ABL geni reseptorii olmayan bir tirozin kinaz molekiili kodlar. 9. kromozom
lizerine yerlesmis olan ABL geni 11 ekzondan olusur. Abelson Murine Losemi
Viriisiiniin tagidigr v-abl geni ile homolog bir yap1 gosterir. 145 kd agirliginda bir
protein iiretir. ABL proteini hem sitoplazma hem de niikleus igerisinde bulunur.
Normalde hiicre biiyiimesini hem uyarir hem de inhibe eder. ABL ile indiiklenen
apopitoz iyonize radyasyon ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarina yanit
olarak aktive olur; p53 ve p73 proteinlerinin biiylimeyi durdurmasi ve hiicre 6liimiinii
saglamasiyla sonuglanir. ABL proteinin amino ucunda “cap”olarak adlandirilan bir
yap1 bulunur ve bu yap1 ABL proteininin SH3 ve katalitik bolgelerine baglanarak
protein kinaz aktivitesini inhibe etmektedir. Boylece ABL nin tirozin kinaz aktivitesi
sik1 kontrol altinda tutulmaktadir (Laneuville 1995;Sawyers 2002). ABL fiizyon

geninin sitoplazmik mRNA’sinda ABL geni her zaman 2. ekzondan itibaren bulunur.

ABL geni ii¢c adet SH bolgesine sahiptir. SH1 domaini tirozin kinaz
fonksiyonuna sahip iken SH2 ve SH3 domainleri ABL proteininin diger proteinler ile
olan etkilesimini saglar. ABL geninin SH1 bdélgesi resiprokal translokasyon sonucu
BCR geni dizilerine invaze olur. Bunun sonucunda SHI1 bolgesi tirozin kinaz

aktivitesi stirekli hale gelir (Deininger ve ark. 2000).
2.2.8.3.BCR/ABL1 Fiizyon Geninin Yapist ve Proteini

KML hastalarimin  yaklasik %90°lik  kisminda rastlanan Philadelphia
kromozomu, kromozom 9’daki ABL onkogeni ile kromozom 22’deki BCR gen
bolgesinin 1(9;22)(q34.1;q11.2) translokasyonu sonucunda olugsmaktadir (Litzow
2006).

BCR/ABL1 geninin 5 ucu BCR den, 3 ucu ABL den gelen ekzonlardan olusur.
ABL geninin kirik bolgesi degismez. ABL genindeki kirik genin 5’ ucunda 200
kb’lik bir bolgede herhangi bir yerde, al-a2 ekzonu arasinda, olusabilir. Ancak
BCR/ABL1 mRNA transkripti, ABL1 nereden kirilirsa kirilsin a2 ekzonu ile baslar.
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Bu durum alternatif kirpilma ile diizenlenmektedir. BCR geninde kirik 3 ise farkl

noktada olabilir. Bunlar:

1. Major-BCR bolge kiriklari: Ekzon 12-13-14-15-16(b1-b2-b3-b4-b5)
bolgesinde gerceklesir. KML hastalarinin %95’inde ve Ph+ ALL hastalarinin
yaklasik tigte birinde kiritk Major BCR (M-BCR) denilen bolgede olusur. Siklikla ya
13. ekzondan sonraki intronun 5’ kismindan (el13-b2) ya da 14.ekzondan (el4-b3)
sonraki intronun 3’ kismindan kirilma gergeklesir. Sonug¢ olarak olusan hibrid
transkript el3a2 (b2a2) ya da el4a2 (b3a2) birlesimi icerir. Her iki durumda da 210
kd agirliginda bir fiizyon proteini olusur ve p210BCR-ABL olarak adlandirilir.

2. Minor-BCR bolgesi kiriklar:: Ekzon 1 ve ekzon 2 arasinda olusur. Ph+
ALL hastalarinin ticte ikisinde, KML ve AML hastalarinin ¢ok az bir kisminda 1.
ekzondan hemen sonra olusur. Sonug olarak olusan hibrid transkript ela2 birlesimini

icerir ve 190 kd agirhiginda p190BCR-ABL isimli proteini kodlar.

3. Mikro-BCR bolgesi kiriklari: KML olgularinin ¢ok az bir kisminda ve
kronik myeloproliferatif hastaliklar sinifindan kronik nétrofilik 16semi hastalarinda
goriilen ticiinct kirtk noktast mikro BCR (u-BCR) olarak adlandirilir ve 19. ekzondan
(c3) sonra olusur. Hibrid transkript e19a2 birlesiminden olusur ve 230 kd
agirligindaki p230BCR-ABL proteinini kodlar (Laurent ve ark. 2001).
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Sekil 3. BCR ve ABL1 genlerinin kirilma noktalar1 ve fiizyon transkriptlerinin
sematik gdsterimi (Bennour ve ark. 2015)

Kirtlmanin ABL1'de sabit BCR' da ise degisken olmasi, ABL geninin saglikli
hiicreleri transformasyona ugratarak kanser hiicresine doniismesine neden oldugunu,
BCR geninin ise hastaligin fenotipini belirledigini ortaya konmustur (Deininger ve
ark. 2000;Laurent ve ark. 2001).

2.2.8.4. BCR/ABLI Fiizyon Proteini ve Sinyal Yolaklarina Etkisi

BCR-ABL1 hibrid geni normal ABL genine gore yiiksek tirozin kinaz
aktivitesine sahip bir kimerik fiizyon proteini sentezlenmesine neden olur (Savage ve
Antman 2002).

