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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AKUT MIYELOID LOSEMI (AML) HASTALARINDA GORULEN NPM1 GEN
MUTASYONUNUN TURK POPULASYONUNDA TARANMASI

Giilsah OZTURK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nesrin OZSOY
Es Danisman: Prof. Dr. Asuman SUNGUROGLU

Akut miyeloid l6semi (AML), hematopoetik progenitor hiicrelerin malign karakter kazanmasi
sonucu gelisen klonal bir hastaliktir. Niikleofosmin (NPM), ribozom biyogenezi, sentrozom
duplikasyonu, genomik kararlilik, hiicre dongiisiiniin progresyonu ve apoptozisin de dahil
oldugu bircok hiicresel siiregte Onemli roller istlenen niikleolar bir fosfoproteindir. NPM
geninin (NPM1) 12. ekzonunda meydana gelen somatik mutasyonlar, AML vakalarinda en sik
goriilen genetik anomalilerdir. Tim AML vakalarmin yaklasitk %35’inde NPM1 gen
mutasyonlarina rastlanirken, séz konusu mutasyonlar tagstyan AML vakalarinin %60’ indan
fazlas1 normal karyotipe sahiptir. NPM1 mutasyonlarini tasiyan AML vakalari, karakteristik
klinik ve prognostik 6zelliklere sahiptirler. Bu ¢aligmada, NPM1 gen mutasyon sikliklar1 Tiirk
AML hastalarinda arastirilmistir. AML tanist almis 44 hasta ve 12 saglikli kontrol ¢alismaya
dahil edilmistir. NPM1 mutasyonlar1 nested PCR yontemiyle, genotipler ise poliakrilamid jel
elektroforezi ve jel goriintiileme sistemi kullanilarak belirlenmigtir. NPM1 gen mutasyonlar1 44
hastanin 8’inde (%18,18) saptanirken, saglikli kontrollerde mutasyon saptanmamistir. NPM1
gen mutasyonlari, 6nemli 6l¢lide normal karyotipli AML hastalari ile iligskilendirilmistir. Ayrica
s0z konusu mutasyonlar ileri yas, yliksek beyaz kiire sayisi, primer AML, yiiksek kemik iligi
blast ylizdesi, FAB alttipleri M1/M5 ve CD34’lin negatif ekspresyonu ile iliskilendirilmistir.
Fakat bu sonuclar istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Bu g¢aligmadan elde edilen
sonuglarin, AML’li hastalarin tedavilerinin yonlendirilmesine ve hastaligin siniflandirilmasina
katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Subat 2011, 77 sayfa

Anahtar Kelimeler: Niikleofosmin, akut miyeloid 16semi, normal karyotip
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ABSTRACT

Master Thesis

DETECTION OF NPM1 GENE MUTATION SEEN IN ACUTE MYELOID LEUKEMIA
(AML) PATIENTS IN TURKISH POPULATION

Giilsah OZTURK

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied of Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin OZSOY
Co-Supervisor: Prof. Dr. Asuman SUNGUROGLU

Acute myeloid leukemia (AML) is a clonal disorder that results from gain of malignant
characteristics of hematopoetic progenitor cells. Nucleophosmin is a nucleolar phosphoprotein
that plays key roles in several cellular processes including ribosome biogenesis, centrosome
duplication, genomic stability, cell cycle progression and apoptosis. Somatic mutations
occurring in exon 12 of the NPM gene (NPM1) are the most common genetic abnormalities
seen in AML cases. NPM1 gene mutations are found in approximately 35% of all AML cases
and up to 60% of AML cases carrying these mutations have normal karyotype. AML cases
carrying NPM1 mutations have characteristic clinical and prognostic features. In this study,
NPM1 gene mutation frequencies are assessed in Turkish AML patients. 44 AML diagnosed
patients and 12 healthy controls were admitted to the study. NPM1 mutations were determined
by nested PCR assay, genotypes were determined by using polyacrylamide gel electrophoresis
and image analyzer system. NPM1 gene mutations were detected in 8 of the 44 (%18,18)
patients but not in healthy controls. NPM1 gene mutations were significantly associated with
AML patients with normal karyotype. Additionally these mutations were associated with old
age, high white blood cell count, primer AML, high bone marrow blast percentage, FAB
subtypes M1/M5 and negative expression of CD34. But these results were not found
statistically significant. It is thought that the results obtained from this study contribute to
routing of the treatment of patients with AML and classification of the disesia.

February 2011, 77 pages
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1. GIRIS

Akut miyeloid 16semi (AML) fenotipik oldugu kadar, genotipik olarak da heterojenite
gosteren kompleks bir hastaliktir (Ferrara vd. 2008). Heterojen bir hastalik grubu olan
AML’de goriilen genetik degisiklikler, hastaligin karakterini yansitir. Tekrarlayan
kromozomal anomalilerin AML’de tanimlanmasi ve bu degisimlerin prognoz iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi ile hastaligin molekiiler genetigi énem kazanmistir. Ornegin,
AML’de t(8;21) translokasyonu ya da inv(16) varligi iyi prognozlu hastalar
tanimlarken, t(9;22) translokasyonu varligr kotii gidisli hastalikla iligkilendirilmistir
(Ozbek 2009). Ancak AML hastalarmin yaklasik % 45°i en 6nemli prognostik
faktorlerden biri olan klonal kromozomal anomalilerden yoksundur ve normal bir
karyotipe sahiptir. S6zii edildigi gibi, bariz sitogenetik anomali gdstermeyen AML’ler
“intermediate” prognoza sahip hastaliklar olarak ele alinirlar (Froéhling vd. 2005). Fakat
yapilan ¢alismalar sonucunda, normal karyotipli AML vakalarinin ayni risk grubuna
dahil edilmelerine karsin molekiiler seviyede heterojenite gdsterdigi ve bu hastalarin
yalnizca %40’1inin uzun donem sag kalimmin miimkiin oldugu ortaya konmustur. Bu
nedenle klonal kromozomal anomalilerden yoksun olan hastalarin prognozlarinin takibi,
nliks Ongoriisti ve uzun stireli takipleri i¢in molekiiler belirteglere ihtiya¢ vardir.

(Ozbek 2009).

Niikleofosmin (NPM), ribozom biyogenezi, sentrozom duplikasyonu, genomik
kararlilik, apoptozis ve hiicre dongiisiiniin ilerleyisinde gorev alan niikleolar bir
fosfoproteindir. Temel anlamda niikleolusda yerlesik olmasina karsin, hiicrede niikleus
ve sitoplazma arasinda siirekli olarak tasinir. Niikleofosmini kodlayan NPM1 geninde
meydana gelen mutasyonlar AML hastalarinda en sik rastlanan genetik anomalilerdir.
Tiim AML vakalarinin yaklasik %35’inde NPM1 gen mutasyonlarina rastlanirken, s6z
konusu mutasyonlart tasiyan AML vakalarinin %60’indan fazlast normal karyotipe
sahiptir. Ayrica insidansinin etnik koken ve cografik dagilima bagh olarak degisim
gosterdigi diistintilen NPM 1 mutasyonlarina bati iilkelerinde daha sik rastlandigi yapilan

caligsmalar sonucunda belirlenmistir (Falini vd. 2007a, b, Rau ve Brown 2009).



NPM1 mutasyonlarini tastyan AML vakalar1 ayirict klinik ve prognostik ozelliklere
sahiptirler. Yiiksek remisyon indiiksiyon orani ve artmis sagkalim ile iligkilendirilen
NPM]I mutasyonlarin1 tagiyan AML vakalarinda FL73/ITD mutasyonunun goriilme
siklig1 olduke¢a yiiksektir. Ancak NPMI mutasyonunu tasiyan AML vakalarinin,
FLT3/ITD mutasyonunun yoklugunda, tedaviye daha iyi yanit verdikleri belirlenmistir.
Ayrica, NPM 1 mutasyonlart AML gelisimi sirasinda kararlilik gosteren degisimlerdir ve
niiks durumunda bu mutasyonlarin kaybma ¢ok nadir rastlanir. Sonug¢ olarak, soz
konusu mutasyonlarin minimal rezidiiel hastaliklarin (MRH) tespitinde ve niiks riskinin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Yiiksek goriilme
sikliklari, MRH takibi ve tedavinin optimizasyonu agisindan NPMI mutasyonlarinin
AML vakalarinda rutin genetik takibi Onerilmektedir (Falini vd. 2007a,
Rau ve Brown 2009).

Bu ¢alismada, ayirici klinik ve biyolojik 6zelliklerle iligkilenen, etnik kdken ve cografik
dagilima bagli olarak insidansinin degisim gosterdigi diisiiniilen ve yapilan ¢aligmalar
sonucunda bati iilkelerinde daha sik goriildiigli rapor edilen (Rau ve Brown 2009)
NPM1 gen mutasyon sikliklarinin Tiirkiye’de tespiti amaglanmistir. Bu ¢alismanin, bati
iilkelerinde insidansinin daha yiiksek oldugu bilinen NPMI mutasyon sikliklarin
Tiirkiye’de belirleyen ilk calisma olmasi nedeniyle literatiire katki saglayacagi

distiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Losemi

Losemiler, hematopoetik (kan yapan) hiicrelerin habis transformasyonu sonucu gelisen
neoplastik bir hastalik grubudur. Kemik iliginde bulunan bir hiicrenin 16semik degisime
maruz kalmasi ve s6z konusu hiicrenin kontrolsiiz olarak c¢ogalmasi hastaligin
baslangicini olusturur. Losemik hiicreler kemik iligini istila ederek, normal hematopoez
stirecini baskilamaktadir (Pekgelen vd. 2003). Hastalik morfolojik agidan hastaliga
tutulan hiicre dizisinin tipine gore; miyeloid ya da lenfoid, sagkalim ve olgunlagma
ozellikleri esas alinarak; akut ya da kronik olarak siniflandirilir. Akut 16semiler tedavi
edilmedigi takdirde sagkalim siiresi haftalar veya birka¢ ayla sinirli olan hastaliklar
olarak tanimlanirken kronik 16semilerde sagkalim siiresi yillarla dlgiilebilir. Ayrica akut
l6semilerde 6n planda immatiir (6nciil) hiicreler-blastlar goriiliirken kronik 16semilerde
olgun hiicreler 6n plandadir. Lenfoid-miyeloid ayrimi ise hematopoetik kok hiicrenin
farklilagmaya basladig1 ilk basamak ile iliskilidir. Kok hiicre lenfoid koloni yapan
tiniteye (CFU-L) farklilasirsa lenfoid; graniilosit, eritrosit, megakaryosit, makrofaj
yapan iiniteye (CFU-GEMM) farklilagirsa miyeloid dizi olusur. Bu nedenle CFU-L’den
koken alan malignitelere lenfoid, CFU-GEMM’den kaynaklananlara da miyeloid adi
verilir. Boylece 16semileri 4 temel gruba ayirmak miimkiindiir (Pekgelen vd. 2003, Kern

2004, http://www.leukemia-lymphoma.org, 2011).

