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OZET

Amag: Calijmamizda 25 KML (Kronik Miyeloid Losemi) hastasinda Sitogenetik Analiz ve
RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) Teknigi ile Ph (Philadelphia)
kromozomu ve BCR-ABL fiizyon geninin saptanmasi amaglanmustur.

Gereg ve Yontemler: Calismamiza dahil edilen hastalardan kemik iligi veya kan 6rnekleri
alindi. RNA izolasyon kiti kullanilarak periferik kan, kemik iligi ve hiicre hattindan total RNA
izolasyonu yapildi. RNA saflig1 spektrofotometre ile lgiilerek, ¢aligma igin uygun saflikta RNA
lar segildi. Random hekzamer primerleri ve reverse transkriptaz enzimi kullanilarak mRNA’ dan
cDNA sentezi gergeklestirildi. Hedef DNA oligonukleotid primerler kullanilarak iki basamakl
Nested PCR yontemi ile gogaltildi. K562 hiicre hatti pozitif kontrol olarak, distile su negatif
kontrol olarak kullanildi. PCR iirtinleri ethidium bromide ile boyanmus agaroz jelde yiiriitiilerek,
jel gorintiileme sisteminde gorintiilendi. Sitogenetik analiz i¢in kemik iligi materyalinden
24 saatlik hiicre kiltirti yapildi. Preparatlara G-Bantlama yapilarak mikroskobik incelemeleri
gergeklestirildi.

Bulgular: Calismamiza 10 kadimn, 15 erkek hasta dahil edildi. Hasta grubunun yas ortalamasi
53,24 olarak hesaplandi. PCR sonuglarina gore; M-BCR/ABL 5 hastada negatif, 20 hastada
pozitifti. Sitogenetik analizde her hasta preparatinda 20 metafaz alani incelendi. 5 hastada tireme
gerceklesmedi. 5 hastada 46,XY karyotip, 1 hastada 46,XX karyotip, 9 hastada 46,XY t (9;22)
(q34, q11) karyotip, 5 hastada 46,XX (9;22) (q34;q11) karyotipi saptand. Sitogenetik analizde
ireme olmayan ve Ph kromozomu negatif olan hastalar molekiiler analiz ile incelendi. 6 hastada
M-BCR/ABL pozitif tespit edildi. Sonuglarimiza gére M-BCR/ABL oram1 20/25 (% 80), Ph
kromozom pozitifligi oran1 % 80 olarak bulundu.

Sonug: KML hastaliginda teshis ve tedavide yanitin izlenmesinde sitogenetik analiz ile daha hizli
ve daha duyarli RT-PCR teknigi birlikte uygulanarak sonuglar irdelenmistir.

Anahtar Kelimeler: BCR-ABL geni, RT-PCR, KML, Ph kromozomu

ABSTRACT

Objective: Objective: In our study, we aimed to detect Ph (Philadelphia) chromosome and BCR-
ABL fusion gene in 25 patients with CML (Chronic Myeloid Leukemia) by Cytogenetic Analysis
and RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction).

Materials and Methods: Bone marrow or blood samples were obtained from the patients
included in our study. Total RNA was isolated from peripheral blood, bone marrow and cell
lines using an RNA isolation kit. RNA purity was measured by spectrophotometer and RNAs
of appropriate purity were selected for the study. cDNA synthesis was performed from mRNA
using random hexamer primers and reverse transcriptase enzyme. Target DNA was amplified by
the two-step Nested PCR method using oligonucleotide primers. The K562 cell line was used as
a positive control and distilled water was used as a negative control. PCR products were run on
agarose gel stained with ethidium bromide and displayed on the gel imaging system. Cell culture
was made from bone marrow material over 24 hours for cytogenetic analysis. Microscopic
examinations were performed by applying G-banding s to the preparations.