17



Coiled-coil Kinase
mm domain
\l BCR | ABL )
g~ P W
Dimerization| v - 4 Transactivation
N | =
PGRB2 “I-~._ [cBL CRKL ™ e
SOS GAB2, s s CRK Cytoskelef
\ \‘Mav\" L_l?_l?pb pmte'm
' i i
. * \ Altered adhesion/motility
MS Gam:  « tep
v v e G BAD
JAK2 hnRNP E2 ' = BCL-XL
Y '
/ RAF : L BAD !
{ ' PP2A 14-33  (BCLX
MEKI®  c/eBpa (oA,

targets

'
. P
goom P Activation of m

MAPKY  qownstream

708

o

4EBP1

. v v
. Protein synthesis
- - - I---------------T----------:'------ -EEEEe---
. ; SKP2
MY/ K l
v P g p27 P
Proliferation v x v
and ia Degradation Survival
survival Transcription \‘

Proliferation

Sekil 4.BCR-ABL fiizyon proteinin etkiledigi sinyal ara yolaklar1 (O’Hare ve ark. 2010)

Hematopoetik hiicrelerde proliferasyonu indiikleyen ve apopitozu engelleyen
bliyiime faktorleri ve sitokinlerin aktive ettigi Ras yolagi, 16semilerde Onemi
gosterilmis bir sinyal iletim sistemidir. BCR-ABL1 fiizyon proteininim yapisi ¢oklu
protein etkilesimine neden olur. Farkli sinyal yolaklarinin uyarilmasma yol agar.
BCR bolgesi cesitli adaptor proteinleri baglar ve aktive eder. Bu adaptor
proteinlerden bazilart GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2), CRKL (CRK-
oncogen like protein), CBL (casitas b-lineage lymphoma protein) ve SHC (SRC-
homology 2 containing protein) dir. GRB2’ nin SH2 boélgesi BCR-ABL1’ in BCR
kismindaki belli bir tirozin rezidiisiine (Y177) baglanir ve bu BCR-ABL proteininin
Ras’ a baglanmasini saglar. Aktif hale doniisen Ras, hiicre zarinda bir serin/treonin

kinaz olan Raf molekilini aktive eder. Daha sonra MAP/ERK kinazlar
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(MEK1/MEK?2) ve Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) enzim sistemlerinin
arka arkaya aktive olmasi ile hiicre niikleusunda bazi genlerin transkripsiyonu
gergeklesir. Okunan genler hiicre boliinmesini uyaran, hiicre siklusu kontroliinde rol
oynayan genlerdir. Ras yolag: transformasyon i¢in tek basina yeterli degildir. Bu
yolak KML’de ayn1 zamanda BCL2 ailesine ait proteinlerle etkileserek antiapoptotik
etki olusturur (Balci 2009). BCR-ABL filizyon proteini ile etkilesen adaptor
proteinler ayni zamanda fosfotidilinositol 3-kinaz(PI3K)-AKT ve JAK (janus
kinase)-STAT(signal transducer and activator of transcription)sinyal yolaklarin1 da
aktive eder. Bir sitoplazmik tirozin kinaz olan JAK aktive olmus sitokin
reseptorlerinden gelen sinyallerin hiicre icine iletiminden sorumludur. BCR-ABL
fiizyon proteini ve bu proteinle aktive olan bazi adaptor proteinler JAK-STAT sinyal
yolaginin bir¢cok iiyesini fosforille ederek yolagi uyarir. KML’de hastalik
baslangicinda ve progresyonunda JAK-STAT yolaginin BCR-ABL fiizyon proteinine
bagli anormal aktivasyonunun o6nemli bir rolii oldugunun bilinmesine ragmen
mekanizmasit net olarak aydmnlatilmadigi i¢in JAK-STAT yolagi ile KML
baglantisina iliskin ¢alismalar devam etmektedir (Xie ve ark. 2001;Klejman ve ark.
2002).

PI3K/Akt sinyal yolu hiicre proliferasyonu, biiyiimesi, sagkalimi ve
migrasyonu gibi pek ¢ok normal biyolojik prosesin diizenlenmesinde rol oynar. Bu
yolakta yer alan proteinleri kodlayan genlerin mutasyonunun ya da bozulmus
(degismis) ekspresyonun insan kanserlerindeki etkisi yogun bir sekilde arastirilmis
ve bu yolagin kanserde 6nemli bir ag oldugu tespit edilmistir (Luo ve ark

2003;Davies 2012 ).
2.2.9. Kronik Myeloid Lésemi Hastalarinda Tani
2.2.9.1. Periferik Kan Bulgular

Tam sirasinda 18kosit sayist 10.000-500.000 mm?® arasinda degisiklik
gosterebilir. Periferik yaymada; blasttan parcali notrofillere kadar graniilositer seri
olgunlagmasinin tiim evrelerinin goriilebilecegi bir graniilositoz mevcuttur.
Miyeloblastlar tipik olarak %1-2 civarindadir, kronik fazda yer alan KML hastalarda
ise %10 gecmez. Bazofiller ve eozinofiller genelikle artmistir. Bazofili hastaligin

erken doneminde 16kosit sayis1 artmadan Once bile tespit edilebilir. Trombositoz
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sikken, trombositopeni nadir olarak goriiliir. Hastalarin iigte birinde hemoglobin
seviyeleri 11g/dL’den azdir. KML’deki biyokimyasal anormallikler, diisiik 16kosit
alkalen fosfataz skorunu (LAP) igerir. Ancak enfeksiyon varliginda, KML tedavisi

sonrasinda, akselere ve blast evrelerinde yliksek bulunabilir (Oguz 2014).
2.2.9.2. Kemik iligi Bulgulari: Konvansiyonel Sitogenetik Analiz

