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OZET

Normal kan hiicrelerinin gelisim, olgunlagsma, ve/veya homeostasis siirecinde rol oynayan
genlerin yapisal veya fonksiyonel olarak hatali ¢alismalar1 sonucu olusan hastaliga 16semi denir.
Losemi alt gruplarini olusturan Akut Myeloid Lésemi (AML) ve Akut Lenfoid Losemi tanisi
alan hastalara tedaviye yonelik olarak kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapotik ajanlar
DNA’da tek ya da cift zincir kirig1 olusturarak proliferasyonu durdurmayi amacglamaktadir. Bir
DNA tamir enzimini kodlayan Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT) geni, ve bir
DNA yanlis eslesme tamir geni olan MutL Homolog 1 (MLH1) geninin promor bolgelerindeki
epigenetik bir mekanizma olan metilasyon arastirilmak istenmistir. Bu grup hastalarada
kemoterapi sonrast DNA hasar1 olusacagi icin MGMT ve MLH1 genlerinde metilasyon kaynakli
olarak sessizlesme beklenmektedir. MGMT geninin bes CpG adacig1 metilasyon agisindan

incelenmistir. Ancak istatistiksel agidan anlamli bulunmamastir.

Anahtar Kelimeler : AML, ALL, MGMT, MLH1, Metilasyon, CpG Adacigi, Promotor



ABSTRACT

Normal blood cell development, maturation, and / or processes involved in homeostasis of the
structural or functional gene as a result of faulty operation is called disease leukemia. Forming
sub-groups of leukemia acute myelogenous leukemia (AML) and acute lymphoid leukemia
diagnosis to treatment to patients receiving chemotherapy is applied. Chemotherapeutic agents in
single or double-strand breaks in DNA are used to stop proliferation by creating. A DNA repair
enzyme encoding methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) gene, and a DNA mismatch
repair gene that happy homolog 1 (MLH1) gene Promotor regions epigenetic mechanism, the
methylation want to investigate. This group is to consist of DNA damage after chemotherapy in
hastalara MGMT and MLH1 methylation in gene silencing is expected to be sourced. CpG island
methylation of the MGMT gene was examined to five. However, there was no statistically

significant.

Key Words: AML, ALL, MGMT, MLH1, Methylation, CpG Island Promotor.



1. GIRIS
e GENEL BIiLGILER

Hematopoez, kan hiicrelerinin liretim, farklilasma ve gelisimi siireci olarak tanimlanabilir.
Hematopoetik sistem, kemik iligi, karaciger, dalak, lenf nodlar1 ve timuslari igerir. Hiicrelerin
farklilagsma ve gelisim yoniinii belirleyen mekanizma 6zel biiylime ve transkripsiyon faktorlerinin
veya biiyiime faktorii reseptorlerinin degismis ekspresyonu ya da bunlarin her ikisinin birlikte
etkisi ile olusur. Hematopoetik hiicre jenerasyonunu ve bunlarin olusumunu saglayan adimlarin
ilki uzun 6miirli “pluripotent” hiicrelerin olusumudur. Tiim kan hiicrelerinin progenitorii

“multipotent hematopoetik kok hiicreler” olarak bilinen hiicrelerdir (1).

Hematopoetik hiicreler ii¢ fazda ayrisabilirler. Ilk grupta kendi kendini yenileyebilme ve
farklilagabilme 6zelliklerine sahip en ilkel multipotent hiicreler ikinci grupta 6nciil hiicrelerden
gelisen hiicre hatlar1 ve en gelismis grupta ise 6zel fonksiyonlarina en olgunlasmais hiicreler
bulunur. Bu multipotent kok hiicreler lenfositik ve nonlenfositik hiicreler olarak adlandirilan iki
biiyiik hiicre grubunun onctilleridir. Kemik iligi multipotent kok hiicrelerden olgunlasmis kan
hiicrelerinin bu gelisimi ve tesekkiilii biiylime faktorleri, inhibitorler ve mikro ¢evre tarafindan

kontrol edilir (1)
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Sekil 1: Hematopoez ; Kendini yenileyebilen kok hiicrelerden gelisen 8 farkli hematopoetik
hiicre hatti (1).

e Losemilerin sinflandirilmasi
Losemiler kabaca hematopoetik sistemden kaynagini alan, klonal, neoplazik kan hastaliklari
olarak tanimlanabilir. Baska bir deyisle 16semiler normal kan hiicrelerinin gelisim, olgunlasma,
ve/veya homeostasis silirecinde rol oynayan genlerin yapisal veya fonksiyonel olarak hatali
caligmalar1 sonucu olusur. Hiicre olgunlagsma derecesine bagli olarak 16semi tipleri oncelikle 4
temel grupta toplanabilir (1)

1-Akut / Kronik myeloid 16semi

2-Akut / Kronik monositik 16semi

3-Akut / Kronik myelomonositik 16semi

4-Akut / Kronik lenfoid 10semi



Losemiler ¢cocukluk ¢caginin en ¢cok goriilen malign hastaliklar1 olup ¢ocukluk ¢agi
kanserlerinin 1/4’unu olusturur. ALL diger lenfoid malignensiler gibi tek bir anormal
onctl hiicrenin malign doniisiimii ile klonal ¢ogalma sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.
AML ise miyeloid, monositik, eritroid ve megakaryositik hiicre serilerinin kemik iligi
prekursorlerinden olusan heterojen dagilimli hematolojik malignansi grubudur.
Ozellikle AML’de tedavi protokolleri iizerinde son 30 yildir cok 6nemli gelismeler olsa

da halen 5 yi1l hastaliksiz yasam orani % 50’ler civarindadir (2).

. Akut losemiler
Akut losemiler, hematopoetik onciil hiicrelerin neoplastik doniisiimii sonucunda gelisen, malign
ve ¢ocukluk cagi kanserleri i¢inde 6liimciil etkisi bilinen en yaygin hastaliktir Akut 16semiler,
geng ve olgunlagmamis hiicrelerin 16semik formlarmin periferik kan ve kemik iliginde
cogalmalari ve istila etmeleri ile karakterizedir (1). Akut myeloid 16semi ¢ocukluk ¢aginda akut
16semilerin %15-20'sini olusturmaktadir. Yetiskin hastalarin yaklasik %70’inde 6zellikle
enfeksiyon sebepli mortalite goriilmektedir. Tedavi edilmeyen bir akut myeloid 16semi hastasi
icin ortalama yasam siiresi yaklasik ii¢ aydir. Cocuklarin %90°1 ve yetiskinlerin %70’inde tedavi
ile hastaligin gerilemesi ve iyilesme goriilebilmektedir. Modern tedavi metodlari ile 6zellikle
cocukluk ¢ag1 hastalarinda biiyiik oranda iyilesme goriilebilmektedir. Akut myeloid 16semi
hastaliginda en uzun iyilesme ve olasi tam iyilesmenin saglanmasi i¢in gereken, hastaligin ilk tani
doneminde miimkiin oldugunca ¢ok hiicrenin dldiiriilmesidir. Ciinkii ¢esitli tedavi protokolleri
l6seminin akut tiplerinin kesin tanisinda hayati oneme sahiptir. Akut I6semiler akut myeloid

l6semiler (AML) ve akut lenfoblastik 16semiler (ALL) olmak tiizere iki biiyiik gruba ayrilabilir
().