Results: Ten female and 15 male patients were included in our study. The average age of the
patient group was calculated as 53,24. According to the PCR results; M-BCR/ABL was negative in
5 patients and positive in 20 patients. In cytogenetic analysis, 20 metaphase areas were examined
in each patient preparation. No growth occurred in 5 patients. 46,XY karyotype in 5 patients,
46,XX karyotype in one patient, 46,XY t (9; 22) (q34, q11) karyotype in 9 patients, and 46. XX
(95 22) (g34; q11) karyotype in 5 patients was found. The patients with no reproduction in
cytogenetic analysis and negative for the Ph chromosome were examined by molecular analysis.
M-BCR / ABL was positive in 6 patients. According to our results, it was found the M-BCR / ABL
ratio was 20/25 (80%), and the Ph chromosome positivity rate was 80%.

Conclusion: In CML disease, for monitoring diagnosis and treatment response, cytogenetic
analysis and the faster and more sensitive RT-PCR technique were applied together and the
results were examined.

Keywords: Physician, BCR-ABL gene, RT-PCR, CML, Ph chromosome
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KML de Ph kromozomu ve BCR-ABL geninin saptanmasi

GIRIS

Kronik Miyeloid Losemi (KML), t (9; 22) (q34;
q11) karsilikli kromozomal translokasyon Ph (Phi-
ladelphia) kromozomu ile karakterize bir pluripotent
hemopoietik kok hiicre hastaligidir. Translokasyon,
kromozom 9’un uzun kolunda bulunan ABL geninin,
kromozom 22’ nin uzun kolunda bulunan BCR geni
ile fiizyonuyla sonuglanir. BCR/ABL fiizyon geni,
6nemli bir rol oynayan yiiksek tirozin kinaz aktivi-
tesine sahip kimerik bir proteini kodlar. KML, 16se-
mi tanisinda ve terapétik etkinin degerlendirilme-
sinde t (9; 22) (q34; q11) translokasyonu ve BCR/
ABL flizyon geninin saptanmasi 6nemli rol oynar .
KML de, tiim Ph1 pozitif hastalarin yiizde 90’ ninda
translokasyon [t (9; 22) (q34; q11)] olarak gozlenir.
Ph kromozomu ayrica Akut Lenfoblastik Losemi
(ALL) hastalarinin 6nemli bir boliiminde ve az sa-
yida Akut Miyeloid Lésemi (AML) vakasinda da
bulunur. (1-4).Lésemi hiicrelerinde Ph, yalnizca fiz-
yolojik sinyal yollarini bozmakla kalmaz, ayni za-
manda genomik stabiliteyi de bozar. Bu anormal
fiizyon geni, kalic1 olarak artmuis tirozin kinaz akti-
vitesi ile kirilma noktas1 kitme bélgesi BCR-ABL1
(proto-onkogen tirozin-protein kinaz) onkogenik
proteinini kodlar. Kinaz aktivitesi, proliferasyonu
stirdiirmek, farklilagmay1 inhibe etmek ve hiicre 6lii-
miine diren¢ kazandirmaktan sorumludur. KML nin
kronik fazdan hizlandirilms faza ve ardindan patla-
ma fazina ilerlemesi sirasinda, farkli BCR-ABL1
transkriptlerinin ekspresyon modelleri degismektedir.
Her BCR/ABLI transkripti, hem terapiye yanitt hem
de klinik sonucu éngoren farkli bir I6semi fenotipin-
de de mevcuttur. KML nin yani sira Ph, ALM, AML
ve karisik fenotip akut 16semi de bulunur (5-8).

Tez projesi ¢alismasi igin, Sitogenetik Analiz ile
Ph (Philadelphia) kromozomu ve RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) Teknigi
ile ve BCR-ABL fiizyon geninin saptanmasi amag-
lanmustir.