1) Akut miyeloid 16semi (AML)
2) Akut lenfoid 16semi (ALL)
3) Kronik miyeloid l6semi (KML)

4) Kronik lenfoid 16semi (KLL)



2.1.1 Risk faktorleri

Loseminin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Ancak yapilan ¢aligmalar sonucunda
l6semi ile iligkilendirilmis bazi risk faktorlerinin vakalarin bir kisminda I6semi
gelisiminden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Iyonize radyasyon ve kanser
tedavisinde kullanilan bazi ilaglarin, 16semi riskini arttirdigi bildirilmistir. Trizomi 21,
Fankoni anemisi, ataksi-telanjektazi ve Bloom sendromu da 16semiye yatkinlik yaratan
faktorler arasindadir. Ayrica yakin zamanda yapilan ¢aligmalar sonucunda obezitenin
16semi riskini arttirdigi ortaya konmustur. Aile Oykiisii KLL i¢in en 6nemli risk
faktorlerinden biridir. Benzen ve tlirevlerinin miyeloid I6semi riskini arttirdigi
bildirilmistir. Ayrica AML hastalarinin birinci derece yakinlarinda AML riski 3 kat
artmis olarak bulunmustur. Ayni sekilde tek yumurta ikizlerinde de AML siklig
konkordans gdsterir. Ayrica sigara icenlerde, sigara dumani i¢inde bulunan benzen ve
diger karsinojenik kimyasallara bagli olarak miyeloid 16semi riski daha yiiksektir (Kern

2004, http://www.cancer.org, 2011).

2.1.2 insidans

Tiim kanserlerin yaklasik %3’iinii temsil eden losemiler nadir goriilen hastaliklar
olmalarina karsin, kanser sagkalim istatistikleri iizerinde oldukc¢a Onemli bir etkiye
sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yaklasik 259,889 kisinin 16semi tanisi
ile takip edildigi veya tedavi sonrasi remisyonda oldugu tahmin edilmektedir. Amerikan
Kanser Dernegi’nin verilerine gére 2010 yilinda yaklasik 43,050 kisiye 16semi teshisi
konmus ve 21,840 vaka (12,660 erkek, 9,180 kadin) oliimle sonu¢lanmistir. 2010
yilinda ABD’de kanser nedenli 6liimler arasinda 16semi erkeklerde altinci kadinlarda ise
yedinci sirada yer almigtir (http://www .leukemia-lymphoma.org,2011,

http://www.cancer.org, 2011 ).

Kronik losemiler (19,860 vaka) akut losemilere (17,660 vaka) oranla daha sik
gozlenmektedir. Losemi tanisi alan yetiskinlerin sayisi, 16semi teshisi konulan
cocuklarin sayisindan 10 kat daha fazladir. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen malignite

ALL’dir. ALL, 0-19 yas arast ¢ocuklarda goriilen 16semi vakalarinin yaklasik % 74’
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tinli olusturur. Yetigkinlerde en sik rastlanan 16semi ¢esitleri ise AML ve KLL’dir.
AML ve KML goriilme sikhi§i 55 yas ve iizeri vakalarda oldukga yiiksektir.
(http://www.leukemialymphoma.org, 2011, http://www.cancer.org, 2011 ).

Hastaligin insidansi irka ve cinse bagli olarak da degisim gosterir. Losemiye erkeklerde
ve beyaz wrkta (12,9/100 000) daha sik rastlanirken, Kizilderili/Alaska yerlileri
(6.5/100 000), Asyali ve Pasifik adalilarda (7.2/100 000) I6seminin goriilme siklig
diisiiktiir. Cocuklarda 16semi en sik 20 yasin altindaki Ispanyollarda goériilmektedir.
Bunun disinda Kizilderili, Alaska yerlileri, Asyali, Pasifik adali ve beyaz irk
populasyonlarinda da, Afrika kokenli Amerikalilara oranla ¢ocukluk ¢agi 16semilerine

sik rastlanmaktadir (http://www.leukemia-lymphoma.org, 2011).

Saglik Sigortasi Bilgi Merkezi -SAGMER, Bona Finans ve ODTU ile ortaklasa yapilan
ve Tiirkiye’nin 6liim ve hastalik haritasinin ¢ikartilmasi amaciyla baslatilan Mortalite-
Morbalite ¢alismasinin verilerine gore Tirkiye genelinde Sosyal Giivenlik Kurumu
(SGK) semsiyesi altinda 2008 yilinda Losemi nedeniyle saglik kuruluslarina bagvuran
toplam kisi sayis1 20,825°dir. Tiirkiye’de de 16semi erkeklerde daha sik gézlenmektedir.
SGK’ya bagl olarak saglik kuruluslarina 16semi nedeniyle bagvuran kisilerin % 77’sini
21 yas iizerindeki yetigkinler olusturmaktadir. Losemi nedeniyle saglik kuruluslarina
basvuran kisilerin yas ortalamalarina bagli olarak, tilkemizdeki belli baslh iller
karsilagtirildiginda, yas ortalamasi en diisiik olan ilin Antalya ve Adana, en yiiksek olan
ilin ise Tekirdag oldugu saptanmistir. Losemi nedenli 6liimlerin en sik gorildigii il %3
ile Trabzon’dur. Trabzon’da 6zellikle 84 yas iizerindeki erkeklerde 16semi sik goriiliir.

(www.sagmer.org.tr, 2011)

2.1.3 Patogenez

Losemiye yol acan neoplastik transformasyonun mekanizmast heniiz anlagilmis
degildir. Ancak, l6seminin temelde bir DNA lezyonu sonucu gelistigi kabul edilir.
Kromozomlardaki yeniden diizenlenmeler, translokasyonlar, delesyonlar, gen
amplifikasyonu ve nokta mutasyonlar1 gibi sitogenetik degisiklikler, normal hiicrenin

farklilasma ve proliferasyonunun diizenlenmesinde Onemli islevleri olan genlerin
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malign karakter kazanmasina yol agabilir. Bu durum hematopoezin gelisiminin ve
regiilasyonunun bozulmasina neden olur. Kan hiicreleri kemik iligindeki pluripotent ve
“committed” (belirli bir hiicre dizisinin yapimina ydnlenmis) hematopoetik kok
hiicrelerinden tiirerler. Losemik transformasyon herhangi bir farklilagma diizeyindeki
hiicrede kendini gosterebilir. Baz1 vakalarda 16semik transformasyon pluripotent kdk
hiicre diizeyinde meydana gelirken, baz1 vakalarda progenitor hiicre diizeyinde meydana

gelir (Pekgelen vd. 2003).

2.1.4 Klinik belirti ve bulgular

Losemi hiicrelerinin kemik iligi ve diger organlarda birikimi sonucu hastaligin klinik
belirtileri ortaya cikar. Oncelikle kemik iligi kendi dokusu icinde gogalan bu habis
hiicrelerin varligindan zarar goriir ve gorevini yapamaz. Boylece kan pihtilasmasinda
rol oynayan trombositler ve enfeksiyonlara karst savunmada rol oynayan lokositlerin
sayist azalmaya baslar. Trombosit sayisindaki diisiis I6semi hastalarinda zedelenmelerin
ve kanamalarin yogun goriilmesine yol acarken, 16kosit sayisindaki diisiis hastalarda
yiiksek ates ve kolay enfeksiyon goriilmesine neden olur. Savunma mekanizmasi
zayiflar. Ileri asamalarda kirmizi kan hiicresi eksikligi anemiye ve buna bagl olarak,
halsizlige, nefes darligina, kolay yorulmaya neden olur. Bunun disinda kilo
kaybi, digetlerinde siskinlik ve eklem agrilar goriilebilir.
(Pekgelen vd. 2003, http://www.thd.org.tr, 2011)

2.2 Akut Losemiler

Akut 16semiler olgunlagsma ve farklilasma 6zelligini yitirmis miyeloid ya da lenfoid dizi
hiicrelerinin kontrolsiiz cogalmasiyla karakterize bir hastalik grubudur. Losemi tek bir
miyeloid ya da lenfoid progenitor hiicrenin habis transformasyona ugramasi ve bu
transforme hiicrenin ¢ogalarak gittik¢e biiyliyen bir klon olusturmasi sonucu gelisir.
Akut 16semi hiicrelerinin temel karakteristik niteligi farklilasma yetenegini kaybetmis
olmalaridir. Bu hiicrelerin olgunlagmasi AML’de miyeloblast ya da promiyelosit, ALL’
de lenfoblast diizeyinde kalmistir. Gerek diferansiyasyon bozuklugu, gerekse asiri

proliferasyon sonucu ldsemi hiicreleri kemik iliginde birikir. Losemi hiicrelerinin kemik
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iligini istila etmesi sonucu normal kan hiicrelerinin (eritrosit, graniilosit ve trombosit)
iretimi engellenir ve buna bagli olarak gelisen anemi, infeksiyon ve kanamalar
hastaligin ana belirti ve bulgularini olustururlar. Oncelikle kemik iliginde prolifere olan
16semi hiicreleri daha sonra c¢evre kanina gecer ve diger dokulari infiltre eder. Akut
16semilerin her iki tipi de tedavi edilmezse kisa siirede 6liimle sonuglanan hastaliklardir

(Pekgelen vd. 2003, Kern 2004).

2.3 Akut Miyeloid Losemi

Akut miyeloid 16semi (AML), hematopoez siirecinde olgun kan hiicrelerine farklilagan
miyeloid kokenli 6ncii kan hiicrelerinin, farklilagsma yeteneklerini kaybederek klonal
cogalan neoplastik hiicrelere doniigiimleri ile karakterizedir. Hastalik siirecinde
olgunlasmamis (blastik) miyeloid kokenli hiicreler kemik iligi, ¢cevre kani1 ve diger
dokularda birikir. Losemi hiicrelerinin kemik iligini istila etmesi sonucu normal kan
hiicrelerinin {iiretimi engellenir. Hastalik tedavi edilmedigi takdirde oliimciildiir

(Pekgelen vd. 2003, Shipley ve Butera 2009).

2.3.1 insidans

Amerikan Kanser Dernegi’nin verilerine gore ABD’de 2010 yilinda yaklasik 12,330
kisiye AML teshisi konmus ve 8,950 vaka oOliimle sonuglanmistir. Her yasta
rastlanabilen bir 16semi tipi olan AML daha ¢ok eriskinlerde goriiliir. Hastaligin
insidans1 yasla birlikte artar. AML’ye 40 yas Oncesi yetiskinlerde nadir rastlanirken
hastaliga yakalanma ortalama yas1 yaklasik 67°dir. Erkeklerde daha sik goriiliir.
(http://www.leukemia-lymphoma.org, 2011, http://www.cancer.org, 2011).



2.3.2 AML’nin smiflandirilmasi

Akut miyeloid 16semi oldukca heterojen bir hastaliktir. AML, graniilositik, eritroid,
megakaryositer veya monositer serilerin herhangi birinden kaynaklanabilecegi gibi
karma farklilasma da (hem graniilositik hem de monositik) gosterebilir. AML’de kritik
ayrim de novo ile sekonder AML arasindadir. De novo (primer) AML daha once
hematolojik hastaligi olmayan hastalarda goriiliir. Bu hastalar daha genctir, tedaviye
yanit ve sagkalim oranlar1 daha iyidir. Karakteristik olarak resiprokal translokasyonlar
goriiliir. Sekonder AML ise daha Onceden myelodisplastik sendrom veya kronik
myeloproliferatif hastalik gibi hematolojik hastalig1 olanlarda veya bir bagska malignite
icin kemoterapi almis kisilerde goriiliir. Sekonder AML genelde bir ileri yas
hastaligidir. Tedaviye yanit ve prognoz kotiidiir. Sitogenetik incelemede resiprokal

anomalilerden ¢ok sayisal kromozomal bozukluklar dikkat ¢eker (Kern 2004).