. Akut Myeloid Losemi (AML)
AML, hemotopoetik sistemden kaynaklanan neoplastik hiicrelerin kan, kemik iligi ve diger
dokular1 infiltre etmesi ile karakterize, heterojen fenotipik ve genotipik 6zellikler gésterebilen
klonal hemotopoetik kok hiicre hastaligidir (3). Ayrica AML myeloid, monosit, eritroid ve
megakaryositik hematopoetik prekiirsorlerde olgunlasmanin erken donemde duraksadigi malign

bir hastaliktir (1). AML’ye yonelik arastirmalarda, kok hiicre kompartmaninda normal
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hematopoezis sirasinda herhangi bir basamakta hiicre tipinin farklilasmasinda yetersizlik ve/veya
baz1 kok hiicre tiplerinin asir1 proliferasyonu ve/veya fonksiyonel olmayan miyeloblastlarin

birikmesi gibi anormallikler saptanmaistir ((3)).

AML cocukluk ¢ag1 l6semilerinin %15-20’sini olusturmaktadir. Cocukluk ¢agi akut myeloid
16semi (AML) insidansi yenidogan ve adolesan donemindeki hafif bir artisin disinda genellikle
tiim yaslarda ayn1 orandadir (2) . Tiim diinyada goriilme sikligt yilda 5- 7/1.000.000 ‘dur (1).
Down sendromu, Fankoni anemisi, Kostmann sendromu, Bloom sendromu, Diamond-Blackfan
anemisi gibi kalitimsal hastaliklarda AML goriilme siklig1 artar(2).Ozellikle yeni dogan ve
adolesan donemde daha sik goriilmektedir. Goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir. Erkeklerde

ve beyaz irkta digerlerine oranla daha fazladir (1).

AML, miyelodisplastik sendromlar ve miyeloproliferatif hastaliklara sekonder

olabilir. lyonize radyasyona maruz kalma veya kemoterapi ajanlarina bagh olarak da sekonder
AML gortilebilir. Nitrojen mustard, Siklofosfamid, [fosfamid, Klorambusil, Melfalan, Etoposid
sekonder AML gelisimi ile iliskili kemoterapdtik ilaglardir (2).

AML’de klinik

AML hastalarinda kemik iligi hasartyla sonuglanan semptomlar gézlenmektedir. En yaygin
semptom siddetli anemidir. Diger semptomlar arasinda halsizlik, kilo kaybi, pansitopeniye bagl
kanamalar, ekimoz, petesi, sik goriilen enfeksiyonlar sayilabilir. Hastalarda cogunlukla I6kosit
sayisinda artma goriiliirken notrofil seviyesinde bir diisiis s6z konusudur. Siklikla tutulan

organlar, dalak, karaciger ve diseti olarak bildirilmistir (1).

Prognoz

AML’de erken donemde uygulanan agresif tedavi ile remisyon saglanmasi olasilig: yiiksektir.
Ozellikle 60 yasin altindaki eriskin hastalarin %15-20’ si bu tedavi sonras1 ortalama 3 yillik bir
yasam siiresine sahip olabilmektedir. Yasin ilerlemesiyle birlikte (>65 yas) remisyon oranida

hayatta kalim siiresi de diiser. Bununla birlikte siniflandirma tipine gére ¢esitli kromozomal
8



translokasyonlar, inv(16) varligi, remisyonda iken indiiksiyon terapisinde blast sayisinin diismesi
ve blastlarin kaybolmasi, normal metafazlarin varligi ve bunun gibi daha birgok faktor iyi
prognostik belirteg olarak, FLT3 geni mutasyonlarinin varligi, infeksiyonlar, 16kosit sayisinin
asir1 artmis olmasi, merkezi sinir sistemi tutulumu gibi etkenler kot

prognostik belirte¢ olarak bilinmektedir (1).

2.1.1.2.2. Prognostik Faktorler

Asagidaki 6zellikler AML i¢in kotli prognostik faktorlerdir.
- Lokosit sayis1 >100,000 /mm3

- Monozomi 7

- Sekonder AML

-FLT 3-ITD

- Induksiyon kemoterapisinden sonra minimal reziduel hastalik varlig1 (2,)

Bu mutasyonlardan AML’de en sik goriilenlerinin, FLT3{in aktivasyon mutasyonlar1 oldugu

bilinmektedir (3)

. AML’de molekiiler genetik degisiklikler

Loseminin molekiiler genetik temellerinin anlagilmasina dair 6zellikle gectigimiz on yilda kayda
deger ilerlemeler olmustur. Losemilerin en biiyiik sebebi hematopoetik oncii hiicrelerdeki
sonradan kazanilmis somatik mutasyonlardir. Iki transkripsiyon faktoriiniin fiizyonu dengeli
resiprokal translokasyonlarla ilgili akut 16semilerde goriilen yaygin bir durumdur. Bu
transkripsiyon faktorleri evrim boyunca korunmustur. Bu transkripsiyon faktorleri CBF, RARa,

HOX ve ETS ailesi tiyeleridir (1).

AML’de genetik calismalar sonucu ¢esitli tedavi 6rnekleri ve prognostik yaklasimlar
bulunmaktadir. Son zamanlarda prognostik ve terapotik onem tasidigi diistiniilen baz1 molekiiller

ve molekiiler degisiklikler belirlenmekte ve bunlarin tedavi ve prognoz agisindan 6nemleri



arastirilmaktadir. FLT3 geni ve bu genin mutasyonlar1 bunlardan biri ve belki de en 6nemlisi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir (3)

Bu kromozomal translokasyonlar tek baslarina 16semi fenotipini olusturmak icin yeterli degildir.
AML patogenezinde siklikla FLT3 gibi bir tirozin kinaz’in siirekli aktivitesi ile transkripsiyon
faktorlerini etkileyen kromozomal translokasyonlar birlikte etkili olmaktadir. Tirozin kinazlarin
aktivasyonuna yol acan mutasyonlar hiicre cogalmasini uyararak veya apoptozisi engelleyerek
kansere yol acarken, transkripsiyon faktorlerinde fiizyon proteinlerinin olusumu ile sonuglanan

mutasyonlar hiicre farklilagmasini bozarak kanser olusumuna katilir (1).