GEREC VE YONTEMLER

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi He-
matoloji Klinigi’ nde tanisi konulan, farkli safhalarda
bulunan 25 KML hasta bireyin (10 kadin ve 15 erkek
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hasta birey) periferik kan ve Kemik iligi (KI) 6rnek-
leri galigilarak, ISCN (Uluslararasi Insan Sitogenetik
Isimlendirme Sistemi)’ ne gore kromozomal incele-
meleri yapilmustir. Bu ¢alisma igin etik komite onay1
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu'ndan alinmistir. Katilimcilardan bilgilendi-
rilmis onamlar1 alinmigtir.

Sitogenetik Calisma

Sitogenetik analiz , kemik iligi materyalinden 24
saatlik hiicre kiiltiirti yapilarak standart prosediirle-
re gore gerceklestirilmistir. Metafaz kromozomlari
elde edilerek, GTG bantlama teknigi ile bantlanarak,
20 metafaz alani analiz edilmistir.

Molekiiler Calisma

RNA izolasyonu i¢in kan ve kemik iligi 6rnekleri
K3EDTA igeren tiipe (Isolab, Eschau Germany) alin-
diktan hemen sonra RNA izolasyon islemine bas-
lanmustir. RNA izolasyonu i¢in Nucleospin RNA 1II
Total RNA izolasyon kiti (Macharey Nagel, Dueren,
Germany) kullanilmistir. Elde edilen RNA’ larin ab-
sorbans 6l¢iimleri spektrofotometre ile yapilarak
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Ekspresyon ¢alis-
malarinda 2-5 pg standart RNA, cDNA' ya gevrilmek-
tedir. Buna uygun olarak 3 ug RNA, cDNA' ya ¢ev-
rilmistir. RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) isleminde, RNA nin
c¢DNA ya donistiiriilmesi i¢cin RevertAid TM First
strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, Mas-
sachusetts, USA) kullanilmigtir. Sentezlenen cDNA
lar, BCR/ABL geninin amplifikasyonuna dayanan
Nested PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Amplifikas-
yonlarda, reaksiyon final miktar1 25 pl olacak sekilde,
15 pl distile su (Applichem, Darmstadt, Germany),
2,5 ul 10 X buffer (1X), 2,5 ul MgCL, (2,5 mM), 0,5 ul
dANTP mix (0,2 mM her dNTP’ den), 0,5 pl Tag DNA
polimeraz (Thermo Scientific, Massachusetts, USA),
2 pl cDNA, 1 pl primer (10 pmol) (Tablo 1) ile kar-
sim hazirlanmistir. Nested PCR’ da, birinci reaksiyon,
PCR cihazinda, 94°C’ de 4 dk., 20 dongii olacak se-
kilde 95°C’ de 40 sn., 56°C’ de 40sn., 72°C’ de 40 sn.
ve 72°C’ de 5 dk. son ekstensiyon olarak gerceklesti-
rilmigtir. Bu reaksiyon sonunda elde edilen ampli-
konlar kalip olarak kullanilarak, ilk reaksiyon ile ayn1
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Tablo 1. Molekiiler Caliymada Kullanilan Oligoniikleotid
Primerler (9) (HPLC saflastirilmig 0.2 umol, liyofilize; 100
pmol olarak sulandirilan) (Sigma Genosys, Texas, USA).

Primer Baz dizisi
ad1
KML1 |[5-GCTTCTCCCTGACATCCGTG-3

KML2 |5-GGAGCTGCAGATGCTGACCAAC-3’

KML3 |5-CGAGCGGCTTCACTCAGACC-3’

KML4 |5-CTGAGGCTCAAAGTCAGATG-3
B-aktinl |5-ATCATGTTTGAGACCTTCAA-3
B-aktin2 |5-CATCTCCTGCTCGAAGTCCA-3

konsantrasyonlarda, 94°C’ de 4 dk., 30 déngii olacak
sekilde 95°C’ de 40 sn., 56°C’ de 40sn., 72°C’ de 40
sn. ve 72°C” de 5 dk. son ekstensiyon olarak PCR
cihazinda programlanarak ikinci reaksiyona alinmig-
tir. Molekiiler ¢alismada, Ph pozitif ve Ph negatif
oldugu bilinen K562 hiicre hatt1 pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. B-aktin geni housekeeping gen olup,
tiim hiicrelerde eksprese oldugu i¢in, B-aktinl ve
B-aktin2 internal kontrol olarak kullanilmistir. 30
dongiintin sonunda, 2* gen amplifikasyon triini
elde edilmis ve 6rnekler ethidium bromide ile bo-
yanmis % 2’ lik jel elektroforezinde yiriitiilmiistiir.