AML smiflandirmasinda ikinci bir kritik nokta da akut promiyelositer 16seminin (APL)
diger alttiplerden ayrimimin yapilmasidir. Cilinkii APL i¢in 6zgiin bir tedavi yontemi

vardir. Diger tiim alttipler benzer sekilde tedavi edilmektedir (Kern 2004).

French American British (FAB) siniflamasi

AML’nin standart siniflamasi, olgunlagsma derecesi ve seri farklilagmasimna dayali
tanimlanmig 8 alttipten olusan French American British (FAB) siniflamasidir
(Cizelge 2.1). FAB simniflamasi biiyiik 6l¢iide standart morfoloji ve basit sitokimyasal
boya yontemlerine dayanir ancak AML i¢in prognostik Onemi olan sitogenetik
anomaliler, displastik degisimlerin varlig1 veya daha 6nce kemoterapi gérmiis olmak
gibi faktorler géz Oniine alinmaz. FAB sisteminde AML tanisi i¢in temel kriter kemik
iligindeki hiicrelerin en az % 30’unun myeloblastlardan olusmasidir. FAB alttipleri
arasinda bazi klinik farkliliklar vardir. Ayrica belli FAB alttipleri ile bazi1 tekrarlayan
kromozomal translokasyonlar arasinda da iliski gosterilmistir. Ancak FAB

siniflamasinin prognostik degeri sinirlidir (Kern 2004).



Cizelge 2.1 Akut miyeloid 16semide FAB siiflamasi (Kern 2004)

ALT TiP OZELLIKLER YORUM
MO: Minumum farklilagsma Blastlarin <%3’tinde MPO AML’lerin % 5-10’udur;
veya SB pozitiftir ancak akim morfolojik olarak ALL’ye

gosteren AML

sitometrisinde miyeloid antijen
ekspresyonu vardir.

benzer; AUER cisimcikleri ve
lenfoid antijen ekspresyonu
olmamalidir.

M1: Olgunlagma gostermeyen
AML

Miyeloid hiicrelerin >%90’1
blastik hiicrelerden olusur ;
blastlarin >%3’ii MPO ve SB
ile boyanir.

AML’lerin %10-20’sini
olusturur.

M2: Olgunlagma gosteren AML

Miyeloid hiicrelerin >%10’u
promiyelosit diizeyi veya daha geg
evrede olgunlagmistir. Myeloblastlarin
orani >%30’dur.

AML’nin % 30-451n1 olusturur.
t(8;21) olgularin %25’inde
goriiliir.

M3: Akut promiyelositer
Losemi (APL)

* Hipergraniiler varyant
* Mikrograniiler varyant

Hipergraniiler (%75): biiyiik stoplazmik
graniiller, promiyelositler baskindir.
Mikrograniiller (%25): kiiciik graniilleri
ve katlanmis ¢ekirdekleri olan
promiyelositler baskindir.

AML’lerin % 5-10’unu
olusturur.

17. kromozom
tizerindeki RAR-alfa
ile iligkilendirilir.

M4: akut miyelomonositik
16semi (AMML)

Alt tip: Ilikte anormal
eozinofillerin bulundugu
AMML (M4Eo)

Cevresel kanda monositoz;
Kemik iligi hiicrelerinin >%20’si
monositik hiicrelerden olusur
-M4Eo: kemik iliginde biiyiik
bazofilik graniillii anormal
eozinofiller bulunur.

AML’lerin % 15-25’ini
olusturur.

-M4Eo varyanti inv(16)

veya t(16;16) ile
iliskilendirilmistir.
AML-M#’lerin yaklasik %15-
30’unu olusturur.

MS5: Akut monositik 16semi
e M5SA
* M5B

MS5A: K1 hiicrelerinin >%80’i
monoblastlardan olugsmustur.

M5B: Promonositler 6n plandadir.

-M5A, AML’lerin % 5-8’ini
olusturur. Geng eriskinlerde
daha sik rastlanir.

-M5B, AML’lerin % 5-

6’sin1 olusturur. Daha ¢ok ileri
yaslarda goriiliir.

M6: Akut eritrolésemi

Ki hiicrelerinin >%50’si eritroid
onciillerden ve noneritroid hiicrelerin
>30’u miyeloblastlardan olusur.

AML’lerin %5’ini olusturur.
fleri yas hastalarda daha siktir.

M7: Akut megakaryositik 16semi

Miyeloblastlarin >%50’si akim sitometri
incelemesinde megakaryositik antijenleri
ifade eder.

AML’lerin % 8-10"unu
olusturur; tan1 i¢in akim
sitometrik inceleme gerekir.

(MPO: miyeloperoksidaz, SB: Sudan Black, Ki: kemik iligi [MPO ve SB blastik hiicrelerin birbirinden
ayrilmasinda kullanilan sitokimyasal boyalardir] ) (Kern 2004).




Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) simiflamasi

Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) siniflamasi (Cizelge 2.2) prognostik ve tedaviye

yonelik anlami olan translokasyonlarin varligina gére AML’leri ayirir. Ayni sekilde bu

siniflamada myelodisplastik sendromlarin varligi ve daha Once kemoterapi gormiis

olmak (tedaviye bagli AML) gibi faktorler de dikkate alinmaktadir.

WHO smiflamasinin FAB’dan 6nemli bir farki FAB’da % 30 olan kemik iligindeki

blastik infiltrasyon oranmmin bu smiflamada % 20’ye indirilmis olmasidir. FAB

siniflamasinda kemik iligindeki myeloblast sayis1 % 20-30 arasinda olan olgular

myelodisplastik sendrom olarak adlandirilmistir. WHO siniflamasinda bu olgular AML

tanist almaktadir (Kern 2004).

Cizelge 2.2 Akut miyeloid 16semide WHO siniflamasi (Kern 2004).

Akut Miyeloid Lésemi

1. Tekrarlayan Genetik Anomalilerle Seyreden AML

- 1(8;21)(q22:;q922); (AML1/ETO) iliskili AML. Iyi prognoz

- Akut promiyelositer 16semi (t(15;17)(q22;q11-12) iliskili AML ve varyantlari;PML/RARa) . Iyi prognoz

-Ilikte anormal eozinofillerle karakterize AML (inv(16)(p13;q22) veya t(16;16)(p13;q11); CBFB/MYHI11). Iyi
prognoz

- 11923 (MLL) anomalileriyle ile iliskili AML. Kétii prognoz

2. Coklu dizi displazisi gosteren AML: Genellikle kotii prognozludur
- Oncesinde MDS olan AML
- Oncesinde MDS olmayan AML

3. Ilaca bagh AML ve MDS (myelodisplastik sendrom): Genellikle kétii prognozludur
- Alkilleyici ajanlarla iliskili
- Epipodofillotoksin iliskili

4.Diger tipler

- Baska tiirlii kategorize edilemeyen AML ~
- Minimal farklilagma gosteren AML

- Olgunlagma gostermeyen AML

- Olgunlasma gdsteren AML

- Akut miyelomonositik 16semi

- Akut monositik 16semi

- Akut eritroid 16semi

- Akut megakaryositik 16semi

- Akut bazofilik 16semi

- Miyelofibrozla giden akut panmiyeloz

" Sitogenetik/molekiiler analiz yapilamiyorsa veya normal bulunursa bu kategori kullamilabilir
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2.3.3 AML’de molekiiler genetik ve prognoz

AML olgularinin ¢ogu, hematopoetik progenitdr hiicrelerde meydana gelen sporadik
mutasyonlar sonucu gelismektedir. AML’nin molekiiler genetigi ve molekiiler biyolojisi
ile ilgili olarak yapilan arastirmalar sonucunda 100’den fazla genetik anomalinin ve
cesitli genlerdeki mutasyonlarin hastalifin patogenezinde rol oynadigi ortaya
konmustur. Ancak AML patogenezinde rol alan genetik degisimlerin her birinin hastalik
tizerindeki etkisi tam anlamiyla anlagilabilmis degildir. Ciinkii AML’ nin biyolojisi ve
AML hastalarinin tedaviye verdikleri yanit tek bir mutasyon tarafindan degil bir
kombinasyon tarafindan belirlenir. Bu durum AML’nin fenotipik oldugu kadar
genotipik olarak da heterojenite gosteren kompleks bir hastalik oldugunun gostergesidir

(Avivi ve Rowe 2004, Frohling vd. 2005, Ferrara vd. 2008, Ozbek 2009).

Losemilerin molekiiler genetigi tekrarlayici kromozom anomalilerinin bu hastalikta
tanimlanmalar1  ile  baslamistir. Normal kan hiicrelerinin  olusumunda ve
homeostazisinde gorev alan genlerin translokasyonlar sonucunda bir araya gelerek
onkogenik 6zellikli bir fiizyon geni olusturabildigi ve meydana gelen fiizyon genlerinin
anormal protein Uriinlerinin oncii kan hiicrelerinde proliferasyon, farklilagma veya
apoptozis siirecinde probleme neden oldugu ortaya konmustur. Ayrica kromozomal
anomaliler sonucunda gergeklesen karsiliklt yer degisim bir taraftaki genin
fonksiyonunun artarak onkogenik 6zellik kazanmasina ya da mevcut olan baskilayici
Ozelligini kaybederek hiicreyi lokomogenez (16semi gelisimi) siirecine sokacak
kazanimlara karst engelleyememesine neden olabilir. Translokasyonlar sonucu
fonksiyonu degisen/bozulan genlerin incelenmesi hematopoetik hiicrelerin ana kontrol
yollarinin tespitini ve bozulduklarinda I6komogeneze nasil yol agtiklarinin anlasilmasini
saglamistir. Ayrica olgularin yiiksek bir boliimiinde gozlenen cesitli genlerdeki nokta
mutasyonlart da I6komogeneze katkida bulunmaktadir. Bunlar arasinda FLT3 ve KIT
gibi reseptdr tirozin kinaz genlerindeki ya da RAS gen ailesinde meydana gelen aktive
edici mutasyonlar sayilabilir. Ayrica, AMLI1, CEBPalfa, GATA1l gibi g¢esitli
hematopoetik transkripsiyon faktorlerinin ve niikleolar bir fosfoprotein olan NPM’nin
fonksiyonlarini bozucu nokta mutasyonlar1 da AML etiyolojisine katkida bulunan