Akut Lenfoblastik Losemi

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) ¢ocukluk ¢aginda en sik malign hastalik olup

tiim ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin % 30-35’ini kapsamaktadir. 1965 yilinda sadece % 1
hasta uzun siireli yasayabilmekte iken bugiin % 80 civarinda ¢ocuk ve adolesan hastada
kiir saglanmaktadir. Daha da 6nemlisi, l6semik relaps olan ALL hastalarinda % 20-
30’unda da uzun sureli ikinci remisyon saglanmakta olup; ikinci bir kiir sansina sahip
olmaktadirlar. Bu basar1 muhtemelen seri olarak dikkatli bir sekilde diizenlenen klinik
denemelere baglidir. Ancak tedavi sonucundaki tim bu gelismelere ragmen relaps olan
hatta kaybedilen ALL hasta sayis1 yeni tani alan akut myeloid 16semi hastalarindan
fazladir. Bu nedenle gocukluk ¢agi ALL, cocukluk ¢agi tiim kanserlerinin toplam

mortalitesine anlamli katkida bulunmaya devam etmektedir (2).

Tedavi

AML tedavisinde uygulanan intensifikasyon ve induksiyon kemoterapisi sonrasi hastalarda sepsis
ve fungal enfeksiyon riski artmistir. Yeni tan1 almis AML hastalar1 induksiyon kemoterapisi
boyunca yatirilarak hastanede takip edilmelidir. Bir ¢cok yazar, ailede HLA uygun dondr
varliginda, AML-M3 ve Down sendromlu hastalar hari¢ AML’li tiim hastalara allojenik kemik
iligi naklini ilk remisyondan sonra dnermektedir. Uygun donér yoksa hastalara yogun kemoterapi

uygulanmalidir. AML-M3’lu hastalarda trans-retinoik asit (ATRA) ile remisyon saglanabilir.
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Ancak ATRA tek basina kullanildiginda direng gelisebilir, idame tedavide kullanilmasi
onerilmez. Ayni zamanda beyin omurilik sivisina da gegmediginden santral sinir sistemi
tutulumunda da etkisizdir. Refrakter veya rekurren akut

miyeloblastik 16semi tedavisi zordur. Yiiksek doz kemoterapi ile remisyon saglansa da tekrar

relaps riski yiiksektir (2).

FLT3

FLT3 geni reseptdr tirozin kinaz sinif 3 ailesi iiyesidir (1,3). FLT3 bir tirozin kinaz reseptorii olup
hiicre proliferasyon ve farklanma yollari ile ilgilidir (2,3). Kemik iliginde bir ¢ok sitokin, kok
hiicre ya da progenitor hiicre spesifik reseptorleri etkileyerek immatur hematopoetik hiicrelerin
birden fazla seriye farklanma ve ¢ogalma imkanini saglamak tizere etki gosterirler.

FLT3 ligand: (FL) erken hematopoezi FLT3 sinyal iletim yolunu uyararak kontrol eder. FL bir tip
I transmembran protein olup kok hiicre faktorii (SCF), makrofaj koloni stimule edici faktorleri
(M-SCF) igeren kiiciik sitokin ailesine aittir. FL protein sadece T lenfositler ve kemik iligi

mikrogevresindeki stromal fibroblastlardan sentezlenmektedir (2)

Hematopoezde merkezi bir rol oynayan FLT3, kromozom 13q12 bolgesinde (1,3) 67 kilobaz
biiyiikliigiinde 24 ekzonlu bir gendir. Uriinii 993 aminoasitlik bir protein olan FLT3 hematopoetik
kok hiicrelerde, (1,3) insan 16semi veya lenfoma hiicre hatlarinda (1) timus, lenf bezleri, beyin,
plasenta ve gonadlarda (3) eksprese edilmektedir. Bu reseptoriin siirekli aktivasyonuyla

sonuglanan mutasyonlar AML ve ALL’ye neden olur (1).

FLT3 mutasyonu gen tizerindeki ilk tirozin kinaz bolgesi igerisindeki jukstamembran bolgede
meydana gelir (1). Bu duplike olmus diziler cogunlukla ekzon 11’ de ve bazen de intron 11°de
bulunur (1). FLT3 geni mutasyonlar1t AML’de en sik goriilen mutasyonlardir (yaklasik %25-30).
Bu oran ¢ocuklar arasinda daha diisiiktiir (yaklasik %5-22) (1). FLT 3 ITD pediatrik AML
hastalarinda daha kotii bir seyir goriiliir (2). Olgularin yaklagik %20-25” inde genin
jukstamembran bolgesinin duplikasyonu (ITD) genin aktive olmasina neden olurken bu
mutasyonla genin otoinhibitdr bolgesinin hasara ugradigi ve kinaz aktivitesinin ortaya ¢iktigi
gosterilmistir (1). AML vakalarinin yaklasik %5-10’unda genin D835. Pozisyonunda “aktive

edici loop” bolgesinde olusan nokta mutasyonuda tirozin aktivitesine neden olabilmektedir (1).
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FLT3 anomalisi olan hastalar daha yiiksek niiks riski ve daha diisiik sag kalim oranina sahiptirler.
Ayrica mutant/normal FLT3 gen oranlarinin sag kalimla iliskili bir takip kriteri olarak

kullanilabilecegi de son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (1).

Sekil 2: FLT3 Reseptér Yapist COSKUNPINAR

Hucre disi ligand
baglama domain

Transmembran domain

ITD mutasyonlari Juxtamemran domain
: Tirozin kinaz domain
Sitoplazmik domain KI
Tirozin kinaz domain
KD mutasyonlari D835
COOH

Losemilerde FLT3
Onkogenez i¢in iki 6nemli 6zellik kendini yenileme ve biiyiime hormonundan bagimsiz
proliferasyondur. FLT3 un asir1 undiferansiye hematopoetik hiicrelerin proliferasyonuna

katilmasi bu sinyal yolunun onkojenik potansiyelini géstermektedir. Klinik ve deneysel kanitlarin
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her ikisi de FLT3 un 16semik blast hiicrelerinin yasam siireci ve proliferasyonlarini arttirabilen
kapasiteye sahip protoonkogen oldugunu gosterirler. Wild tip FLT3 akut lenfoid 16semi, mixed
lineage 16semi ve en dikkat ¢ekici olarak da AML’de % 70-100 oranlarinda eksprese
edilmektedir. Anormal olarak aktive olan FLT3 yolu AML hastalarinin % 29,9 unda

gozlenmektedir. Iki tip mutasyon etkilenen FLT3 reseptoriinde goriilebilmektedir (2).