Kemik iligi incelemesi oOzellikle hastaligit diger myeloproliferatif
hastaliklardan ayirmada 6nem tasir. Kemik iligi belirgin hiperselliiler olarak gozlenir
ve bu selliilarite cogunlukla nétrofilik prekiirsorlerden olusur. Maturasyon siireci ve
morfolojisi, her evrede normal olarak goriiniir; ancak periferik kanda oldugu gibi
myelositlerde belirgin artis géze carpar. Myeloblastlar genellikle %5’in altindadar.
Normal ilikte oldugu gibi; myeloid onciiller periosteal bolgelerde yerlesiktir. Bazofil,
eozinofil ve hibrid hiicreler ile bunlarin onciilleri de artmis olarak gozlenir.
Megakaryositler tipik olarak artmistir ve kiimelenmis halde goriiliir, ancak bu
kiimelenme esansiyel trombositozdaki gibi belirgin degildir. KML megakaryositleri
normallerinden biraz kii¢liktiir ve mikromegakaryositler saptanabilir. Hastalarin icte
birinde pseudo-Gaucher hiicresi adi verilen kaba graniiler, periyodik-asit-Schiff-
pozitif sitoplazmali makrofajlar gozlenir. Myeloid/eritroid oranit her zaman artmis
olarak saptanmakla birlikte, eritroid prekiirsor sayis1 artmis, azalmis ya da normal
olabilir. Bazi olgularda bag dokusu depolanmasi goriilebilir( Rabinowitz ve Larson

2004).

Sitogenetik analiz, Ph kromozomunun saptanmasi ve siirecin izlemesinde
altin standarttir. Ozellikle tedavi doneminde Ph negatif klonal evrimin nadiren m
yelodisplastik sendrom ya da akut myeloid losemiye ilerleyebilecegi, ilave
olusabilecek kromozomal anomalilerin tespit edilmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir.
Karyotipleme raporu, en az 20 Ph pozitif metafaz sonucunu rapor eder.
Konvansiyonel karyotiplemenin dezavantaji, hiicre kiiltiiriindeki %1-5 Ph pozitif
hiicreleri temsil ettigi i¢in diisiik duyarliliklidir. Hiicre kiiltiirii i¢in gecen zaman
kaybmin yani sira metafaz analizi yapilabilmesi i¢in kaynak olarak hastadan kemik
iligi aspirasyonu yapilmasi diger dezavatajlar1 arasinda sayilabilir. Fakat hala altin

standarttir ve en standardize tekniktir (Tohami 2012).
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Sekil 5. Konvansiyonel sitogenetik analizinde t(9;22)(q34;q11) gosterimi (Meram Tip Fakiiltesi
arsivi)

2.2.9.3.Molekiiler Sitogenetik Analiz

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), hematolojik kanserlerde yaygin olarak
kullanilan spesifik bir tekniktir. Konvansiyonel sitogenetik analizin aksine klinik
kararin verilebilmesi i¢in daha hizli bir yontemdir. Konvansiyonel sitogenetik analiz
sonucu Ph negatif ¢ikan ya da hiicre kiiltiirii sonucu incelemelerde metafaz elde
edilemeyen durumlarda BCR/ABLI translokasyonunu gostermek igin kullanilir.
FISH, BCR/ABLI1 kirilma noktalarinindaki delesyonlarin da, imatinibe yanit
sirasinda olusabilir,  tespitinde kullanilabilir. Fakat bu delesyonun varligim
dogrulayamaz. Ph kromozomunun durumunu dogrulamak ic¢in konvansiyonel

sitogenetik analiz ka¢inilmazdir (Tohami 2012).
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Normal Anormal

Sekil 6. BCR/ABL1 fiizyon geninin Floreasan In Situ Hibdidizasyon yontemi ile
gosterimi

Kompleks yeniden diizenlenmelerin gosterilebilmesi igin karsilastirmali

genomik hibridizasyon, multicolor FISH gibi ek yontemler gerekebilir.
2.2.9.4. Molekiiler Analiz: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR), her PCR reaksiyon dongiisii sirasinda olugan amplifikasyon
trlinlerinin {iretimi icin floresan haberci molekiilleri kullanarak monitorize eder

(Bustin ve ark. 2005).

KML’de molekiiler tani, BCR-ABL1 flizyon gen iiriiniiniin varhiginin
molekiiler yontemlerle arastirlmasina dayanir. RT-PCR yontemi ile BCR-ABL1
transkripti, komplementer DNA (cDNA) haline getirilir ve hassas bir reaksiyon ile
cogaltilir. Analiz sonucunda triiniin varlig1 tespit edilirse pozitif sonug rapor edilir.
Molekiiler analiz tanida kullanilabilecegi gibi, tedaviye yanitin degerlendirilmesinde

de ytiksek duyarliligi nedeniyle tercih edilen yontem olmustur.
2.3. Hipofiz Tiimori Transforme Edici Gen

Hipofiz Tiimori Transforme Edici Gen (Pituitary Tumor Transforming Gene-
PTTG) gen, sican hipofiz tiimori hiicrelerinden 1997 yilinda izole edildi. Daha
sonra kardes kromatid seperasyonunu regiile eden bir omurgali sekiirin proteini
olarak  tanimlandi.PTTG’nin c¢esitli kanser tiirlerinde, hipofiz, meme, tiroid,
yumurtalik, rahim, bagirsak ve akciger, asir1 eksprese oldugu rapor edilmistir (Tong
ve Eigler 2009).
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PTTG,  hiicre replikasyonunda, hiicre siklusunda, DNA temir
mekanizmasinda, organ gelisiminde, metabolizmada, hiicre transformasyonunda ve

hiicre yaslanmasinda gorev alir (Tong ve Eigler 2009).

Normal insan dokusunda , PTTG protein seviyesi oldukca diisiik ya da tespit
edilemeyecek derece azdir.Buna ragmen , metastaz ve koti klinik sonucu ile
baglantilt ¢ogu timor tipinde ylikselmistir. Bunun igin tiimorgenesiz ile iligkili

gorlinen bir protoonkogen gibi gosterilmistir (Liao ve ark. 2010).
2.3.1. Yapis1 ve Fonksiyonu

PTTG, 5q33.3’de bulunan ve bircok malignetinin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol oynadig1 kesfedilen bir onkogendir (Wondergem ve ark 2012).