genetik degisimlerdendir (Ozbek 2009).
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Hastanin sitogenetik 6zelliklerinin veya tasidigi molekiiler alterasyonlardan bazilarinin
hastanin yasiyla birlikte degerlendirmeye alindiginda hastaligin takibi, niiks 6ngoriisii
ve uygun tedavi seciminde kullanilabilecek nitelikte olan uygun parametreler oldugu
belirlenmigtir (Ferrara vd. 2008). Non random (tesadiifi olmayan, daha once
tanimlanmig) klonal kromozomal anomaliler (6rn. Dengeli translokasyonlar,
inversiyonlar, delesyonlar, monozomiler ve trizomiler) AML’li yetiskinlerin yaklasik
% 55’inde 10semik blastlarda goriilen degisimlerdir (Frohling vd. 2005). S6z konusu
degisimler ge¢mis yillarda tam remisyonun gergeklesmesi, niiks riskinin belirlenmesi ve
ortalama yasam stiresi iizerinde etkili olan en Onemli prognostik faktorler olarak
tanimlanmistir. Ornegin, AML’de t(8;21) translokasyonu ya da inv(16) varlig1 iyi
prognozlu hastalar1 tanimlarken, t(9;22) translokasyon varligi kotii gidisli hastalikla
iligkilendirilmistir. Ayrica 60 yas {istii hastalar genellikle kotli prognozlu hastalardir ve
s6z konusu hastalarda  gozlenen kotii klinik seyir, koti prognozla iliskilenen
kromozomal anomalilerin  yiikksek  goriilme  sikligindan  kaynaklanmaktadir
(Avivi ve Rowe 2004, Déhner ve Dohner 2008, Ozbek 2009). Bu nedenle tedavi
oncesinde karyotip analizinin yapilmasi klinik seyrin dngoriilmesi agisindan oldukca
onemlidir. Ayrica belirli sitogenetik altgruplara uygulanan diferansiyel tedavi iyi
prognozun saglanmasma Onemli oOl¢lide katki saglamaktadir. Sonu¢ olarak akut
l6semilerde tani ve prognoz tahmini agisindan olduk¢a 6nemli ve gerekli olan
sitogenetik analizler AML’nin rutin tanisinda vazgegilmez bir yontem haline gelmistir
(Frohling vd. 2005, Ferrara vd. 2008). Ancak yapilan sitogenetik analizler sonucunda
AML vakalarinin yaklagik %45’inin kromozomal anomalilerden yoksun oldugu ortaya
konmus ve normal karyotipli vakalar “intermediate” (orta) prognozla iliskilendirilmistir
(Frohling vd. 2005). Fakat normal karyotipli AML vakalar1 aym risk grubuna dahil
edilmelerine karsin, bu hastalarin tedaviye verdikleri yanitin farkli oldugu ve bunlarin
yalmzca % 40’ uzun doénem sag kaliminin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Bu
durumun normal karyotipli vakalarda goriilen gen ekspresyonunun ve gen
mutasyonlariin ¢esitliliginden kaynaklandigi 6ne siirtilmiistiir. Son yillarda birtakim
gen mutasyonlar1 ve bunlarin yani sira kisitlanmis gen ekspresyonlari normal karyotipli
AML hastalarinda tanimlanmis olup s6z konusu mutasyonlarin bazilar1 ayiric
prognostik ve klinik ozelliklerle iligkilendirilmistir. Bu durum normal karyotip iceren

AML vakalariin biiyiik cogunlugunda prognostik agidan muazzam bir heterojeniteye
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isaret eder. Bu baglamda s6z konusu gen mutasyonlarinin karakterizasyonu, hastalarin
prognozlarinin  takibi, niiks Ongoriisii ve uygun tedavi se¢imi agisindan oldukca

onemlidir (Ddhner ve Déhner 2008, Shipley ve Butera 2009, Ozbek 2009).

AML’nin giincel tedavisi ile 60 yas alt1 hastalarin yaklagik % 80’inin tam remisyonu
saglanabilmektedir. Ancak yiiksek orandaki hasta grubunda ilk 4 yilda ciddi oranda
16semi niiksii goriilmekte ve hastalik 6liimle sonuglanmaktadir. Loseminin genetik
profili, hastanin yas1 gbz onilinde bulundurularak degerlendirildiginde bugiin i¢in en
onemli tedavi yanit kriteridir. Ornegin, iyi prognostik genetik profili olan olgularin tam
remisyona girme sanslar1 % 90 ve sonrasinda hastaliksiz sag kalimlar1 % 70 iken, ayni
yas grubunda kotli prognostik genetik profili olan olgular i¢in tam remisyon orani % 60
ve niiks olasilig1 ise % 70’dir. Benzer olarak 60 yas iistii hastalarin tedaviye tam yanit
orant % 50 ve 4 yillik sag kalim olasiliklar1 ise % 10 civarindadir. Bu nedenle hastanin
prognostik genetik profilinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir ve bu baglamda hastanin
genetik profilini belirleyebilecek nitelikte uygun molekiiler belirteclere ihtiya¢ vardir
(Shipley ve Butera 2009, Ozbek 2009).

2.4 Niikleofosmin ve Kanser

Niikleofosmin (NPM), B23, NO38 ve numatrin olarak da bilinen, niikleolar bir
fosfoproteindir ve niikleolusun graniiler bélgesinde yiiksek oranda ifade edilir. Niikleer
saperonlarin niikleoplazmin/niikleofosmin ailesine dahil olan protein yliksek oranda
korunmustur. Niikleofosmin fonksiyonlar1 ve interaksiyonlari iizerine yapilmis olan ¢ok
sayida caligma proteinin proliferatif ve biiyiime baskilayici roliine isaret etmektedir.
Canlilik i¢in temel bir protein olan niikleofosmini kodlayan NPMI geninin
inaktivasyonu fare germ hattinda orta-gestasyonda embriyonik Oliime neden olan
gelisimsel bozukluklara yol acar. Insanlarda ise NPM’nin direkt olarak kanser
patogenezi ile iligkilendigi rapor edilmistir. Kolon tiimorleri, karaciger tiimorleri, mide
timorleri, yumurtalik tiimorleri ve prostat tiimorlerini de kapsayan ¢ok sayida histolojik
orjinli solid tiimérde NPM’nin yliksek ekspresyonu séz konusudur. Ayrica NPM1
hematopoetik tiimorlerde genetik degisimlere en sik maruz kalan genlerden biridir.

Cesitli hematolojik malignitelerde NPM1 lokusunun kaybi veya NPM’de fonksiyon
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kaybina neden olan translokasyonlarin varligi bildirilmistir. NPMI, onkologlar
tarafindan gesitli kromozomal translokasyonlar i¢in partner gen olarak tanimlanmistir.
S6z konusu kromozomal translokasyonlar onkogenik fiizyon proteinlerinin olugumu ile
sonuglanir. t(2;5) translokasyonu sonucu anaplastik biiylik hiicreli lenfoma (ALCL) da
goriilen NPM-anaplastik lenfoma kinaz (4LK) iirlint, t(5;17) translokasyonu sonucu
akut promiyelositik 16semi (APL) de goriillen NPM-RARo:. {iriini, t(3;5) translokasyonu
sonucu AML’de ve myelodisplastik sendrom (MDS) da goriilen NPM-MLF {irlinii
olusur. Ayrica de novo MDS hastalarinda ve bazi solid tiimorlerde NPM1’in lokalize
oldugu kromozom bdlgesinin delesyonu s6z konusuyken, tedaviye baghh MDS
(sitotoksik kemoterapi ve/veya radyoterapi sonrasinda tedaviye bagli olarak gelisen
MDS tipi) hastalarinda kromozom 5’in kaybi goriiliir. Hematopoetik malignitelerde
NPM]1 geni ile ilgili olarak tanimlanan ikinci genetik olay ise AML hastalarinda
goriillen NPMI gen mutasyonlaridir (Cizelge 2.3) NPMI geninin 12. ekzonunda
meydana gelen AML spesifik mutasyonlar Falini ve arkadaglar1 tarafindan 2005 yilinda
yapilan ¢alisma sonucunda tanimlanmistir. S6z konusu mutasyonlarin 18semik
blastlarda NPM’nin anormal sitoplazmik yerlesimi (NPMc+) ile sonuglandigi rapor
edilmistir. Bu mutasyonlar AML vakalarinda en sik rastlanan genetik anomalilerdir.
Tiim yetiskin AML vakalarinin yaklasik %35’inde NPMI gen mutasyonlarina
rastlanirken, s6z konusu mutasyonlar1 tastyan AML vakalarinin %60’imdan fazlasi
normal karyotipe sahiptir. NPMI mutasyonunu tagiyan tim vakalarda total NPM
miktarinin, gen dozajinin (bir genin ekspresyonunun kantitatif  Sl¢iisii)
rediiklenmesinden dolay1 azaldigr goriilmiistir. NPM fonksiyon kaybinin, mutant
proteinlerin yaban tip proteinler iizerindeki potansiyel negatif etkisi nedeniyle de arttig1
diisiiniilmektedir (Naoe vd. 2006, Lim ve Wang 2006, Grisendi vd. 2006, Falini vd.
2007b, Lindstrom 2011).
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Cizelge 2.3 Niikleofosmin ve kanser patogenezi (Grisendi vd. 2006)

Alterasyon Malignite Mutant Uriin

Yiiksek ekspresyon Cesitli histolojik orjinli tiimorler Proteinin artan ifadesi
(Kolon , karaciger, mide, yumurtalk
ve prostat tiimorleri gibi)

Dengeli Translokasyonlar

t(5;17)(q35;q12) APL NPM-RARa
t(2;5)(p23;q35) ALCL NPM-ALK
t(3;5)(q25;935) MDS ve AML NPM-MLF1
Gen mutasyonlari AML (ozellikle normal karyotipli NPMc+ sitoplazmik mutant
vakalarda olmak iizere, cogunlukla
(ekzon 12) FAB-M4 ve FAB-MS5 alttiplerinde)
Delesyon (-5q35, -5) MDS (de novo, tedavi iliskili), AML
ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri

(ALCL, anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma; ALK, anaplastik lenfoma kinaz; AML,akut miyeloid 16semi;
APL, akut promyelositik 16semi; FAB, 16seminin Fransiz-Amerikan-Ingiliz siniflandirmasi; MDS,
myelodisplastik sendrom; MLF1, myelodisplazi/miyeloid 16semi faktor 1; NPM, niikleofosmin; RAR,
retinoik asit reseptorii)

2.5 NPM1 Geni ve Niikleofosmin Proteininin Yapisi

Insanda kanser gelisimi ile direkt olarak iliskilendirilen NPM proteini NPMI geni
tarafindan kodlanir. NPM1 geni insanlar, kemirgenler, tavuklar ve baliklar arasinda
yiiksek oranda korunmus olup 12 ekzon igerir ve insanlarda 5q35 bolgesinde lokalize

olur. NPM proteini 2 alternatif izoforma sahiptir (Lindstrom 2011):

1. Tiim dokularda en sik rastlanan izoform olan, B23.1, 294 aminoasit icerir. B23.1
temel olarak niikleolusda lokalize olurken, proteinin ¢ok az bir kismi sentrozomlarda
bulunur (Falini vd. 2007b). Yalnizca B23.1 de bulunan C-terminal bolgesi niikleolar
lokalizasyon igin esastir (Okuwaki 2007).