MNarmal FLT3 FLT3 ITD FLT3 Paint Mutation
Signakng Signaling Signaling

9
|
cell membrane —ITD

_J

Point Mutation

LU

— |

Sekil 3: FLT3 Mutasyonu (2)

FLT3 internal Tandem Duplikasyon Mutasyonu

FLT3 reseptoru JM domainde in-frame internal tandem duplikasyon (ITD) mutasyonu FLT
iliskili AML vakalarinda en yiiksek frekansa sahiptir (2). Klinik ¢alismalar FLT3-ITD

mutasyonlarinin AML vakalarinda % 17 ile % 26 arasinda oldugunu saptamislardir.

FLT3-ITD’na, ilk kez 1996’da Nakao ve arkadaslari tarafindan yetiskin AML ve ¢ocuk ALL
hastalarinda FLT3 mesaj riboniikleik asit (m RNA) siklig1 ve dagilimini arastirirlarken, polimeraz
zincir reaksiyonlarinda (PCR) JM bolgesinde beklenmedik sekilde uzun fragmanlar olarak
rastlanmig ve tanimlanmistir. Bu fragmanlar incelendiginde, ¢esitli uzunluklarda sekanslar, adim

adim
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tekrarlar halinde araya girmis halde bulunmuslardir. Bu duplike olmus fragmanlarin tiimiiniin
tirozinden zengin oldugu , tiimiiniin exon 14-15 tarafindan kodlanan JM bdlgesi i¢inde oldugu,

uzunluklarmin 12-240-bp arasinda degisebildigi gozlenmistir (3)

JM bolgesinde ITD mutasyonu tasiyan hastalar incelendiginde; cogunlukla FLT3 {in iki
allelinden birinde ITD mutasyonu olurken, diger allelin “wild” tip allel olarak kaldig1 veya daha

az siklikla da biallellik mutasyona ugrayip, “wild” tip allelin de kayboldugu gézlenmistir (3)

ITD mutasyonu FLT3 reseptor yapisal aktivasyonuna neden olur. RTK (Reseptor Tirozin
Kinaz)’larin JM bélgelerinden bir¢ogu kinaz domainini regiile etmek i¢in farkli mekanizmalar
aracili etki gosterirler. Normal FLT3 reseptori kristal yapisi, JM domainin, kinaz domain
katalitik etkisini regiile edebilmek i¢in kullandig1 mekanizmay1 gosterip ITD’nun bu
mekanizmayi nasil bozabilecegini anlatmaktadir. JM bdliimiiniin yapisi sunu gosterir ki, spesifik
tirozin residiisii normal fosforilasyonun otoinhibisyonunu saglamak i¢in JM bolgesinin dogru

katlanmasini engelledigi zaman FLT3 aktivitesi olusur (2).

FLT3-ITD’nin biiytime faktorlerinden bagimsiz biiylimeye neden oldugu, dolayisiyla normalde
FLT3-FL reaksiyonu sonucu proliferasyon icin biiyiime faktorii gerekliyken (Interlokin 3 (IL-3)
bagimli), FLT-ITD varliginda proliferasyon igin bir biiylime faktoriine gerek olmadigi
bildirilmektedir. Dolayistyla proliferasyon artarken inhibitor aktivitenin azaldigi, l6semik blastlar
ve proliferasyonun arttig1, inhibitor sinyallerin ise azaldig1 gozlenmistir. Buna karsin ITD
mutasyonu eger heterojen tipte yani wild tip FLT3’de var ise biiyliime faktoriinden bagimsiz
proliferasyon olmamistir. Homojen tip mutasyonda ise wild tip FLT3 yoktur. Dolayisiyla
biallellik mutasyon olusmus ve faktor bagimsiz proliferasyon daha da artmistir. Lokosit sayisi ise

cok daha ytiksektir (3).

ITD mutasyonu, AML tipleri icinde en cok M3 ve M5 ve daha siklikla M6, M7 de gozlenmistir.
Kismi ve tam wild tip allel kayb1 sonucu, mutant band hakimiyetinin her hastada farkli oldugu ve
bunun da altta yatan genetik instabiliteye bagimli olarak gelistigi bildirilmistir. Genetik materyal

kaybinin mitotik rekombinasyon sonucu oldugu diisiiniilmektedir. (3)
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FLT3’te Tek Amino Asit Mutasyonlari

Anlamsiz nokta mutasyonlart FLT3 reseptor kinaz bolgesinde yapisal aktivasyonu saglayabilirler
(2). AML hastalarinda, FLT3 —ITD mutasyonu disinda, FLT3’iin aktivasyon loop

bolgesindeki tirozin kinazlarda da mutasyon gozlenmektedir (3). Bu mutasyon, Kinci tirozin
kinaz domainin 20. exonundaki aspartik asit 835(D835) ve isolosin 836(I1836) noktalarinda amino
asit yer degisimi ve araya girmesi olarak tanimlanmaktadir (2,3). Diger pozisyonlardaki nokta
mutasyonlari, 6rnegin 836 ya da 841, FL-bagimsiz aktivasyona neden olmaktadirlar. FLT3-D835
mutasyonu EcoRYV restriksiyon bolgesi kaybina neden oldugundan kolaylikla saptanabilmektedir

2).

Aktivasyon loop bolgesi , tirozin kinazlarda ortak bir bolgedir. Tirozin kinaz aktif degilken, bu
loop Adenosine Three Phospate (ATP) ve substrat girisini durdurur. Bu durum ATP’ leri kinaz
bolgesine yonlendirir. Tirozin kinaz aktif duruma gegtiginde ise bu loop’taki spesifik bir tirozin
rezidiisii fosforilize edilir. Boylece loop’ta bir konfigilirasyon degisikligi olusur ve aktif hale gelir.
Boylece

kinaz i¢cin ATP ve substrat girislerine serbest kilar. TKD mutasyonlari, FLT3 reseptoriindeki 2.
trozin kinaz bdlgesinin inhibitor etkisini bozar. Sonug olarak; yapisal kinaz aktivasyonuna neden
olur. Bu etki, ITD mutasyonlarinda gozlenen otoinhibitér mekanizmasinin ortadan kalkmasi ile

ayn1 sonucu dogurur. Yani kinaz aktivasyonu ile sonuglanir (3).