Insan PTTG (hPTTG, human PTTG) nin lokalize oldugu bolgenin myeloid
16semi, kronik miyeloproliferatif hastaliklar ve miyelodisplastik sendromlarinda
dahil oldugu neoplastik hastaliklarin bildirildigi bir alan oldugu rapor edilmistir
(Saez ve ark. 2002).

hPTTG, bazik bir N-terminal kismina ve asidik bir C-terminal kismina sahip
olan 202 amino asitlik proteinidir (Saez ve ark. 2002). Gen iiriinii bazik Fibroblast
Biiytime Faktor (bFGF, basic fibroblast growth factor) ekspresyonun uyarilmasinin
yani1 sira, transformasyon ve tliimorijenik aktivite i¢in 2 PXXP motifini igerir
( PTTG1 regulator of sister chromatid separation, securin [ Homo sapiens (human) ],
Gene 1D: 9232, updated on 12-May-2019)

Insan PTTG proteininin sematik gosterimi Sekil 7°da gosterilmektedir. PTTG
birkag¢ diizenleyici alan igerir. PTTG N-terminali SH3 alan-baglama motifi (aa 51 ve
54 arasinda), mitojen aktive edici protein kinazi (MEK) ile etkilesim i¢in dnemlidir.
MAPK'nin PTTG transaktivitesi {izerindeki etkilerine aracilik etmek icin PTTG —
MEK etkilesimi gereklidir. PTTG transaktivite edici bolgede bir konsensiis
fosforilasyon alani igermektedir. PTTG transaktivite edici bolgenin 6nemi, in vitro
olarak S162'de MAPK aracilig1 ile fosforile edilerek gosterilmistir. Insandaki KEN
kutusunun, PTTG degradasyonunda rol oynar (Tong ve Eigler 2009).
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Sekil 7. PTTG sematik gosterimi (Tong ve Eigler 2009).
2.3.2. Onkogenez ile Iliskisi

hPTTG, NIH3T3 fibroblastlarinda tiimorijenik oldugu kanitlanmis ve birgok
timorde asir1 eksprese olan 22-kDa bir proteinidir. Fizyolojik kosullar altinda,
PTTG ekspresyonunun hiicre dongiisii boyunca diizenlendigi, G2 / M fazinda pik
yaptig1 bulunmugstur. PTTG’nin birincil fonksiyonu, kardes kromatidlerin zit
kutuplara ig iplikleri ile ayrilmasinin kontrolii ile ilgilidir. Bu aktiviteye gore,
kromozomun hatali ayrilmasimin bir sonucu olarak genomik dengesizlik, upregiile
PTTG ekspresyonunun onkojenik potansiyelinin sebebini izah edebilir. PTTG’in
asir1 ekspresyonu andploidi jenerasyonu ile iligkilidir, bu durum multiple tiimoér
tiplerindeki farklalasmis prognoz ile korelasyon gosterir. Ek olarak, PTTG ve
Fibroblast Biiyliime Faktorii (FGF) birlikte bir pozitif geri besleme dongiisii olusturur
ve tiimdr anjiyogenezini stimiile eder. Ayrica, Ku-70 ile ¢ift sarmal kirik tamirinde,
hiicre ¢ogalmasini ve apoptozu diizenleyen c-myc ve bax't harekete gecirmede bir rol
oynayabilir. Dolayisiyla PTTG’nin tiimdrgenesiz igin birka¢ olast mekanizma
olabilir (Hidalgo ve ark. 2008)

PTTG'nin asir1 ekspresyonu yumurtalik, akciger, testis, bobrek, kolon, tiroid,
hipofiz, karaciger, bobrekiistii , meme, prostat, melanom, I6semi ve lenfoma gibi

bir¢ok kanserde rapor edilmistir (Panguluri ve Kakar 2009).

PTTG'nin bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve vaskiiler endotel hiicre
biiyiime faktorii (VEGF) ekspresyonunu indiiklemedeki fonksiyonunu benzerdir ve

bu fonksiyon anjiyogenezi uyarir (Panguluri ve Kakar 2009).

PTTGnin p53 ekspresyonunu etkileyerek apoptozu etkiledigi tespit

edilmistir. Denemeler, PTTG’nin p53'in varliginda veya yoklugunda apoptoziyi
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diizenleme yetenegine sahip olduguna dair kesin kanitlar saglamistir (Bradshaw ve
Kakar 2007) p53-negatif hiicreler, mikroniikleus, makroniikleus ve kromozomal
kopriilerin giiclendirilmesi gibi aneuoploidi belirtileri sergiler. Bu veriler, p53'in
aktivasyonunun tam mekanizmasinin anlasilmadigini, ancak anéploidinin, PTTG'nin
neden oldugu tiimoér olusumuna yonelik mekanizmalardan biri olabilecegini

gostermektedir (Hamid ve Kakar 2003).

PTTG’nin, pediatrik akut lenfoblastik 16semi (pALL) hiicre sinyal aginda
cesitli proteinler ile etkilesime girerek multi-fonksiyonel bir regiilator olarak hizmet

ettigi tespit edilmistir (Yan ve ark. 2017).

PTTG, sekiirin olarak da bilinen, normal dokularda mitotik faz sirasinda
hiicre siklusunu diizenleyen seperaz inhibitor aktivitesine sahip bir proteindir. PTTG
proteininin anafaz ilerletici kompleks tarafindan degradasyonu (APC/C), metafaz —
anafaz gecisi sirasinda kardes kromatidlerin separasyonu isleminin gergeklesmesine
izin verir. PTTG proteininin, hem G1 / S hem de G2 / M faz gegislerini diizenlemede
bir hiicre dongiisii modiilatorii olarak gorev yaptigi da bilinmektedir. PTTG bir
transkripsiyon faktoriidiir ve asir1 eksprese oldugunda hiicre siklusunu ilerleten,
hiicre c¢ogalmasin1 ve tiimorgenesizi uyaran bir onkogen gibi davranir. PTTG
proteini, ¢esitli invaziv tiimorlerde ve hematopoetik malignitelerde bol miktarda
eksprese edilirken, normal dokularda oldukca diisiik seviyede ya da tespit

edilemeyecek kadar az bir seviyede eksprese edilir (Chen ve ark. 2018).
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3. MATERYAL VE METHOD