2. B23.2 kesimlenmis bir proteindir ve B23.1 izoformunun C terminalinde bulunan son

35 aminoasiti icermez. Cok diisiik seviyelerde ifade edilir (Falini vd. 2007b).
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Niikleofosmin multifonksiyonel bir proteindir ve ¢oklu biyokimyasal fonksiyonlarmin
gerektirdigi sekilde 6zellesmis bolgelere sahiptir. Proteinin korunmus olan N-terminal
kismi, molekiiliin oligomerizasyon ve saperon aktivitesini diizenleyen hidrofobik bir
bolgeye sahiptir. Dinlenme halindeki hiicrelerde proteinin %95’inden fazlast bir
oligomer olarak bulunur ve NPM saperon aktivitesi i¢in oligomer formasyonuna ihtiyag
duyar. Bu bodlgede meydana gelen bir delesyon sonucunda proteinin saperon
aktivitesinin neredeyse tamamen ortadan kalktigi gozlenmistir. Ayrica NPM’nin
oligomerizasyon domaini in vivo kosullarda bir timor baskilayici protein olan ARF
proteininin baglanmasi i¢in de kritik olan korunmus bir motif igerir. Proteinin ortasinda
yer alan iki asidik kisim histon baglanmasi, dolayisiyla da histon saperon aktivitesi i¢in
esastir. Asidik parcalarin proteinden ayrilmasi histon saperon aktivitesinin biiyiik dlciide
rediiklenmesine neden olur. Proteinin orta kisminda yeralan asidik parcalar arasindaki
segment NPM’nin riboniikleaz aktivitesi i¢in gerekli bir bolgedir. Proteinin C terminal
kismi niikleik asit baglanma aktivitesinden sorumludur. C terminalinde bulunan ntikleik
asit baglanma segmentinin her iki ucunda yer alan aromatik ve bazik bolgeler s6z
konusu aktivite i¢in 6nemlidir. Ayrica proteinin C terminal kismi, kisa bir aromatik
bolge igerir. S6z konusu aromatik bolge 288. ve 290. pozisyonda iki adet triptofan
bulundurur. Bu aromatik bolge, proteinin biliyiik ¢ogunlugunun, niikleolusda lokalize
olmasi agisindan onemlidir ve bu nedenle niikleolar lokalizasyon sinyali (NoLS) olarak
adlandirilir. B23.1 ayrica bipartite (¢ift tarafl) niikleer lokalizasyon sinyali ve 18sin
zengini niikleer eksport sinyal (NES) motifleri ve c¢esitli fosforilasyon kisimlar1 igerir.
NPM’nin niikleolusa ve diger cekirdek i¢i kompartmanlara baglanmasini diizenleyen
fosforilasyon kisimlar1 mevcuttur. Fosforilasyon, NPM’nin niikleolus ve niikleoplazma
arasinda taginmasini (ribozom biyogenezine katilan niikleolar komponentlerin ortak
ozelligi) indiiklerken, gerekli olan bazi durumlarda, diger niikleolar komponentlere karsi
olan ilgisini indirger. Bipartit niikleolar lokalizasyon sinyali (NLS) ve niikleer eksport
sinyal (NES) motifleri de NPM’nin niikleositoplazmik trafigini diizenler (Herrera vd.
1995, Hingorani vd. 2000, Falini vd. 2007a, Sekil 2.1, Falini vd. 2007b).

NPM izoformlari, hiicrei¢i dagilimda farkli paternlere sahiptir. B23.1 niikleolusun,
olgunlasan pre-ribozomal partikiilleri i¢eren, graniiler komponentinde bulunurken, daha
nadir goriilen B23.2 izoformu cogunlukla niikleoplazma da lokalize olur. B23.1’in
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niikleolusdaki lokalizasyonu niikleik asit baglanma domaini sayesinde gergeklesir

(Falini vd. 2007b).
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Sekil 2.1 NPMI’in yapisal ve fonksiyonel domainleri (Falini vd. 2007a)

NES: Niikleer eksport sinyali, MB: metal baglanma bolgesi, NLS: niikleer lokalizasyon sinyali
NoLS: niikleolar lokalizasyon sinyali

2.6 Niikleofosmin Proteininin Fonksiyonlar:

2.6.1 Ribozom biyogenezi

Ribozomlarin yapilanmasi niikleolusda gerceklesir. Niikleolus, denetimli ve yeterli
rRNA sentezi ve iglenmesi ile ribozomal alt birim yapilanmas1 gereksinimini karsilayan
bir ribozom fabrikasi olarak c¢alisir. Ribozomlarin yapilanmasi, ribozomal onciil RNA
ile ribozomal proteinlerin ve 5S rRNA’nin bir araya gelmesini gerektirir (Cooper ve
Hausman 2006). NPM, ribozom biyogenezinde anahtar bir rol iistlenir. Ribozom
komponentlerinin niikleustan sitoplazmaya tasinmasi ic¢in gerekli olan eksport
sinyallerini ve saperon aktivitesini saglar. Ayrica RNAz aktivitesi, niikleus ve
sitoplazma arasinda tasinabilmesi, ve niikleik asitlere baglanabilme ozelligi ile de

ribozom biyogenezine katkida bulunur (Falini vd. 2007a).

Yapilan caligmalar sonunda, NPM’nin 45S oncii rRNA’min  belirli bolgelerinde
riboniikleaz aktivitesi gosterdigi ortaya konmugstur. Niikleofosmin pre-rRNA’da bulunan
ITS2 dahilinde endoniikleotik olarak kesim yapar. 5.8S rRNA’nin 3’-ucunun yaklagik
250 niikleotid asagisinda bulunan bir bolge i¢inde enzimin kesim yaptig1 goriiliirken,
diger dizilerde 6zgiin NPM kesimlerine rastlanmamistir. Ancak NPM’nin kesim

yapacag diziyi nasil tanidig1 tam olarak bilinmemektedir (Savkur ve Olson 1998).
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NPM ribozomal proteinlerden biri olan S9 ile interaksiyona girerek S9’un ribozomal
yapilanmaya dahil olmadig1i zamanlarda niikleolusda yerlesimini ve depolanmasini
saglayarak ribozom biyogenezine katkida bulunur. Normal sartlar altinda S9’un énemli
bir kismi metabolik olarak stabildir. Ancak hiicrede ribozom biyogenezi
durduruldugunda yeni sentezlenen S9 proteinleri stabil halde kalamaz. Bu durumda
NPM ile interaksiyonu S9’u stabil kilar. Memelilerde S9 proteininin gorevi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bakteri ve mayalarda yapilan caligmalar sonucunda S9
proteinin ribozom biyogenezi ve olgun ribozom fonksiyonlart i¢in 6nemli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica S9 normal hiicre bdliinmesi ve proliferasyonu i¢in de oldukca
onemlidir. Ciinkii S9 seviyelerindeki azalma protein sentezinin diismesiyle sonuglanir.
Protein sentezindeki diisiis sonucunda hiicre dongiisii G1 evresinde durdurulur ve p21

seviyeleri yiikselir. (Lindstréom ve Zhang 2008).

Ayrica NPM, 5S rRNA’nin niikleolusa taginmasinda ve sitozole tasinmasinda aracilik
eden bir saperon olan ribozomal L5 proteini ile interaksiyona girerek, Crm-1 bagiml bir
mekanizma ile L5/5S ribozomal RNA alt iinite kompleksinin niikleer eksportuna
aracilik eder. Aslinda L5’i de kapsayan ¢ok sayida ribozom komponenti kendi NES
motiflerini kodlar. Ancak tek bir NES’in CRMI1 ile girdigi interaksiyon zayiftir ve
L5/5S kompleksinin sitozole c¢ikist i¢in ek NES motiflerine ihtiya¢ duyulur. Bu
durumda NPM’nin L5/5S rRNA kompleksinin sitozole transportu ic¢in gerekli olan ek
niikleer eksport sinyallerini sagladigi ve bu nedenle kompleksin sitozole tasinmasinin

NPM araciligiyla gergeklestigi diistiniiliir (Yu vd. 2006).

Bir proteinin dogru li¢ boyutlu yapiya ulagmasi i¢in gerekli bilgi aminoasit dizisinden
saglaniyor olsa da, proteinlerin hiicre i¢indeki dogru katlanmasi baska proteinlerin
aktiviteleri aracilii ile saglanir. Diger proteinlerin katlanmasin1 kolaylastiran yapilar
molekiiler saperonlar olarak adlandirilir.  Niikleolus, Okaryotlarda ribozom
yapilanmasinin gercgeklestigi 6zellesmis bir yapidir. Ribozomun yapilanma siirecinde
oldukga fazla sayida protein gorev alir ve sonug olarak 6zellikle ribozom biyogenezi
sirasinda niikleolusdaki protein konsantrasyonunun oldukga yiiksek oldugu goriliir.
Ribozom yapilanmasinda gorev alan proteinlerin yiiksek konsantrasyonu agregasyon ve

immobilizasyon riskini beraberinde getirir. Ancak ¢ok sayida biyolojik sistemde oldugu
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gibi proteinlerin agregasyon egilimi molekiiler saperonlarla engellenir. Niikleolusda
saperon proteinlerine duyulan ihtiyac termal stres sartlar1 altinda ntikleolusdaki Hsp 70
lokalizasyonunun gézlenmesi ile desteklenmistir. Hsp 70’in biiyiik olasilikla, altiiniteleri
kismen bir araya gelen ribozomlar1 ve ribozom alt linitelerinin bir araya gelmesinde rol
alan molekiilleri korudugu ortaya konmustur (Welch ve Feramisco, 1984). Normal
fizyolojik kosullar altinda NPM’nin de Hsp70 ile benzer bir gorev iistleniyor olmasi
muhtemeldir. Ribozomal proteinler, ribozom dahilinde bulunmadiklar1 zamanlarda
insolubl (¢oziinmez) olma egilimindedir. Sonug¢ olarak, NPM-ribozomal protein
kompleksleri proteinlerin ribozom biinyesinde toplanmasi sirasinda bir gegis fazi1 olarak
gorev yapar. NPM niikleus ve sitoplazma arasinda siirekli olarak taginan bir protein
oldugu i¢in, sitoplazma i¢inde NPM ile kombine olan dogal substratlarin
kotranslasyonel protein katlanmasinda NPM’nin rol aliyor olabilecegi ve daha sonra s6z
konusu proteinlein NPM ile kompleks olusturarak niikleolusa gidiyor olabilecegi

diisiiniilmektedir (Szebeni ve Olson, 1999).

Okaryotik hiicrelerin DNA’s1, bu DNA’y1 hiicre niikleusunda diizenli bir sekilde
paketleyen kiiciik bazik proteinlere (histonlara) sikica baghidir. Hatasiz niikleozom
olusumu ve list seviye kromatin yapilanmasi i¢in niikleer saperonlara ihtiya¢ duyulur.
NPM histon saperon aktivitesine sahip olan bir molekiildiir (Cooper ve Hausman 2006)
Histon saperon aktivitesi tasiyan bir¢ok molekiilde oldugu gibi NPM de cekirdek
histonlara baglanabilir (Okuwaki vd. 2001). H3 ve H4 her birinden iki molekiil igeren,
(H3/H4)2, bir tetramer yaparken H2A ve H2B dimerler, (H2A-H2B), ve daha yiiksek
oligomerik karmalar yapar. Fizyolojik kosullarda bu histon tetramerlerinden iki tanesi
histon oktameri yapmak iizere bir araya gelir (http://www.genetiklab.com). NPM H3-
H4 tetramerlerine ve H2A-H2B dimerlerine es zamanli olarak baglanir ve bu baglanma
histon oktamerlerinin yikimi ile sonuglanir. NPM, H3, H4 ve H2B ile interaksiyona
girerken H2A ile interaksiyona girmez. Diger histon saperonlarda oldugu gibi NPM’nin

de histonlara baglanmasindan igerdigi asidik bolgeler sorumludur (Okuwaki vd. 2001).