TKD mutasyonu AML’de % 7 oraninda pozitif bulunmaktadir (2,3). TKD mutasyonuna daha ¢ok
M4 ve M5 alt tiplerinde rastlanmaktadir. Bu konuda yapilmis ¢ok sayidaki ¢alismalarin sonuglar
bir araya getirildiginde; AML hastalarinin yaklasik % 30’unda FLT3 mutasyonunun mevcut
oldugu, bunun ya FLT3-ITD (%24), yada FLT3-TKD (% 7) oldugu goriilmektedir (3)
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FLT3 ve Hiicre Farklanmasi

FLT3 aktivitesi farklanma yollarini da regiile etmektedir. Farklanma ¢ogalma
kapasitesi kayb1 ve apoptozise egilimin artmasi ile sik1 bir sekilde birliktedir. Normal
miyeloid progenitor hiicreleri farklanma boyunca kisitlt dmre sahip olgun hiicre fazina
erisinceye kadar ilerler. Farklanmanin engellenmesi kanser gelisimi i¢in 6nemli bir
mekanizma olarak saptanmistir. Primitif hematopoetik hucrelerde tercihli FLT3

ekspresyonu farklanmanin diizenlenmesinde roliinii gostermektedir (2).

FLT3 MUTASYONLARININ DUZEYIi VE KLINIK ILiSKiSi

AML hastalarinda birden fazla FLT3-ITD varligini arastiran bir ¢alismada; daha koétii bir klinik
seyir, daha yliksek 16kosit ve kemik ilggi blast sayis1 ve daha kotii bir hastaliksiz sag kalim ile
birliktelik gézlendigi bildirilmistir (3).

Whitman ve arkadaslari (2001) ve Thide ve arkadaslari (2002) ¢alismalarinda, “wild” tip FLT3
alleline gore daha yiiksek oranda mutant FLT3 alleli tasiyan hastalarda, daha kotii bir klinik seyir
bildirmislerdir. Bu hastalarda daha yliksek l6kosit sayisi, kemik iliginde blast yiizdesi ve daha
kisa genel ve hastaliksiz sag kalim oldugu da bildirilmistir. Her iki ¢alismada da normal

sitogenetikli orta risk grubunda kabul edilen hastalarda, sadece wild tip FLT3 oldugunu
bildirmislerdir (3).

Bu verilere gore; mutant homodimerlerin, altta yatan genetik instabilite sonucunda olustuklar1 ve

bu hastalarda daha kétii klinik seyir oldugu soylenebilir (3).
FLT3-1TD mutasyonu tasiyan hastalarda mutant tip wild tip FLT3 oraninin birden biiyiik

olmasinin kotii prognozla birliktelik gésteren onemli bir prognostik faktér oldugu pek ¢ok

caligmada vurgulanmaktadir ( 3).
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ILK TESHiS KONDUGUNDA VE RELAPSTA FLT3 MUTASYONU:

[lk AML tanis1 kondugunda, FLT3-ITD pozitif hastalarin, relaps ile geldikleri dsnemde mutant
oraninin daha yiiksek oldugu, genellikle wild tip allel kaybi ile birlikte oldugu gdzlenmistir. ilk
tan1 kondugunda birden fazla tip mutasyon tasiyan hastalarin, relaps donemlerinde ise sadece bir

tip mutasyonun daha fazla arttig1 belirlenmistir (3).

Bunlarin disinda bir¢ok hastanin relaps drneklerinde, ilk tanidaki 6rneklerde var olan
mutasyonlardan daha farkli mutasyon varlig gdzlenmistir. Ilk rastlanan mutasyonlarin
kayboldugu, tamamen yeni mutasyonlar kazanildig: belirlenmistir. Bu hastalarin relaps
orneklerinin % 10’unda, yeni edinilmis mutasyonlar bulunurken, % 3,9’unda 6nceki FLT3
mutasyonunun kaybi oldugu ve yeni bir bagka mutasyon olustugu goézlenmistir. Bu sonug¢lar hem
FLT3 mutasyonlarinin minimal residiiel hastalik belirteci olarak kullanimin1 kisitladigi hem de
FLT3 mutasyonlarinin hastaligin baslangicinda olmayip, hastaligin siirecinde daha sonradan
edinilebildigini, FLT3 mutasyonlarinin ikincil bir olay oldugunu gostermektedir. Bu mutasyonlar

farkli proliferatif veya sag kalim avantaji olan yeni alt klonlarin olusumuna neden olabilmektedir

3).

MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz)

Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT), 10q26°da lokalize bir DNA

tamir enzimidir (4). MGMT geni bes ekzonludur, en uzun transkripti 1759 bg (bazgiftidir) ve
MGMT proteini 238 aminoasitten olusur (a). O6-methylguanine, alkilleyici mutajenler sonucu
olusan DNA replikasyonu sirasinda timinle ¢iftlesmeye yonelik egilim gostermesi nedeniyle
DNA iizerindeki ana karsinojenik ve mutajenik lezyonlardan biri olarak kabul edilmektedir.
Guaninin O6 pozisyonuna eklenen bu DNA metil eki MGMT tarafindan DNA’dan
uzaklastirilmaktadir. MGMT transfer ettigi metil eki ile kendi sistein rezidiilerinden bir tanesini
metillemektedir ve boylece kendi etkinligine de geri doniisiimsiiz olarak son vermektedir. Bu

nedenle bir hiicrenin O6-methylguanine tamir kapasitesi aktif MGMT molekiilii ile orantilidir (4).

Gliomalarin tedavisinde kullanilan alkilizan nitroziireler guaninin 6. oksijen atomuyla
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birleserek hiicreye zararli DNA bileskeleri olustururlar. DNA bileskesi ¢caprazinda

bulunan sitozin ile de baglanarak DNA da zincir kirilmasina yol agar. O6-Metil Guanin

Metil Transferaz (MGMT) hiicreye zararli olan alkil gruplarini guaninin 6.

pozisyonundan kesip ¢ikartmadan kendi sistin birimine baglayarak uzaklastiran bir

DNA tamir proteinidir. Uzerindeki sistine alkil grubunun baglanmasi ile MGMT

inaktive olur. Bdylece proteinin bir intihar molekiilii gibi gérev yapmas1 ve hasari tamir

ederken kendi islevini kaybetmesi s6z konusudur. Bu nedenle MGMT anlatim diizeyi

hasarl: hiicrelerde 6nem tagimaktadir. Proteinin translasyonu promotor bélgesinin

metillenmesi ile kontrol edilmektedir. MGMT geninin metillenerek sessizlestirildigi

durumda alkil gruplarinin olusturdugu DNA hasar1 engellenemez ve hiicre 6limii gergeklesir (5).