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim
Dali’da 2012-2014 yillar1 arasinda KML tanis1 alan hastalar ¢alismaya dahil edildi.
KML hastalarindan BCR/ABLL1 transkripti pozitif olan ornekler ile tedavi sonrasi
BCR/ABLL1 transkripti negatiflesen Orneklerin, PTTG gen ekspresyon diizeyleri
degerlendirildi. KML tanis1 alan ve birbirinden farkli olan hastalarin pozitif ve
negatif oldugu donemlerde izole edilmis, -80 °C’de saklanan total RNA
orneklerinden yeniden cDNA elde edilerek PTTG ekspresyonlari diizeyleri
degerlendirildi.

Calismaya cDNA asamasindan baglanildi. Hastalarin ilk bagvurularinda ve
kontrollerinde konvansiyonel sitogenetik, FISH ve/veya molekiiler analizler ile
BCR/ABLL1 transkripti pozitif olan 6rnekler; tedavi asamasi ve sonrasi kontrollerinde
konvansiyonel sitogenetik, FISH ve/veya molekiiler analizler BCR/ABLL1 transkripti
negatif olan 6rnekler boliimiimiizde diizenli olarak tutulan excel kayitlarindan tespit
edildi. Hasta grubunu olusturan BCR/ABL1 transkripti pozitif 6rnekler ile, kontrol
grubunu olusturan BCR/ABL1 negatif doneme ait Ornekler arasinda PTTG

ekspresyonu agisindan anlamli bir fark olup olmadigina bakildi.
3.1. cDNA Sentez Asamasi

Transcriptor First Strant cDNA Synthesis Kiti:

[k asamada bir drnek igin; Total RNA: 9 pl

Random Hexamer Primer: 2 pl
PCR Grade Water: 2 ul
Toplam: 13 pl eklendi.
Bu karisim Sensquest marka Thermal Cycler (Germany)’da firma 6nerileri
dogrultusunda 65°C’de 10 dakika isleme alind1.
Ikinci asamada bir 6rnek igin ise;
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer: 4 ul
Protector RNase Inhibitor: 0,5 ul
Deoxynucleotide Mix: 2 pl

Transcriptor Reverse Transcriptase: 0,5 ul
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Toplam tiiplere dagilacak miktar: 7 pl
Ik asamada elde edilen 13 pl total hacim iizerine 7 ul bu karisim konur. Her
tiip icerisindeki hacim toplam 20 ul oldu.
Thermal Cycler’la: 25°C’de 10 dakika.
50°C’de 60 dakika
85°C’de 5 dakika isleme alind1 ve cDNA’lar sentezlendi.
Ornekler gerektiginde -20 °C’de saklandh.

3.2. Real Time PCR Asamasi

Referans Gen + Target Gen Mix Hazirlama
1 pl Primer ve Prob (Real Time Ready) + 10 pl Probe Master + 4 ul PCR
Grade Water= 15 pl total hacim hazirlandi.

PCR MiX
Conc. Volume Final Conc.
PCR Grade - 4 ul -
Water
Light 2x conc. 10 pl 1x conc.
Cycler 480
Probes Master
Real time 20x conc. 1l Primerler
ready assay 8pmol her 4pmol

UPL probu igin

Total 15 ul

Volume

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki protokole 5’er pul ¢cDNA eklenerek ROCHE
marka Light Cycler (Isvigre 2004) sistemlerinde firma &nerileri dogrultusunda

asagidaki tabloda belirtilen protokolde ¢aligildi.
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Real Time PCR Heat Protokolii:

_ RAMP
SiKLUS °C  ACQ.MODE  ZAMAN _
RITE
DENATURASYON 1 95°C - 00:10:00 4,4
95°C - 00:00:10 4,4
AMPLIFiKASYON 45 60°C - 00:00:30 2,2
72°C Tek 00:00:01 4,4

SOGUTMA 1 40°C = 00:01:00 2,2

3.3. Istatistiksel Analiz

BCR/ABLL1 transkripti pozitif ve BCR/ABL1 transkripti negatif iken tani1 ve
takip amaci ile Tibbi Genetik Laboratuvari’na bagvurmus ve total RNA’lar1 -80°C’de
saklanan numuneler, PTTG gen ekspresyonu agisindan degerlendirilme siirecinde ilk
olarak istatistiksel paket programi olan SPSS 20.0 (Statistical Package for The Social
Science) ile aktarilmigtir. BCR/ABL1 transkripti pozitif ve BCR/ABLL transkripti
negatif grubun PTTG gen ekspresyon degerlerinin tanimlayici istatistikleri en kiigiik,
en biiyiik, ortalama ve standart sapma degerleri ile verilmistir. Her iki grup i¢in
PTTG gen ekspresyon degerlerinin normallik sinamasi ¢arpiklik-basiklik katsayilari
ve Kolmogrov Simirnov ile test edilmistir. Normal dagilima uygun olmadigi
belirlenen PTTG gen ekspresyonun pozitif ve negatif grup igin ortalamalari
parametrik olan bagimsiz O6rneklem t testinin parametrik olmayan alternatifi olan
Mann Whitney U ile test edilmistir. Arastirma boyunca énem diizeyleri 0,01 ve 0,05

olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

Calisma 41°1 (%32) BCR/ABL1 transkripti pozitif, 88’i (%68) BCR/ABL1

transkripti negatif olmak tizere 129 6rnek tizerinden yiirtitiilmiistiir (Sekil 8).

Sekil 8. Gruplarin dagilinmu

BCR/ABL1 transkripti

pozitif ve BCR/ABL1 transkripti negatif Ornek

gruplarinin PTTG gen ekspresyon degerlerine ait tanimlayici istatistikler Tablo 5°de

verilmigtir.