BULGULAR

Hasta grubumuz yas aralig1 20 ile 85 arasinda, yas
ortalamasi 53,24 olan, 10 kadin ve 15 erkek bireyden
olugsmaktadir (Grafik 1).

= Kadin hasta birey sayisi
= Erkek hasta birey sayist

Grafik 1. Hasta bireylerin kadin/erkek oran

Sitogenetik analizde, her hasta preparatinda 20
metafaz alani incelenmistir. 5 hastada 46,XY karyotip,
1 hastada 46,XX karyotip, 9 hastada 46,XY t (9;22)
(934, q11) karyotip, 5 hastada 46,XX (9;22) (q34;q11)
karyotipi saptanmustir (Sekil 1, Sekil 2).
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Sekil 1. Ph kromozomu (+) hastaya ait metafaz alani
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Sekil 2. 46,XY t (9;22) (q34, q11) karyotipi

25 KML hastasindan alinan Ki rneklerinden elde
edilen hiicre kiiltiirli sonuglarinda; 5 olguda hiicre
kilttri elde edilememis, 16 olguda Ph kromozomu
pozitif, 4 olguda Ph kromozomu negatif olarak sap-
tanmustir. 25 KML hastasindan alinan kemik iligi
orneklerinden elde edilen M-BCR/ABL 5 olguda
negatif, 20 olguda pozitiftir. BCR/ABL transkriptinin
20 olguda Ph kromozomu pozitif, 5 olguda Ph kro-
mozomu negatif olarak RT-PCR yontemi ile tespit
edilmesi hastalarin sitogenetik analizleri ile uyum
gostermistir. Sitogenetik analizde tireme olmayan ve
Ph kromozomu negatif olan hastalar molekiiler ana-
liz ile incelenmistir. 6 hastada M-BCR/ABL pozitif
tespit edilmistir (Sekil 3).

Hiicre kiiltiirii yapilamayan 5 olgunun 4 tanesin-
de BCR/ABL porzitif, 1 tanesinde BCR/ABL negatif
bulunmustur. Sitogenetik acidan Ph negatif olan 2
olgu molekiiler ¢aligmada BCR/ABL pozitif bulun-
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Sekil 3. Jel Goriintiisii (M-BCR/ABL pozitif). M- DNA
marker, 1- Distile su B-aktin PCR, 2- Negatif kontrol p -aktin
3- Pozitif kontrol B-aktin K562 Hiicre hatt1, 4- Hasta 1 $-aktin,
5- Hasta 2 p-aktin (394 bp), 6- Distile su KML primerleri ile,
7- Negatif kontrol, 8- Pozitif kontrol K 562 hiicre hatti, 9-
Negatif hasta, 10- Pozitif hasta (196 bp).

mugtur. Olgularimizin biiytik bir kismi kronik fazda
bulunan hastalardan olusmustur. Caligmamizda RT-
PCR ve sitogenetik yontemi kullanilarak, klinik ve
laboratuvar bulgular: ile KML tanist konulan hasta-
larda BCR/ABL fiizyon geninin pozitif bulunma
orani agisindan karsilastirilmistir. M-BCR/ABL ora-
n120/25 (% 80), Ph kromozom pozitifligi oran1 % 80
olarak bulunmustur. Calismaya dahil edilen bireyler
in yas ve cinsiyetleri, Ph kromozomu ve M-BCR/ABL
nin korelasyonlar1 Tablo 2’ de 6zetlenmigtir.