Metile olmayan MGMT bulunduran Glioma

SRR R R f :’ B o R

MGMT Promotoru Ekzon 1 Intron 1

Metillenunis MGMT buluinduwran Glioma

R ee7 RO 295

MGMT Promotoru  Gen imakiivasyonu

- .
@ D

DNA guanin bazmdan MGMT
ile uzaklastuilan alkil gruplan

‘Karmustine ’
~——

Hasan tamir edecek MGMT 'nin
Hhulunmadigy durwmda Karmustin'in
DNA zincirlerini baglamasi

Kemoterapiye divencli Timér

DNA hasarlan tamir edilis
saglikh tinor hiicreleri

Kemoterapiye Duyarh Tiumér

DNA hasarh kahr ve tinnér
hiicreleri dliir

Sekil 4 : MGMT enziminin alkil gruplarint DNA molekiiliinden uzaklastirarak hasari tamir

etmesi ile tiimor hiicreleri alkilleyici ilaglara karst direng gelistirirler. Ancak promotor bolgesi

metillenerek etkisiz hale getirilen MGMT enzimi hasarlt DNA molekiiliinii onaramadigi igin

timor hiicresi apoptoz siireci sonunda kaybedilir (5)
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Alkilleyici ilaglar tiimor hiicrelerine karsi savasta sik kullanilirlar. Klinikte kullanilan

06 alkilleyici ilaglarinin baslicalar1 tabloda gdsterilmistir. Bu ilaglarin olusturacagi

DNA hasari ile tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir (5). MGMT,
kematerdpatiklere karsi hiicreleri korur . Dogrudan tamir yolunda, mutajenik alkilleyici
ajanlardan genomu koruyan O6-metilguanin—-DNA metiltransferaz (MGMT) 6nemli rol oynar.
MGMT, mutasyonlardan ve O6-metilguaninin (O6-meG) i¢in yiiksek duyarlilikta bulunan
alkilleyici ajanlarin O6-alkilguanin eklentilerinden kaynaklanan kromozomal hasarlardan
genomun korunmasinda ok dnemlidir. insan kanserlerinde yiiksek oranda iiretilen MGMT,
antikanser alkilleyici ajanlarin klinik kullanimi sonucu tiimor direng merkezi belirleyicisidir

(5,6). Zay1f mutajenlere ve o6ldiiriicii etkili alkilleyici ajanlara kars1 gorev alir (6).

MGMT anlatimi tedaviye verilen yanitta da 6nemli rol oynamaktadir. Anlatimin artis1 hiicrelerin
DNA hasarini onararak ilacin etkisinden kurtulmalari ile sonuglanirken, anlatimin
azaldig, proteinin metillenme yoluyla sessizlestigi hiicrelerde yikim gergeklesir. Bu

nedenle MGMT anlatiminin artig1 kemoterapiye karst dirence neden olmaktadir (5).

MGMT sessizlesmesi bulunan tiimorlerde alkilguanin uzaklastirilamadigr ig¢in
replikasyon sirasinda alkilguanin, sitozin yerine timin ile eslesir ve daha sonra hasarl
guaninin yerine adeninin yerlestirilmesi ile G-C den A-T ye doniisiim gerceklesir (5,6).
MGMT metilasyonu bulunan astrositomalarda 6zellikle G:C—A:T doniistimiiyle

olusan TP53 mutasyonlarinin arttig1 saptanmaistir (5).

MGMT, endojen ve cevresel karsinojenlere kars1 kanser hastalarinda antikanser
alkilleyici ajan olarak verilmektedir. Bu aktif metilleyici ajanlar, temozolomid, dacarbazin ve
procarbazin O6-metilguanin olup hasarlara neden olur. AGT, bu hasarlarin giderilmesinde ve

kanser tedavilerinde biiyiik 6neme sahiptir (6).
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YANLIS ESLESME TAMIRI (MiSMATCH REPAIR, MMS)

Bu tamir sistemi prokaryotlar ve dkaryotlarda tanimlanmis olup en iyi sekilde bakterilerde
aciklanmistir. DNA yanlis eslesme tamirinin (MMS) baslica gorevi, DNA replikasyonu sirasinda
olusan hatalar1 taniyip diizeltmesidir. Guanin:Timin (G:T), Adenin:Sitozin (A:C) ve en

zorlu Sitozin:Sitozin (C:C) yanhs eslesmis baz ¢iftlerinin ¢ok etkili bir bigimde tanir ve tamir
eder. Yanlis eslesme tamirinin en biiyiik hedefi kii¢lik insersiyon/delesyon loplar1 ve yanlis
eslesen bazlardir. Hiicrede bu tamirinin kayb1 genetik kararsizliga neden olur. Ilk olarak 1989°da
E.Coli’ yanlis eslesme tamirinde yer alan proteinler bildirilmistir. Bunlar MutS, MutL, MutH,
DNA helikaz II (UvrD), ekzoniikleaz I, DNA ligaz ve DNA polimeraz III’dir. Insanda MutS
homolog heterodimeri MSH2 ve MutL homolog heterodimeri olan MLH1 bulunurken MutH’nin
homologu bulunmaz. Bunlar insan yanlis eslesme tamirinde replikasyon faktorlerine baglanirlar
(6).

inmaiel
A a Feid B mis h

RPA na-n-[-.!m]:ﬂ'andA

EEMU!‘{# tismplst i' =

s, Ugase waglste svane NS l

RFC
Exaol
c. . . MUtSx | ocien

- b b

_g‘f MutSc QMLH Mutl o —_— —
ro-EymilRE e, laalion
& Musp wie) Mutly !

Sekil 5: Yanlis eslesme tamiri (MMS). A: MMS’de MutS ve MutL protein dimeri ve diger

proteinler B: MMS reaksiyonunda genel dizilim. C: insanda yanlis eslesme tamiri (6).
PCNA (¢ogalma hiicre niikleer antijeni), replikasyon faktor C (RPC), ekzoniikleaz I (Exo I),
replikasyon faktor A (RPA), HMGBI, polimeraz 6 ve DNA ligaz yanlis eslesme tamirinde

gorevli diger proteinlerdir (6).
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MMS reaksiyonunda genel yol yeni sentezlenmis iplikteki yanligligi MutS tanir, baglanir ve
diizeltir. Ekzontikleolitik sindirim (digestion) islemleri yanlis eslesmis bolgeye dogrudur ve hatali
niikleotidlerin uzaklastirilmasindan sonra hemen sonlandirilir. Bos kalan bolge DNA polimeraz
ile doldurulur ve dogru sekilde kopyalanmasi tamamlanan iplik DNA ligazla baglanir. Insan
yanlis eslesme tamirine katilan MutS ve MutL heterodimerleri. MSH2, MSH6 ve MSH3 ile
dimerleserek MutSa ve MutSp formlarini olusur. Yine MLH1, PMS2 ile MutLo formunu ve
MLH1, MLH3 ile MutLy formunu olusturur. Yanlis eslesme tamiri reaksiyonlarindaki genel yol

biitlin organizmalarda aynidir (6).
MutL Homolog 1 (MLH1)

MIh 1 geni 3p21.3 bolgesinde lokalize olan bir DNA yanlis eslesme tamir genidir. Bu gen 19

ekzonlu, 2752 bg¢ uzunlugunda bir gendir ve Mlh 1 proteini ise 756 aminoasitten olusur.
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e GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’dan
saglanan 28 hasta ve 20 saglikli kontrol kullanildi. EDTA’l1 tiipe alinan periferik kan
orneklerinden MagNa Pure LC (Roche) cihazi ile otomatik DNA izolasyonu yapildi. 1 pul’de 10
ng DNA olacak sekilde hasta grubu ve kontrol grubu DNA’s1 seyreltildi. EpiTect Plus Bisulfite
Conversion Kit (Qiagen) kullanilarak bisiilfit islemi gerceklestirildi. Bisiilfit dontigiimiinii

ispatlamak i¢in metile ve unmetile kontrol DNA (Qiagen) kullanildi.