Tablo 5.Tanimlayici istatistikler

N En Diisiik En Ortalama Standart

Yiiksek Sapma

PTTG | BCR/ABLL | 41 28,08 33,62 30,41 2,18
pozitif

BCR/ABL1 | 88 22,44 31,76 26,48 1,75
negatif

BCR/ABLL1 transkripti pozitif 6rneklerin en diisik PTTG gen ekspresyon
degeri 28,08, en yiiksek 33,62 olmak tizere ortalamas1 30,41; BCR/ABLL transkripti
negatif 6rneklerin en diisik PTTG gen ekspresyon degeri 22,44, en yiiksek 31,76

olmak tlzere ortalamasi

26,48 olarak

saptanmigtir.

PTTG gen -ekspresyon

degerlerinde ortalamadan sapma, BCR/ABLL transkripti pozitif olan 6rneklerde daha

yiiksek tespit edildi.
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Istatistiksel analize gegmeden &nce, parametrik ya da parametrik olmayan
yontemlerden hangisinin uygun olacagimi belirlemek gerekmektedir. Ciinki
parametrik yontemlerin uygulanabilmesi i¢in verilerin oransal ya da aralikli olmasi,
verilerin normal dagilima uygun olmasi ve grup varyanslarinin esit olmasi
varsayimlarinin saglanmasi gerekmektedir. Ancak veri setinde bu varsayimlarinin
ihlali ile karsilagilabilmektedir. Parametrik olmayan yontemler genelde Orneklem
genisligi 30’dan az olan veri setlerinde veya parametrik varsayimlarinin en az birinin

saglanmadig1 durumlarda tercih edilmektedir (Kalayci 2008).

BCR/ABLL1 transkripti pozitif ve BCR/ABL1 transkripti negatif 6rnek grubunun
PTTG gen ekspresyon degerlerinin normallik sinamasi igin test olarak carpiklik,

basiklik katsayilar1 ve Kolmogrov Smirnov testi kullanilmis ve sonuglar1 Tablo 6’de

verilmistir.
Tablo 6. Normallik Sinamasi
PTTG
BCR/ABL1 BCR/ABL1
transkripti transkripti
pozitif negatif
Carpikhik+ Std. Sapma 0,441+0,169 | 0,826+0,257
Basikhik+ Std. Sapma -1,421+0,724 | 0,155+0,508
Kolmogorov Smirnov Test istatistigi 0,214 0,108
Sig. 0,000 0,012

Carpiklik ve basiklik katsayilari normalligin ya da normalden sapmanin
yorumlanmasinda kullanilmaktadir. Tam normal dagilimda carpiklik ve basiklik
katsayilar1 0 olmaktadir. Carpiklik katsayisi kendi standart sapmasina boliinerek ilgili
onem diizeyindeki z kritik degerini asmasi durumunda degiskenin normal dagilimdan
uzak oldugunu gostermektedir (Kalayci, 2008). BCR/ABL1 transkripti negatif olan
gruptaki PTTG gen ekspresyon degerleri igin bu deger 0,826/0,257=3,21, BCR/ABL1
transkripti pozitif olan gruptaki i¢in 0,441/0,169=2,61 olup %5 anlamlilik diizeyinde
z kritik degeri 1,96’dan biiyiik oldugundan gruplarin BCR/ABL1 degerlerinin normal
dagilimdan uzaklastigi sOylenebilmektedir. Kolmogorov-Smirnov testinde “Ho:
PTTG gen ekspresyon degerleri normal ya da normale yakin dagilim
gostermektedir.” yokluk hipotezi test edilmis ve yokluk hipotezinin hem hasta hem

de kontrol grubu icin %95 gilivenle ret edildigi goézlenmistir (Sig.=0,012<0,05,
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Sig.=0,000<0,05). Normallik varsayimi ihlal edildiginden istatistiksel analizde
parametrik olmayan yontemin kullanilmasi uygun goriilmiistiir.

Kan o6rnegi BCR/ABL1 transkripti pozitif iken alinan Ornek grubu ile
BCR/ABL1 transkripti negatif iken alinan 6rnek grubunun PTTG gen ekspresyonu

degerlerinin farklilagmasini sinamak icin parametrik olmayan yontemlerden Mann

Whitney U testi kullanilmis ve sonuglar Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Mann Whitney U Sonuglari

Ranklar Test Istatistikleri
Mann- )
Ortalama | Ranklar _ Wilcoxon )
Grup | N | Ortalama Whitney Z Sig.
Rank Toplam U W
BCR/ABLL | 41 30,41 101,27 4152,00
transkripti -
pozitif 317,00 | 4233,00 0,000
7,521
BCR/ABL1 | 88 26,48 48,10 4233,00
transkripti
negatif

“Ho: BCR/ABL1 transkripti pozitif olan grup ile BCR/ABLL1 transkripti negatif
olan grubun PTTG ekspresyonu degerleri arasinda fark yoktur.” Yokluk hipotezinin
testine ilisgkin Mann Whitney U sonugclarina gore, yokluk hipotezi Sig.=0,000< 0,01
oldugu i¢in ret edilmistir. Yani BCR/ABLL transkripti pozitif iken alinan 6rnek ile
BCR/ABLL1 transkripti negatif iken alinan 6rnek arasinda PTTG gen ekspresyonu
acisindan %99 giivenle istatistiksel olarak fark vardir. Ortalama ve ortalama rank
degerleri incelendiginde, BCR/ABL1 transkripti pozitif iken alinan 6rnek grubunun
PTTG gen ekspresyonu degerleri, BCR/ABL1 transkripti negatif iken alinan 6rnek
grubunun PTTG gen ekspresyonu degerlerinden daha yiiksektir.
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5. TARTISMA

Insan Myeloid Losemi, myeloid blast proliferasyonunu arttiran, kendi
kendine yenilenmelerini tesvik eden ya da hematopoetik farklilasmayi bloklayan
genetik mutasyonlar tarafindan karakterize edilen yiiksek oranda heterojen
neoplazidir.(Rowley 2008). 9. ve 22. kromozomlar arasinda gergeklesen
translokasyon sonucu ortaya ¢ikan BCR/ABL1 fiizyon geni, KML patogenezinin
baslica sorumlusudur. BCR/ABL1 fiizyon genini tespitinde kullanilan genetik
analizler, hastalarin tan1 ve takibinde etkin olarak kullanilmaktadir. Klinik
gostergeler ve rutin laboratuvar testleri hastanin prognozu hakkinda bilgi verse de,
genetik degisiklikler hastanin uzun siire hayatta kalmasi ve tam remisyonun basarist

icin dikkat edilmesi gereken en 6nemli gostergelerdir.