Niikleofosmin transkripsiyon aktivasyonunun regiilasyonunda da gérev alir. Okaryotik
DNA’nin kromatinle paketlenmesi transkripsiyon i¢in kalip olarak kullanilabilme

kosullarim1 biiyiik oranda etkilediginden kromatin yapist Okaryot hiicrelerde gen
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ekspresyonunu Onemli Olgiide etkiler. Bircok hiicre tipinde histon asetillenmesi
transkripsiyonel olarak aktif kromatinle iliskilenir. Asetillenme, histonlarin net pozitif
yiiklinli azaltir ve hem DNA’ya baglanmasint hem de diger proteinlerle etkilesimini
zayiflatir. Ayrica histonlarin asetillenmesi niikleozomal DNA’ya transkripsiyon
faktorlerinin  baglanmasint  ve DNA’ya Dbaglanan proteinlerin  kromatinlere
ulasabilirligini arttirir (Cooper ve Hausman 2006). Niikleofosmin asetilasyon bagimli
kromatin transkripsiyonunun regiilasyonunda gorev alir. Asetil transferazlar tarafindan
gerceklestirilen asetilasyon reaksiyonlarinda niikleofosmin asetilasyon yoluyla saglanan
transkripsiyonel aktivasyonu 2,5 kat arttirirken NPM’nin C terminalinde meydana gelen
delesyonlarin transkripsiyonel aktivite {izerindeki etkisini engelledigi goriiliir.
Niikleofosmin transkripsiyonel aktivasyonun gerektirdigi sekilde bir asetiltransferaz
olan p300 tarafindan asetillenir. Niikleofosminin asetillenmesi, asetillenmis histonlara
kars1 olan affinitesini ve niikleofosminin histon transfer yetenegini gili¢lendirir. Sonug
olarak NPM asetilasyon bagimli olarak transkripsiyonel aktivitenin artirilmasinda gorev

alir (Swaminathan vd. 2005).

2.6.2 Sentrozom duplikasyonu

Mitozun baslica fonksiyonu, hiicrede iki set halinde bulunan kromozomlarin kendilerini
esledikten sonra ayrilmalarini saglamaktir. Bu mekanizma da en biiyiik rolii mitotik ig
iplikleri iistlenir. Mitotik ig iplikleri kardes kromatidlerin ayrilmasini saglar ve olusan 2
kromozom setinden her birini hiicrenin zit kutuplarina tasirlar. Sentrozomlar hayvan
hiicrelerinin  baslica mikrotiibiill organizasyon merkezleridir. Mitoz sirasinda
mikrotiibiiller, mitotik igi olusturmak iizere, kopyalanmis sentrozomlardan disar1 dogru
uzanirlar. Cogu hayvan hiicresinin sentrozomu, birbirine dik yerlesmis, amorf bir
sentriyol ¢cevre maddesi ile ¢evrelenmis, bir ¢ift sentriyol igerir. Sentriyoller dokuz adet
ticerli mikrotiibiilden olusan silindirik yapilardir (Sekil 2.2). Sentriyollerin hiicre
dongiisiindeki gorevleri tam olarak anlasilamamistir. Ancak, sentrozomun mikrotiibiil
diizenleyici gorevleri i¢in gerekli degildirler ve bitki hiicrelerinde, tek hiicreli
Okaryotlarin ve mayozdaki hayvan hiicrelerinin ¢ogunda (fare yumurta hiicreleri gibi)
bulunmazlar. Sentriyoller degil, sentriyol c¢evre maddesi mikrotiibiil yapilanmasini

baslatir (Cooper ve Hausman 2006).
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Sekil 2.2 Sentrozom yapisi (http://universe-review.ca/l10-82-centrosome.jpg, 2011)

Sentriyoller ve sentrozomun diger elemanlar1 interfaz hiicrelerinde iki katina ¢ikar ve
sitokinez sonrasinda her bir kardes hiicre kalittim yoluyla bir sentrozom kazanir
(Sekil 2.3). Sentrozom duplikasyonu her bir hiicre dongiisii sirasinda yalnizca bir kez
gerceklesmelidir. Bu nedenle memeli hiicrelerinde sentrozom duplikasyonu kontrol
edilen bir siiregtir. Somatik hiicrelerde sentrozom duplikasyonu G1 evresinden S
evresine gegis sirasinda baglar ve S evresinde DNA replikasyonu ile es zamanli olarak
tamamlanir (Budhu ve Wang 2005, Lim ve Wang 2006). Sentrozomlarin her bir hiicre
dongiisiinde bir kez duplike olmalarini giivence altina almak, normal hiicrelerde
bulunan kompleks bir diizenleyici agdir. Ciinkii anormal hiicre sentrozom duplikasyonu
hemen hemen tiim kanser tipleri ile iligkilenen andploidi ile siki bir sekilde baglantilidir

(Lim ve Wang 2006).
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Sekil 2.3 Sentrozom duplikasyonu ( http://www.retrovirology.com, 2011)

Sentrozom duplikasyonunun regiilasyonuna iliskin mekanizma tam anlamiyla
anlagilamamistir. Ancak bir¢ok hiicresel faktor bu siirece katkida bulunur
(Budhu ve Wang 2005). NPM sentrozomlarin bir bilesenidir ve duplike olmamis
sentrozomlarla spesifik olarak iliskilenerek sentrozom duplikasyonunu her hiicre
boliinmesinde bir kere olacak sekilde sinirlandirir. Hiicre boliinme siirecine girildiginde,
NPM hiicre boliinmesi igin gerekli olan sentrozom duplikasyonunu takiben
sentrozomlardan ayrilir. NPM’nin  sentrozomlarin duplikasyonundan sonra ortadan
kaybolmas1 CDK2/siklin E bagimlhidir. CDK2/siklin E;, NPM’nin 199. pozisyondaki
threoninini fosforiller. Bu fosforillenme NPM’nin sentrozomlardan ayrilmasini saglar
ve sentrozom duplikasyonunun baslamasina neden olur. Kisacast NPM ge¢ G1 fazinda
CDK2/siklin  E  tarafindan  gergeklestirilen Thr199  fosforilasyonu {izerine
sentrozomlardan ayrilir (Hinchcliffe ve Sluder 2001, Lim ve Wang 2006, Tsou ve
Stearns 2006). S ve G2 fazlar1 sirasinda sitoplazmada bulunan NPM’nin potansiyel
CDK2 /siklinA aktivitesi araciligiyla sentrozomlarla tekrar iliskilenmesi engellenir.
Siklin E 6ziinde unstabil (kararsiz) oldugu i¢in siklin E bagimli CDK2 aktivitesi S fazi
sirasinda minimal olacaktir. Aksine siklin A seviyesi ge¢ G1 fazinda diisiiktiir fakat S ve
G2 fazlar sirasinda yiikselir. CDK2/siklin A NPM yi Thr199 {izerinden spesifik olarak
fosforilleyerek CDK2/siklinE ile benzer bir etki gosterir. Sonu¢ olarak aktif
CDK2/siklin A’nin, S ve G2 fazlarn sirasinda sitoplazmik NPM’nin sentrozomlarla
tekrar iligkilenmesini engellemekten sorumlu olmasi muhtemeldir. S fazindan G2 fazina
dek olan hiicre bdoliinmesinin gelisimi sirasinda, NPM nin Onemli bir boliimii

niikleolusda lokalize olur ve temel olarak ribozom biyogenezinin ve hiicre
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proliferasyonunun bir regiilatorii olarak fonksiyon gosterir. Mitozun baslangicinda
niikleer membran yikilir. Niikleer membran yikildiktan sonra NPM Ran/CRMI1
kompleksi ile interaksiyona girerek mitotik sentrozomlarla tekrar iligkilenir ve bdylece
sentrozom duplikasyonu her hiicre boliinmesinde bir kez olacak sekilde sinirlandirilir.
Yalnizca mitoz sirasinda NPM sentrozomlarla tekrar iligskilenmis olarak bulunur. Yeni
boliinmiis G1 hiicresi NPM bagh bir sentrozom igerir. Sonu¢ olarak Ran agi
substratlartyla beraber hatasiz hiicre bdliinmesini giivence altina almak icin hiicre

dongiisiinii regiile eder (Okuda 2002, Lim ve Wang 2006, Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 NPM ve sentrozom duplikasyonu (Lim ve Wang 2006)

2.6.3 NPM ve tiimor baskilayici proteinler

NPM, bir tiimor baskilayici olan ARF ile interaksiyona girerek biiylime baskilayici
yolaklarin diizenlenmesine katkida bulunur. ARF, (insanda P14 farede P19ARF
olarak da bilinir) siklin bagimh kinaz inhibitérii olan p16™*y1 kodlayan, INK40/ARF
lokusunun alternatif bir transkriptidir. 4 ekzon iceren INK4o/ARF lokusu 9p21°de yer
alir. Siklin bagimli kinaz aktivitesine sahip olmayan ARF, p53°iin pozitif regiilatoriidiir.
NPM-ARF interaksiyonu ARF’nin stabilizasyonunu saglar ve molekiiliin hiicre igi
lokalizasyonunu belirler. Yiiksek molekiiler agirlikli bir kompleks dahilinde NPM ile
interaksiyona giren ARF niikleolusda lokalize olur. NPM, ARF’yi proteozom bagimli

yikimdan korur. NPM kayb1 ARF’nin destabilizasyonu ve inaktivasyonuna neden olur.
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Bu duruma paralel olarak NPM’ye baglanma yetenegini kaybeden ARF mutantlar1 da
stabilizasyonunu koruyamaz ve proteozom aracili yikima maruz kalarak fonksiyonel
anlamda etkinligini yitirir. Ayrica ARF-NPM kompleksinin p53 bagimli ARF
aktivitesini  engelledigi  digiiniilmektedir. ~ARF-NPM  kompleksi ~ ARF’nin
stabilizasyonunu ve akiimiilasyonunu diizenleyen bir regiilator olarak gorev yapar. S6z
konusu kompleks ARF’nin niikleolusda lokalizasyonunu saglayarak ihtiyag
duyulmadig: takdirde p53 yolaginin ARF aracili aktivasyonunu engeller. NPM ARF’yi
niikleolusda inaktif halde tutar (Gjerset 2006, Falini vd. 2007b)

Niikleolar bir protein olan ARF ribozom biyogenezinde de regiilatdr bir rol istlenir.
ARF ve NPM’nin niikleolusda gerceklesen interaksiyonunun ARF’nin ribozom
biyogenezindeki diizenleyici rolii ile de ilgili oldugu diistiniilmektedir. Onkogenik strese
cevaben yiikselen ARF seviyeleri NPM poliubikitinasyonunu etkiler. NPM
poliubikitinasyonu NPM yikimini diizenlerken bircok NPM fonksiyonunu etkileyen
niikleo-sitoplazmik mekik 6zelligini engeller. Niikleolusda ARF’nin NPM’yi1 destabilize
ederek rRNA islenmesini baskiladigi saptanmistir. ARF tarafindan gerceklestirilen P53
bagimsiz timdr baskilanmasinin  bu  mekanizma aracilifiyla  gerceklestigi
diistiniilmektedir. Proteinin bu fonksiyonu p53 ve MDM2’den bagimsizdir. ARF’nin,
NPM ile interaksiyona girerek NPM’nin ubikitinasyon aracili yikimini diizenledigi ileri

stiriilmiistiir. (Gallagher vd. 2006, Falini vd. 2007b).