Bisiilfite Mix 85 ul

DNA Protect Buffer 35 ul

RNase free water 15 ul

DNA 5 ul (total 50 ng
DNA)

135 pl mix dagitilir ve lizerine 5 ul DNA eklenir.
Inkiibasyon sartlari;
95 °C 5dk
60 °C 25dk
95 °C 5dk
60 °C 85dk
95 °C 5dk
60°C 175dk
20°C oo
Bisiilfit ile muamele edilen tiim 6rneklere Clean up islemi uygulanir.

Clean Up;
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Bisiilfitleme islemi tamamlandiktan sonra PCR tiipleri kisa bir siire santrifiij edildi ve

temiz 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine alindi.

310 pl yeni hazirlanmis icinde 10 pg/ml tasiyict RNA, drnege konuldu, vorteklendi ve
maksimum hizda c¢ok kisa santrifiij edildi. (Eger 6rnek 100ng DNA’dan fazla ise carrier

RNA gerekli degildir.)
250 pl ethanol (%96-100) koyuldu. 15 sn vortekslendi ve kisa siire santrifiij edildi.

EpiTect kolonlara alinan 6rneklerde ayni igslemler 2.kez yapildi ve 1 dk daha maximum

hizda kolonlar santrifiij edildi.

500 upl Buffer BW her kolona ilave edildi ve maximum hizda 1 dk santrifiij edilip yeni
toplama tiipti takildi.

500 pl Buffer BD eklenip 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi. (15°-25° C)

1 dk boyunca maximum hizda yeniden santrifiij edilen ornek, 2 kez daha Buffer BW

eklenip her defasinda siipernatantda arindirildi.

Kolonlardan 2 ml’lik toplama tiipiine alinan 6rnekler 1 dk boyunca kalinti sividan

arindirilmak i¢in maximum hizda santrifiij edildi.

250 pl ethanol (%96-100) her bir kolona koyuldu ve maksimum devirde 1dk satrifiij
edildi.

Kolonlar kapaklar: agik olacak sekilde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve 1sitict
blokta 60° C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

Kolonlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 20 pl Buffer EB her membranin

merkezine dagitildi. Kolonlar oda 1sisinda 1dk santrifiij edildi.

15000 x q (12,000 rpm) de 1 dk santrifiij sonucu purifiye DNA elde edildi.
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Clean up sonrasi DNA’lar tekrar 6lgiildii. Peaklerin temizligi ve DNA konsantrasyonu takip
edildi.

PCR ve sekans Primerleri hazirlandi. Bisulfit ile muamele edilen tiim orneklere ek olarak

bistilfite converted metile DNA, bistilfite converted unmetile DNA’lara da pcr uygulandi.

MGMT i¢in PCR;
Master Mix 12,5 ul
F 0,5 ul
R 0,5 ul
RNase free water 6,5 ul
Bisiilfite converted DNA Sul

20 pl mix dagitilir tizerine 5 pl Bisiilfite converted DNA seyreltilmeden eklenir.
Pcr Sartlari;

95°C 15dk

94°C 30sn

56 °C 30sn

72°C 30sn

72°C 10dk

+4°C oo

MLH 1 i¢in PCR;

Master Mix 12,5 pl
F 0,5 pl
R 0,5 pl
RNase free water 6,5 ul
Bisiilfite converted DNA Sul
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20 ul mix dagitilir tizerine 5 pl Bistilfite converted DNA seyreltilmeden eklenir.
Pcr Sartlart;

95°C 15dk

95°C 20sn

45 dongl

55°C 20sn

72°C 20sn

72°C 5dk

+4°C

Pyro Sekanslama;

Streptavidin 3ul

Binding Buffer 37 ul
Pyro distile su 30 ul
Pcr tiriinu 10 pl

70 ul mix 24°lik plate dagitildi. Her bir kuyucuga 10 pl per iirtinti dagitildi. Plate seal yapistirilip
5-10 dk 1400 rpm’de karistirildi. Platedeki karisim vakuma ¢ekildi ve sirasiyla vakumlandi;

5sn Ethanol
7sn Denaturasyon soliisyonu
10 sn Washin Buffer
Baska bir plate;
Annealing Buffer 22 ul
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Sekans Primeri 3ul

1dk titreterek primer- DNA eslesmesi saglanir. Kamera alttan okudugu i¢in plate ¢izilmeden

primer biraktirilmalidir.

2dk 80 C° ‘de bekletilir. Daha sonra 5-10 dk oda sicakliginda bekletilir. Bu sirada sekildeki

kartus hazirlanir.

Cihaza kartus ve plate koyulup run’a basildi.
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e BULGULAR

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’dan
saglanan 28 hasta ve 20 saglikli kontrol grubuna MGMT geni promotor metilasyonu ¢alismasi
yapilmistir. Bulgular asagida oldugu gibidir. MLH 1 geni ise optimize edilememistir. O yiizden

bugenin metilasyonuna iliskin sonug elde edilememistir.