PTTG, memeli sekiirin dizini, metafaz sirasinda kardes kromatitlerinin
seperasyonunu diizenleyen, ig ipliklerinin kontrol noktasinin bir komponentidir (Zou
ve ark. 1999) PTTG, onkogen Ozellikleri sergiler ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini
kolaylastirir (Pei ve Melmed, 1997; Zhang ve arkadaslari, 1999). PTTG’nin asiri
ekspresyonu, in vitro hiicre transformasyonuna neden olur (Yu ve ark. 2003), nude
farelerde tiimor olusumunu tesvik eder ve anjiyogenezi aktive eder (Heaney ve
Melmed 1999;Ishikawa ve ark. 2001). In vitro hiicre transformasyonuna neden olan
PTTG’nin asir1 ekspresyonu, in vivo tiimdr formasyonu ve bFGF ekspresyonunu

stimiile ettigi bildirilmistir (Yan ve ark. 2017).

Ik olarak hipofiz tiimér hiicrelerinden izole edilen PTTG, hipofiz, meme,
tiroid, endometriyal, 6zofageal ve kolorektal tiimorlerde bol miktarda eksprese edilir
ve PTTG ekspresyon diizeyleri, tiimor invazivligi, niiksetme ve kotii prognoz ile es
anlamhdir (Vlotides ve ark. 2007). Yiiksek eksprese edilen PTTG’nin bir¢ok timor
tipinde metastaz, invazyon ve kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (Liao ve
ark.2012;Noll ve ark. 2015).

PTTG proteini, deneysel olarak Ostrojen ile uyarilmis hipofiz tiimorlerinde
erken indiiklenir (Heaney ve ark. 1999). Transgenik hipofiz hedefli PTTG nin asir1
ekspresyonu fokal hipofiz hiperplazisi ve adenom olusumu ile sonuglanmasi gibi

hipofiz tiimorgenesisi igin PTTG gereklidir.
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PTTG, hematolojik malignansilersen biri olan pALL gelisiminde ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. PTTG, hiicre sinyal aginda cesitli proteinlerin
etkilesiminde multifonksiyonel regiilatér olarak hizmet etmektedir. pALL’de SH3
igeren proteinlerin bir ¢esidi tarafindan tanimlanabilen iki adet SH3 baglayici peptid
motifine sahiptir. PTTG fosforilasyonunda MAP3K ve PI3K gibi protein kinazlarin
etkili oldugu;diizenleyici modiil olarak fonsiyon gosteren bir non-katalitik SH3
domaini i¢erdigi belirtilmistir (Yan ve ark. 2017).

Bu genin normal periferik kan I6kositlerinde gbzlenen  diisiik
ekspresyonundan dolayr normal T lenfositlerde, Jurkat T hiicrelerinde ve saglikli
donorlerde, 16semili veya diger hematopoetik neoplastik rahatsizliklardan gelen
numunelerde ekspresyonu incelenmistir. Veriler, hPTTG’nin yalnizca Jurkat
hiicrelerinde degil ayn1 zamanda incelenen primer tiimorlerin yiiksek bir kisminda
asir1 eksprese edildigini ve bunun hiicre kiiltiirliniin bir eseri olmadigini gosterir. Bu
sonuglar, 16semik hiicrelerde hPTTG’nin anormal ifade edildigini ve bu genin

lokomogenezde yer aldigini gosterir (Dominguez ve ark. 1998)

Kritik kanser genlerinin ¢ogu, viicutta hiicrenin sosyal davranislarini; hiicre
i¢ci sinyal iletimi ile bolinme, farklilagma ya da Oliime giden mekanizmalar
diizenleyen yolaklarin bilesenlerini kodlamaktadir. BCR/ABLI1 fiizyon geni de hiicre
cogalmasi, anti-apopitosiz, hiicre gog¢ii ve benzersiz metabolizma gibi cesitli
biyolojik aktivitiler sergiler. BCR-ABL1 mitojenle aktive olan protein Kkinaz
(RAS/MAPK), Fosfoinozitid 3- Kinaz (PI-3 kinaz), Janus kinaz-sinyal doniistiiriicii
ve transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT) ve onkogenik protein (Src yolagi) gibi
hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktiflestirir. Ras yolaginin aktiflesmesinde GAB2, GRB2,
Ras aktivatorii olan Son of sevenless (Sos) ve BCR-ABL''n SH2-SH3 adaptorii gibi
birgok arac1 molekiil gérev yapar. Aktiflesen RAS yolagi, hiicre zarinda bulunan bir
serin/treonin kinaz olan Ref molekiiniin aktivasyonu saglayarak MAP/ERK kinazlar
ve MAPK'larin aktivasyonu gergeklestirerek transkripsiyonu artirir. BCR/ABL1
aracilt transformasyonda ve proliferasyonda Akt’in hiicrelerde ikincil haberci
sistemini uyardigi, bilyiime ve sag kalimda gorev yaptigi, RAC’ i (adhezyon
sinyallerini yanitlayan GTP baglayicit protein) motalitede goérevli oldugu, PI3K
yolaginin da protein sentezini artirma gorevi olan S6 kinaz ve RAS yolag: ile