DNA hasarina neden olan etmenlere maruz kalan insan timor hiicrelerinde, hiicresel
strese cevaben ARF ve NPM birlikte niikleoplazmaya ¢ikarlar. Gerekli durumlarda
hiicre dongiisiiniin durdurulmasin tetikleyen ve onkogenik uyariya cevaben apoptotik
programlarda gorev alan ARF, p53°iin negatif regiilatérii olan MDM2’yi inhibe eder.
MDM2, p53’i hedefleyen spesifik bir E3 ubikitin ligazdir. P53’iin tiimor baskilayici
fonksiyonlarini1 engelleme potansiyeline sahip olan MDM2 g¢esitli tiimdr tiplerinde
yliksek oranda ifade edilir. Mdm2 ve NPM niikleoplazmada ARF’ye baglanmak i¢in
yarisirlar. Sonu¢ olarak Mdm2-NPM ve ARF-Mdm?2 ikili kompleksleri olusur. Mdm?2’
nin bu sekilde ikili kompleksler dahilinde tutulmasi p53’it MDM2 bagimli yikimdan

korur. Negatif regiilasyonu baskilanan p53’iin yar1 émrii artar ve p53 ifadesi giiclenir.
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Sonug olarak hiicre dongiisii baskilanir veya hiicre apoptoza gider (Gallagher vd. 2006,

Falini vd. 2007b), (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 ARF-NPM aracili p53 aktivasyonu (Gjerset 2006).

2.7 NPM Ekspresyonu

Niikleofosmin, dokularda yaygin bir sekilde ifade edilen yiiksek oranda korunmus bir
proteindir. Proteomiks c¢alismalar1 sonucunda niikleolusda tanimlanmis olan yaklasik
700 proteinden biri olan NPM, proliferatif hiicrelerde, dinlenme halinde olan hiicrelere
oranla daha fazla ifade edilir ve ekspresyon seviyesi mitojenik uyariya cevaben yiikselir.
Bu baglamda NPM seviyesi, proliferatif hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde artar. Malign
hiicrelerde artan NPM seviyeleri ribozom mekanizmasinin giiclenmesine ve sonug

olarak da anormal hiicre biiylimesine neden olur (Naoe vd. 2006, Falini vd. 2007b).

2.8 Yaban Tip NPM’nin Niikleositoplazmik Trafigi

NPM’nin biiyiik bir kismi niikleolusda yerlesik olmasina karsin protein niikleus ve
sitoplazma arasinda siirekli olarak tasinir. Proteinin fonksiyonlari agisindan oldukca

onemli olan, NPM’nin niikleositoplazmik trafigi, siki bir kontrol altindadir. Ciinkii
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ribozom komponentlerinin sitoplazmaya transportunu ve sentrozom duplikasyonunun
regiilasyonunu igeren cok sayida onemli NPM fonksiyonu, NPM’nin hiicre i¢i
kompartmanlar arasinda taginimini gerektirir. NPM nin tasidigi NLS sinyali, NPM’nin
sitoplazmadan, niikleoplazmaya tasinmasin1 saglar. Niikleoplazmaya taginan protein,
gerekli durumlarda niikleolar baglanma domaini araciliiyla niikleolusa transloke olur.
NPM’nin niikleus disina taginimi ise evrim siirecinde korunmus bir molekiil olan Crm1
araciligiyla gerceklestirilir. Crml 16sin zengini NES motifleri tasiyan proteinlerin
eksport reseptoriidiir. NPM iki adet korunmus NES motifi icerir. Bunlardan bir tanesi
94 ve 102. rezidiiler arasinda bulunan [-xx-P-xx-L-x-L dizisine sahip olan motiftir.
Digeri ise proteinin N terminal kisminda, 42. ve 61. rezidiiler arasinda bulunan motiftir
ve s0z konusu motif 42. ve 44. pozisyonda 16sin rezidiileri icerir. Ancak NPM, cekirdek
disina taginmasini saglayan, yiliksek oranda korunmus, hidrofobik ve 16sin zengini NES
motifleri igermesine karsin niikleolusda lokalize olur. Sonug olarak, fizyolojik sartlarda,
yaban tip NPM’nin, niikleer ige alimi, eksportu lizerinde baskindir. Ciinkii yaban tip
NPM’nin icerdigi NES motifleri, karakteristik NES 6zelliklerine sahiptir (6rn. Crm1 ile
zay1f interaksiyon verirler). Bu durum yaban tip NPM’nin biiylik ¢ogunlugunun neden

niikleolus da lokalize oldugunu agiklar (Falini vd. 2007a, Sekil 2.6, Falini vd. 2007b).
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Sekil 2.6 Yaban tip NPM’nin niikleositoplazmik trafigi (Falini vd. 2007a)
NPMwt: wild (yaban) tip NPM, NLS: niikleer lokalizasyon sinyali, NES: niikleer eksport
sinyali, MB: metal baglama domaini, AC: asidik bdlge
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Niikleoplazma ve sitoplazmada bulunan NPM miktar1 oldukc¢a diisiik olmasina ragmen,
ribozom biyogenezi ve sentrozom duplikasyonu gibi regiilasyonu oldukca kritik olan
bazi hiicresel siireclerle iliskilenen NPM fonksiyonlari, NPM nin niikleoplazmada veya
sitoplazmada bulunmasin1 gerektirir. Sitoplazma veya niikleoplazmadaki NPM
seviyeleri hiicre i¢i kompartmanlar arasindaki NPM trafigine bagli olarak degisir

(Falini vd. 2007a).

2.9 NPM1 Gen Mutasyonlari

2005 yilinda Falini ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis olan NPM1 gen mutasyonlari
normal karyotipli AML vakalarinda en sik rastlanan genetik bozukluklardir. S6z konusu
mutasyonlar NPM’nin anormal sitoplazmik yerlesimi ile sonuglanir. NPMI
mutasyonlart AML spesifiktir ve bu duruma paralel olarak diger insan neoplazmlari
niikleus sinirli NPM yerlesimi ile iliskilenir. Ancak NPMI gen mutasyonlar1 diizensiz
araliklarla kronik myeloproliferatif bozukluklarda da saptanmistir. Caudill ve
arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan ¢alismada 60 kronik myelomonositik 16semi
(KMML) hastasindan 3’{iniin NPMI gen mutasyonlarini tasidig1 fakat her {i¢ hastada
bir yildan daha az bir siire icinde AML gelistigi gbzlenmistir. Yapilan bir bagka
calismada 38 MDS hastasindan yalnizca 2’sinde  NPMI gen mutasyonlarina
rastlanmistir. Ancak bu bulgunun daha ayrintili caligmalarla desteklenmesi gerektigi
vurgulanmaktadir (Zhang vd. 2007). NPMI gen mutasyonlarina genellikle de novo
AML’li hastalarda rastlanirken; s6z konusu mutasyonlar sekonder AML gelisiminde

cok nadir goriilmektedir (Rau ve Brown 2009).

AML hastalarinin yaklasik 1/3’tinde NPM1 gen mutasyonlarina rastlanmasina karsin 79
insan miyeloid hiicre hattindan yalnmizca birinde NPMI gen mutasyonlarmin varligi
tespit edilmistir. OCI-AML3 adli hiicre hatti Ontario Kanser Enstitiisii, Ontario,
Kanada’da olusturulmustur. S6z konusu hiicre serisinde NPM mutasyonu (mutasyon
A) ve buna bagl olarak sitoplazmik NPM ekspresyonu goriiliir ve bu nedenle OCI-
AML3 hiicre serisinde NPM mutasyonunun iliskilendigi spesifik 6zellikleri tanimlamak

miimkiindiir (Falini vd. 2007b).
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NPM 1 mutasyonlar1 karakteristik olarak heterozigottur ve bu duruma bagli olarak yaban
tip allellerden biri korunmustur. Mutasyonlar c¢ogunlukla, ekzon 12 ile smirhdir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda NPM1 geninin 12. ekzonunda meydana gelen 55 farkl
tip mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar 956.- 971. pozisyonlar arasinda meydana
gelir. En sik rastlanan NPMI1 mutasyonu 956-959. pozisyonda bulunan TCTG
tetranukleotidin duplikasyonudur. Vakalarin yaklasik %75-80’inde goriiliir ve mutasyon
A olarak adlandirilir. Mutasyon B ve D olarak adlandirilan mutasyonlar %10 ve %5
oraninda goriiliirken diger mutasyon tiplerine ¢ok nadir rastlanir. Mutasyon tipinden
bagimsiz olarak, tiim mutasyon varyantlari, 4-5 bazlik bir kazanim ile NPM proteinin
C-terminalini kodlayan bolgede bir g¢erceve kaymasina neden olur. Bu durum C
terminalinde bulunan aromatik triptofan rezidiilerinin kayb1 ve sonu¢ olarak da NPM’
nin anormal sitoplazmik ekspresyonu ile sonuglanir (Chen vd. 2006, Falini vd. 2007a,

Calvo vd. 2009, Rau ve Brown 2009).

Sitoplazmik NPM’nin s6z konusu oldugu hastalarin genellikle normal karyotipe sahip
olduklar1 ve tekrarlayan kromozomal anomalilerden yoksun olduklari goriilmiistiir.
Ancak NPM mutasyonunu tagtyan AML vakalarinin yaklasik %14’tinde kromozomal
anomalilere rastlanmistir. Fakat s6z konusu kromozomal bozukluklarin sekonder oldugu
diisiiniilmektedir. Clinkii bu anomalilerin tekrarlayan genetik anomaliler tasiyan AML
hastalarinda goriilen sekonder kromozomal bozukluklarla tip ve frekans agisindan
benzer olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica sitoplazmik NPM tasiyan AML hastalarinda
goriilen kromozomal bozukluklar1 tasiyan I6semik populasyon dahilinde normal
karyotipli alt klonlarin varlig1 dikkat ¢cekmektedir ve s6z konusu anomaliler normal

karyotipli AML vakalarinda niiks durumunda ortaya ¢ikmaktadir (Falini vd. 2007a).