CpG1,
Crosstab
grug
Kontrol Hasta Total
c1 unmetil Count 19 21 40
% within C1 47.5% 52.5% 100.0%
% within grup 100,0% a7.5% 93,0%
% of Total 44, 2% 48,8% 93,0%
metil Count ] 3 3
% within C1 0.0% 100,0% 100.0%
% within grup 0.0% 12,5% 7.0%
% of Total 0.0% 7.0% 7.0%
Taotal Count 19 24 43
% within C1 44, 2% 55,8% 100.0%
% within grup 100,0% 100,0% 100.0%
% of Total 44, 2% 55,8% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
“alue df (2-sided) sided) sided )
Fearson Chi-Sguare 2.5533 1 110
Continuity Correctio nIJ Reiels] 1 320
Likelihood Ratio 3,678 1 055
Fisher's Exact Test 243 164
Linear-by-Linear 2404 1 114
Association
M of Valid Cases 43

a. 2 cells (50.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,33,

b. Computed only for a 2x2 table
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CpG 2;

Crosstab
grup
Kontrol Hasta Total
c2 unmetil  Count 17 20 37
% within C2 45,8% 54.1% 100.0%
% within grup 89,5% 83.3% 86,0%
% of Total 39,5% 46,5% 86,0%
metil Count 2 4 &
% within C2 33,3% 86.7% 100.0%
% within grup 10.5% 16,7% 14,0%
% of Total 4.7% 9.3% 14,0%
Total Count 19 24 43
% within C2 44,2% 55,8% 100.0%
% within grup 100.0% 100.0% 100.0%
% of Total 44.2% 55.8% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Squars EEEl 1 584
Continuity Correction” o1 1 803
Likelihood Ratio ,340 1 560
Fishar's Exact Test BT8R 453
Linzar-by-Linear 325 1 568
Association
N of Valid Cases 43
a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,65.
b. Computed only for a 2x2 table
CpG3;
Crosstab
grup
Kontrol Hasta Total
c3 unmetil  Count 17 19 36
% within C3 47,2% 52,8% 100,0%
% within grup 89,5% 78,2% 83.7%
% of Total 38.5% 44 2% 83.7%
metil Count 2 5 7
% within C3 28,0% 71.4% 100,0%
% within grup 10.5% 20.8% 18,3%
% of Total 4.7% 11.6% 18.3%
Total Count 19 24 43
% within C3 44, 2% 55,8% 100,0%
% within grup 100.0% 100.0% 100,0%
% of Total 44,2% 55,8% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 8278 1 1363
Continuity Caorrection” 243 1 822
Likelihood Ratio B57 1 355
Fisher's Exact Test 437 318
Linear-by-Linear B07 1 380
Association
N of Valid Cases 43

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3.08.

b. Computed only for a 2x2 table
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CpG4;

Crosstab
grup
Kontrol Hasta Total
c4 unmetil  Count 12 23 4
% within C4 43,0% 58,1% 100.0%
% within grup 094.7% 85,8% 85,3%
% of Total 41,0% 53,5% 85,3%
metil Count 1 1 2
% within C4 50.0% 50,0% 100.0%
% within grup 5.3% 4,2% 4,7%
% of Total 2.3% 2,3% 4.7%
Total Count 19 24 43
% within C4 44,2% 55,8% 100.0%
% within grup 100,0% 100,0% 100.0%
% of Total 44,2% 55,8% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0207 1 865
Continuity Corraction” .0oo 1 1.000
Likelihood Ratio .0z0 1 K:1::]
Fisher's Exact Test 1,000 Ba4
Lingar-by-Linsar 028 1 887
Association
M of Valid Cases 43

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5.

b. Computed anly for a 2x2 table

CpGS5;

The minimum expected count is 88,

Crosstab
grup
Kontrol Hasta Total
C5 unmetil  Count 17 18 35
% within C5 48,6% 51.4% 100.0%
% within grup 89,5% 75,0% 81,4%
% of Total 39.5% 41,0% 81.4%
meetil Count 2 [} 8
% within C5 25,0% 75.0% 100.0%
% within grup 10,5% 25,0% 18,68%
% of Total 4.7% 14,0% 18,6%
Total Count 1@ 24 43
% within G5 44.2% 55.8% 100.0%
% within grup 100.0% 100,0% 100.0%
% of Total 44, 2% 55,8% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Valus df (2-sided) sided) sided)
Pearsan Chi-Square 1.467° 1 226
Continuity Correctio nIJ J8E7 1 414
Likelihood Ratio 1,538 1 215
Fisher's Exact Test 270 .200
Linear-by-Linear 1.433 1 231
Association
M of Valid Cases 43

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,53.

b. Computed only for a 2x2 table
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e TARTISMA ve SONUC
Normal kan hiicrelerinin gelisim, olgunlagsma, ve/veya homeostasis siirecinde rol oynayan
genlerin yapisal veya fonksiyonel olarak hatali ¢aligmalar1 sonucu olusan hastaliga 16semi denir
(1). Losemi alt gruplarini olusturan Akut Myeloid Losemi (AML) ve Akut Lenfoid Losemi tanisi
alan hastalara tedaviye yonelik olarak kemoterapi uygulanmaktadir. Kemoterapotik ajanlar
DNA’da tek ya da ¢ift zincir kirig1 olusturarak proliferasyonu durdurmayi1 amaglamaktadir. Bir
DNA tamir enzimini kodlayan Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT) geni, ve bir
DNA yanlis eslesme tamir geni olan MutL Homolog 1 (MLH1) geninin promor bolgelerindeki
epigenetik bir mekanizma olan metilasyon arastirilmak istenmistir. Tiimiir baskilayic1 genler
kanser hiicrelerinde mutasyon ya da delesyon ile inaktive olabilmesine ragmen promotor
bolgeleri i¢indeki CpG adaciklarinin anormal metilasyonunu kapsayan epigenetik mekanizmalar
genin sessizlesmesine katki saglar (7). Giintimiizde ise tiim makro molekiiler yapilar, genom
niikleotid dizileri tarafindan belirlenirken, gen ifadesini belirleyen, kalitilma yetenegine sahip,
hiicreden hiicreye aktarilabilen mekanizmaya epigenetik kod denilmektedir (8).
epigenetik regiilasyon DNA sekansinda hicbir degisiklik olmaksizin birbirini takip eden hiicre
boliinmeleri boyunca hiicrelerin gen ekspresyon profillerini hatirlamalarina olanak saglar.
DNA’da herhangi bir sekans degisikligi olmaksizin gen ekspresyonunu diizenleyen epigenetik
mekanizmalar, genomun tistiindeki ya da lizerindeki modifikasyonlar1 kapsar (9). Gen ifadesi
temel olarak iki mekanizmayla diizenlenmektedir. Bu mekanizmalar; transkripsiyonu aktive eden
ve baskilayan proteinlerin aktivitelerinin diizenlenmesi ve DNA ile kromatinde meydana gelen
modifikasyonlardir (epigenetik kontrol) (10).
AML ve ALL hastalarada kemoterapi sonras1t DNA hasar1 olusmaktadir. MGMT ve MLH1
genlerinde metilasyon kaynakli olarak sessizlesme beklenmektedir. MGMT geninin bes CpG
adaci1g1 metilasyon acisindan incelenmistir.Her bir CpG adaciginda diisiik oranda da olsa

metilasyona rastlanmistir. Ancak elde edilen sonuglar istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir.
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