TARTISMA

KML kotii huylu bir klonal pluripotent hemato-
poietik kok hiicre hastaligidir (10,11). KML genel-
likle orta ve ileri yaslarda goriiliir (12). Ph kromozo-
mu, KML hastalarinin yaklasik % 90’ inda saptanir
ve % 5-10’ unda da varyant tipler olabilmektedir (4).
Sitogenetik incelemelerle, vakalarin % 90’nina KML
tanis1 konulmakta ve bu vakalarin karyotipinde 22
numarali kromozomun kii¢iildiigii gériilmektedir
(11,13).

KML de translokasyonun bulunmasi, hastaligin
patogenezinde nedensel olarak rol oynadigini diisiin-
diirmekte ve molekiiler diizeydeki ¢aligmalar da bu
fikri dogrulamaktadir. Translokasyonun sonucu ola-
rak, kromozom 9 tizerinde bulunan Abelson proto-
onkogen (ABL), BCR olarak bilinen kesik bir gene
birlestigi kromozom 22’ ye taginmakta ve genomik
yeniden yapilanmanin sonucu olarak, gelismis pro-
tein tirozin kinaz aktivitesine sahip yeni bir kimerik
protein triiniinii kodlayan bir hibrit gen olusmakta-
dir (14).
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Tablo 2. KML hastalarinda Ph kromozomu ve M-BCR/ABL
nin korelasyonlar:

f:m Cinsiyet | Yas kmmI:)}; omy | MFBCR/ABL
1 Kadin 73 0 +
2 Erkek 39 + +
3 Kadin 76 + +
4 Erkek 55 + +
5 Erkek 36 - -
6 Erkek 45 0 -
7 Kadin 58 - +
8 Kadin 85 0 +
9 Kadin 50 + +
10 Kadin 48 + +
11 Erkek 20 - -
12 Erkek 60 + +
13 Erkek 32 - -
14 Kadin 65 + +
15 Erkek 57 + +
16 Erkek 58 + +
17 Kadin 83 0 +
18 Erkek 63 + +
19 Erkek 51 - +
20 Erkek 49 + +
21 Kadin 42 0 +
22 Erkek 38 + +
23 Kadin 45 + +
24 Erkek 49 - -
25 Erkek 54 + +

(0)= Ureme yok, (-)= Negatif sonug, (+)= Pozitif sonug.

Kromozom 22 iizerindeki BCR geninde ti¢ farkl
kirilma noktast ayirt edilir: M-bcr, m-bcr ve mu-ber.
Ph (+) l6semi hiicre dizileri bu aragtirma alaninda
onemli araglardir. 20’ den fazla ALL (Akut Lenfob-
lastik Losemi) ve 40 tan fazla KML den tiiretilmis Ph
(+) l6semi hiicre dizisi tanimlanmistir. Ph (+) ALL
veya KML li hastalardan olugturulan ti¢ Ph (+) B-len-
foblastoid hiicre dizisi de mevcuttur. BCR-ABL fiizyon
geninin ek kopyalarini elde etmenin bir yolu da KML
hiicre hatt1 K-562, BCR-ABL hibridinin ardigik tek-
rarlarinin olusumudur. Her iki mekanizmada, 22.
kromozomun segici gogalmast ve fiizyon geninin BC-
R-ABL nin ardisik replikasyonu, muhtemelen fiizyon
proteininin ve tirozin kinaz aktivitesinin artmis sevi-
yelerine yol agmaktadir. Oldukg¢a bilgilendirici bu
l6semi modelleri ve Ph (+) hiicre dizileri panelinin
mevcudiyeti, bu malignitelerin patobiyolojisini ve Ph
kromozomunun l6semogenezdeki roliinii analiz etmek
icin egsiz bir firsat sunmaktadir (3,15).
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Tirozin-kinaz inhibitorleri, sentetik oligodeoksi-
niikleotitler veya BCR/ABL onkojenik fiizyon sekan-
sina kars1 tasarlanmis bolgeye 6zgii DNA baglama
proteinleri gibi mekanizmalar kullanilarak spesifik
tedavilerin Oniiniin agilabilecegi bildirilmektedir (8).