etkilesebildigi bildirilmistir.
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Anafazi ilerletici kompleks (APC), Cdc20/Cdhl ile birlikte, mitotik hiicre
dongiisii kontroliinde kritik bir oneme sahip, mitoz diizenleyici proteinlerinin
degredasyonu saglayan bir ubikitin ligazidir. APC aktivitesi hiicre dongiisii boyunca
Cdc-20 ve Kadherin-1 (Cdhl) adaptor (aktivator) tarafindan kontrol edilir. Bu
adaptorlerin ekspresyonunda meydana gelen anomalilerin genomik stabiliteyi
etkiledigi ve kanserin progresyonuna katkida bulundugu tespit edilmistir. Hiicre
dongiisiinlin metafaz asamasinda kardes kromatidlerin erken ayrilmasini onlemek
icin kohesin kompleksi gorev yapar. Anafazin basinda ise seperaz enzimi kohesini
yikar, bu da metafazdan anafaza gecisi gerceklesir. PTTG, seperaza baglanarak bu
fonsiyonunu baskilar. PTTG’nin APC tarafindan yikilmasi, seperazin aktif hale
doniismesini ve kardes kromatidlerin ayrilmasim1 saglar. PTTG’nin normal
diizeylerinde ortaya ¢ikacak bir degisiklik kromatit segregasyonunu bozarak
boliinmeden sonra olusacak hiicrelerde andploidiye ve kromozom anomalilerine yol
acacaktir. Insan malign tiimér hiicreleri incelendiginde, malign hiicre hatlarinda
PTTG geninin ekspresyonu yiiksek bulunmustur. APC’nin adaptdr proteinlerinde
meydana gelebilecek farkliliklar, PTTG nin APC tarafindan yikilmasini engelleyerek
hiicre i¢indeki artiginin sebebi olabilir. Son yapilan ¢alismalar BCR/ABL1 fiizyon
geni PI3K aracilig ile Cdhl’in substrati olan Skp2’ekspresyonunu indiikledigini ve
boylece P27°nin degredasyonu ve GI1-S hiicre dongiisii gecisi sagladigi

gosterilmistir.

Wang ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada , Ph pozitif ALL ile Ph negatif ALL
arasinda PTTG ekspresyonunu degerlendirmis; Ph pozitif ALL’de PTTG’nin asir1
eksprese oldugunu tespit etmislerdir. PTTG'nin asir1 ifadesinin, Ph pozitif ALL
ilerlemesi ve ortaya ¢ikmasi ile yakindan iliskili olabilecegini sonucuna varmislardir.

Bu yaklagim ALL'nin patogenezi ve tedavisini arastirmak i¢in yeni fikirler sunabilir.

Wang ve ark. (2010) AML’nin alt tipleri arasindaki PTTG ekpresyonunun
farkliligin1 incelemistir. 47 AML hastasindan ve 28 normal kontrol grubundan kemik
iliginde RT-PCR yontemi ile degerlendirilimigtir. AML olan hastlarin PTTG gen

ekspresyonunun anlamli derecede yiiksek oldugunu ifade etmislerdir.

Calisma, KML hastalarinda BCR/ABL1 transkriptinin pozitif oldugu déonem ile
BCR/ABL1 transkriptinin negatif oldugu donem arasinda PTTG ekspresyonu

acisindan anlamli fark olup olmadigini gbzlemlemek amaciyla yapildi. Bunun igin
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2012 ile 2014 yillar1 arasinda KML tanis1 alan ve Tibbi Genetik Laboratuvari’da
mevcut olan -80 °C’de total RNA’lar1 saklanan 129 6rnek tizerinden degerlendirme
yapildi. Bu 6rneklerin 41’inin BCR/ABLL1 transkripti pozitif iken, 88’inin BCR/ABL1
transkripti negatifti. “Ho: BCR/ABL1 transkripti pozitif olan grup ile BCR/ABL1
transkripti negatif olan grubun PTTG ekspresyonu degerleri arasinda fark yoktur.”
yokluk hipotezinin testine iligkin Mann Whitney U sonuglarina gore, yokluk
hipotezi Sig.=0,000< 0,01 oldugu igin ret edilmistir. Yani BCR/ABL1 transkripti
pozitif iken alinan 6rnek ile BCR/ABL1 transkripti negatif iken alinan 6rnek arasinda
PTTG gen ekspresyonu acisindan %99 giivenle istatistiksel olarak fark vardir.
Ortalama ve ortalama rank degerleri incelendiginde, BCR/ABL1 transkripti pozitif
iken alinan Ornek grubunun PTTG ekspresyon degerleri, BCR/ABL1 transkripti
negatif iken alinan 6rnek grubunun PTTG ekspresyon degerlerinden daha yiiksektir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, KML’de BCR/ABL1 transkripti pozitif olan 6rneklerin PTTG
ekspresyonunun, BCR/ABLL1 transkripti negatif olan KML hastalarina gore anlamli
derecede yiiksek oldugu tarafimizca tespit edildi. Bu gen, daha Once birgok
hematolojik malignanside ¢alisilmis olmasina ragmen KML’de c¢aligmasina
literatiirde rastlanmadi. Wang ve ark.’nin daha once yaptig1 calismalarda, ALL ve
AML ekspresyonunun, bizim sonucumuz ile korele oldugu goriildii. PTTG’nin KML
etiyolojisinde 6nem arzettigi kanisina varilmigtir. Bu yaklasim KML'nin patogenezi

ve tedavisini aragtirmak i¢in yeni fikirler sunabilir.

BCR/ABL1 fiizyon geni ile PTTG’nin yollarinin kesistigi mekanizmalarin
varlig1 literatiirde yer almaya baslanmistir. Calismalar arttikca KML’de PTTG’nin

rolii daha net anlasilacaktir.
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