Tanida kullanilan molekiiler genetik analizler,
BCR-ABL fiizyon transkriptini gostermeye odaklan-
maktadir. RT-PCR, ribontikleik asit seviyesinde BC-
R-ABL transkriptlerini tespit etmektedir. Bunun
disinda daha az kullanilan 6nciil yéntemler Southern
Blotting ve Western Blotting’ dir. Az kullanilma ne-
deni , blotlama yontemlerinin duyarlihginin disiik
olmasidir. BCR-ABL fiizyonu DNA, RNA ve prote-
in seviyesinde tespit edilebilmektedir. Floresan In
Situ Hibridizasyon (FISH), Southern Blotlama, ve
Immiinopresipitasyon teknikler, aragtirmacilarin ki-
sisel becerisine ve kullanilan hiicre 6rneklerine bag-
11 oldugundan avantajlari ve dezavantajlar1 da bulun-
maktadir. Bu nedenledir ki kullanilan yontemin
duyarliliginin yani sira hizli ve tekrarlanabilir olma-
s1 da onemlidir (6,13,16).

Insan gen haritas1 hakkindaki bilgiler arttikga,
etkilenen kromozomlardaki degisikliklerin, habis
hiicredeki biyokimyasal anormalliklerle iliskilendi-
rilmesi beklenilmektedir. Bu da se¢ilmis hiicrelerin
kotii huylu doniisiim yoluyla nasil proliferatif bir
avantaj kazandigina dair anlayisimizi gelistirecek ,
bu hastaliklarin kesin siniflandirmasina yardimci
olabilecek ve boylece spesifik tedavi bicimlerinin
tasarlanmasina yol agabilecektir (10).

Losemilerde metafaz kromozomu elde etmek ko-
lay degildir. Bu nedenle giiniimiizde molekiiler biyo-
lojide RT-PCR yontemi, genetik bozukluklarin tes-
piti i¢in hassas yontemlerden biri olarak rutinde
tercih edilmektedir. RT-PCR yonteminin genetik
bozukluklarin tespitinde hassas bir yontem olarak
kullanildigindan, ¢aligmamizda RT-PCR yontemi ve
geleneksel sitogenetik ¢aligma yontemi de kullanila-
rak, KML tanisi alan hastalarda BCR-ABL fiizyon
geni saptama orani her iki yontem agisindan karsi-
lagtirilmasi amaglanmigtir. Sonuglarimiz literatiirler-
le uyumludur. Ph kromozomu pozitif olan KML
hastalarinda yapilan RT-PCR ¢aligmalarinda, BC-
R-ABL pozitifligi % 98’ e varan sonuglar da bulun-

maktadir (17). Calismamizda klinik ve laboratuvar
bulgular: ile KML tanisi alan hastalarda RT-PCR ile
BCR-ABL fiizyon geninin pozitifligi % 80 olarak bu-
lunmustur. Caligmamizda elde ettigimiz sonucun,
diger arastirmalara oranla diisiik olmasinin nedeni
olarak, olgu sayisinin az olmasiyla iliskili oldugunu
distindiirmiistiir.

SONUC

Bu hastaligin teshisinde konvansiyonel yontem
kullanilarak, tani kit bagimliliginin ortadan kaldiril-
mas1 planlanmistir. KML hastalar: i¢in yagam bek-
lentisini ve yasam kalitesini iyilestirmede, BCR-ABL
transkriptinin RT-PCR ile gosterilmesi ve geleneksel
sitogenetik ¢aligma yontemi de kullanilarak, KML
tanist alan hastalarda BCR-ABL fiizyon geni saptama
orant her iki ydntem a¢isindan kargilastirilmas ola-
rak planlanan ¢aligmamiz BAP tarafindan destekle-
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