Sitogenetik acidan normal olan AML vakalarinda ¢esitli gen mutasyonlari
tanimlanmigtir. Fms-iliskili tirozin kinaz 3 (FL73) gen mutasyonlart da normal
karyotipli AML vakalarinda oldukca sik rastlanan degisimlerdir. NPMI gen
mutasyonlarmin goriilme sikligimin, FLT3 mutasyonlarinin  goriilme sikligi  ile
iligkilenmesi dikkat g¢ekicidir. FLT3-ITD mutasyonlart NPM1 mutasyonunu tagiyan
normal karyotipli AML vakalarinda NPMI mutasyonunu tasimayan normal karyotipli
AML vakalarina oranla iki kat daha sik goriiliir (Schlenk vd. 2008).
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2.10 Mutant Niikleofosminin Niikleositoplazmik Trafigi

NPMI’in 12. ekzonunda meydana gelen mutasyonlar, proteinin C terminalinde dizi
degisimlerine yol acar. S6z konusu dizi degisimleri sonucunda meydana gelen iki farkl
durum mutant NPM proteinlerinin anormal sitoplazmik lokalizasyonuna neden olur.
Bunlardan birincisi, mutasyon sonucunda NPM] 16semik mutantlariin Crm1l-bagimli
niikleer eksportunu destekleyen ek bir 16sin zengini NES motifinin olusumudur. Ikincisi

ise 288. ve 290. pozisyondaki triptofan rezidiilerinin kaybidir (Grummitt vd. 2008)

Spesifik  eksportin-1/Crm1-inhibitorlerinin ~ sitoplazmik NPM  akiimiilasyonunu
blokladig1 goriilmiistiir. Sozii edilen bu bulgu sitoplazmik mutantlarin sitoplazmaya
cikislarinin NES aracilifiyla gerceklestiginin bir gostergesidir. Bu durum 2 adet NES
motifi tastyan NPM’nin niikleolusdaki yerlesimi ile bagdasmiyor gibi goriinse de NES
motiflerinin zayif aktivitesi géz Onilinde bulunduruldugunda NPM’nin niikleolar
yerlesimi agiklanabilir. Mutant NPM’de olusan ek NES motifi sitoplazmik birikim i¢in
ek bir giic olusturur. Fakat NES motifleri tek basma niikleer eksport i¢in yetersizdir.
Ciinkii 288. ve 290. pozisyonda bulunan aromatik aminoasitler NPM’nin niikleolar
yerlesimini destekler. NPM [6semik mutantlarinin %95’inden fazlast 288 ve 290.
pozisyonda bulunan triptofan rezidiilerinden yoksunken, geriye kalan yaklasik %4’liik
kisimda yalnizca 290. pozisyondaki triptofan rezidiistiniin kayb1 s6z konusudur. Ancak
buna karsin tim losemik mutantlar sitoplazmada yerlesiktir. Anlasilacag: iizere 288.
pozisyonda bulunan triptofanin varligi niikleolar yerlesim icin yetersizdir. Losemik
mutantlarin  C terminalinde olusan ek NES motifi triptofan rezidiilerinden birinin veya
her ikisinin kaybedilmesine bagli olarak farklilik gosterir. Her iki triptofanin kaybiyla
sonu¢lanan mutasyonlar en sik rastlanan NES motifi ile iligkilenirken (L-xxx-V-xx-V-x-
L), yalmzca 290. pozisyondaki triptofanin kaybiyla sonu¢lanan mutasyonlar en sik
rastlanan NES motifinin varyantlarinin olusumu ile sonuglanir (6rn. ikinci pozisyondaki
valinin 16sin, fenilalanin, sistein veya metiyoninle yerdegistirmesi sonucu olusan NES
motifi). Sonug¢ olarak s6z edilen NES varyantlarinin mutant proteinin sitoplazmaya
tasinmasinda daha etkili oldugu diistiniiliir. Clinkii 288. pozisyonda bulunan triptofana
ragmen mutant protein s6z konusu NES motifinin giiclii etkisiyle sitoplazmaya tasinir

(Falini vd. 2007a, b)
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Tim bu veriler goz oniline alindiginda NPM 16semik mutantlarinin anormal sitoplazmik
yerlesimi agiklanabilir. NPM 16semik mutantlarinin niikleolusa baglanma kapasitesi
triptofan rezidiilerinden her ikisinin kaybiyla tamamen, yalmizca 290. pozisyonda
bulunan triptofanin kaybiyla ise kismen engellenir. Mutasyon sonrasinda olusan ek C
terminal NES motifi mutant proteinleri Crml baglanmasi i¢in avantajli hale getirir. Bu
sartlar altinda NES-Crm1 bagimli niikleer eksport, niikleer ice alimdan daha etkilidir ve
sonu¢ olarak mutant proteinler sitoplazmada birikir (Falini vd. 2007a, Falini vd. 2007b,

Sekil 2.7).

Ayrica mutant NPM proteinlerinin, yaban tip NPM proteinlerini niikleolusdan
niikleoplazmaya oradan da sitoplazmaya tasidigir bildirilmistir. NPM mutantlar
korunmus N terminal dimerizasyon domaini araciligtyla wtNPM proteinleri ile
heterodimerler olusturur ve yaban tip proteinleri de beraberinde sitoplazmaya ¢ikarir.
Ayrica NPM’ye bagl halde bulunan ARF’de mutasyonlar sonucunda sitoplazmaya
cikar (Falini vd. 2007a, b).

Sekil 2.7 Mutant NPM ’nin niikleositoplazmik trafigi (Falini vd. 2007b)
NPMmut: mutant NPM, NPMwt: wild (yaban tip) NPM
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2.11 NPM1 Gen Mutasyonlarinin Prognostik Onemi

NPM1 mutasyonlarini tasiyan AML vakalari, yaban tip NPM1 igeren AML vakalarina
gore, daha uzun hastaliksiz sag kalim oranina (event free survival) sahiptir ve uzun bir
total yasam siiresine (overall survival) egilim gdsterir (Schnittger vd. 2005). Ayrica,
NPM1 mutasyonlarini tastyan AML vakalarinda beyaz kiire (WBC) sayist ve kemik
iligi blast sayis1 yiiksektir (Dohner vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Schnittger vd. 2005).
Blast sayis1t FLT3/ITD mutasyonu ve LDH serum seviyelerindeki artis ile birlikte es
zamanli olarak artar (Dohner vd. 2005). Lenfadenopati ve gingival hiperplaziyi
kapsayan ekstrameduller tutulum siklikla goriiliir (Dohner vd. 2005). Trombosit sayist
yuksektir (Dohner vd. 2005, Thiede vd. 2006). Cesitli hiicre hatlarinin (Ienfoid
haricinde, miyeloid, monositik, eritroid ve megakaryosit) tutulumu s6z konusudur
(Pasqualucci vd. 2006). NPMI mutasyonlarinin s6z konusu oldugu AML c¢ogunlukla
bir de novo 16semi olmasina ve “multilineage” tutulumun esasen sekonder 16semilerle
iliskilenmesine karsin NPM1 mutasyonlarini tagiyan AML vakalarinda multilineage
tutulumun yiiksek bir frekansi s6z konusudur (Falini vd. 2007a). NPM 1 mutasyonlarini
tasiyan vakalar hematopoetik kok hiicre yiizey belirteclerinden (CD34 ve CD133)
yoksundur. Fakat CD13 ve CD33 gibi diger miyeloid antijen belirte¢leri mevcuttur
(Falini vd. 2005).

Relaps durumunda mutasyonun kaybina ¢ok nadir rastlanir. Mutasyon, stabilitesinden
dolayr, NPMI mutasyonlarinin, minimal rezidiiel hastaliklarin izlenmesinde ve
hastaligin persistansinin  takibinde molekiiler belirteg olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir (Boissel vd. 2005). NPMI gen mutasyonlarimi tasiyan AML
vakalarinda FLT3 gen mutasyonlarinin goriilme siklig1 oldukca yiiksektir. Ancak NPM1
gen mutasyonlar1 ve P53, N-RAS, CEBPA ve MLL gen mutasyonlar1 veya tekrarlayan
kromozomal anomaliler arasinda O6nemli bir iliski saptanmamustir (Falini vd. 2005,

Schnittger vd. 2005, Suzuki vd. 2005).

NPM1 mutasyonu akut promiyelositik 16semi (FAB-M3) haricindeki tim AML

hastalarinda degisen sikliklarla goriiliir. NPM1 mutasyonunun goriilme siklig

olgunlagma gdsteren akut miyeloblastik 16semide (FAB-M2) diisiikken (%20 civarinda),
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akut miyelomonositik 16semi (FAB-M4, %40-50), akut monoblastik 16semi (FAB-M5a,
%40-50) ve ozellikle de akut monositik l16semide (FAB-M5b, %90°dan fazla) ytiksektir
(Falini vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Déhner vd. 2005, Boissel vd. 2005).

Cocuklarda NPM1 mutasyonlarinin goriilme sikligi eriskin AML vakalarma gore
diisiiktiir. 3 yasindan kiicik AML vakalarinda NPM1 mutasyonlarina rastlanmazken, 3
yasindan biiyilk AML’li cocuk hastalarda s6z konusu mutasyonlarin gériilme oran1 %10
civarindadir (Brown vd. 2007). AML vakalarinda NPMI mutasyonlarinin goriilme
sikligl, yas ile dogru orantili olarak artar. 21-35 yas arasi bireylerde %15, 35-60 yas
arasi bireylerde %40, 60 yas ve iistii bireylerde ise %50 oraninda NPM 1 mutasyonlarina
rastlanir (Rau ve Brown 2009). Ayrica NPM1 mutasyon tipleri de yas ile birlikte
farklilik gosterir. Mutasyon A disindaki ¢ok sik rastlanmayan NPMI mutasyon tipleri
cocuklarda ve genclerde daha sik goriilme egilimindedir (Thiede vd. 2007).

Yapilan bazi ¢alismalar sonucunda NPMI! gen mutasyonlarinin  AML’li kadin
hastalarda daha yiiksek oranda meydana geldigi rapor edilirken (Thiede vd. 2006,
Do6hner vd. 2005, Schnittger vd. 2005) baz1 c¢aligmalarda ise NPMI mutasyon
frekanslarinin cinsiyete gore farklilikk gosterdigine dair Onemli bir bulguya
rastlanmamustir (Falini vd. 2005, Suzuki vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Boissel vd. 2005).
Ayrica NPM1 mutasyon sikliklar1 global anlamda da degisim gdsterir. S6z konusu
mutasyonlarin insidansinin bat1 iilkelerinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Son
yillarda bati iilkelerinde yapilan ¢aligmalar sonucunda tiim AML vakalarmin yaklasik
%35’inde NPM1 gen mutasyonlarinin s6z konusu oldugu ve bu mutasyonlar1 tagiyan
AML vakalarimin %60’indan fazlasinin normal karyotipe sahip oldugu goézlenmistir
(Falini vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Boissel vd. 2005, Dohner vd.
2005, Thiede vd. 2006). Ancak Asya iilkelerinde NPMI mutasyon sikliklariin bati
tilkelerine oranla daha diisiik olmasi dikkat g¢ekmektedir. Cin ve Japon AML
hastalarinin dahil edildigi c¢aligmalar sonucunda mutasyon sikliklarinin %14.3-28.2
araliginda degisim gosterdigi rapor edilmistir. (Zhang vd. 2007, Suzuki vd. 2005, Chou
vd. 2006, Yan vd. 2007). Tiim bu veriler g6z 6nilinde bulunduruldugunda, etnik kdken

ve cografik dagilima bagl olarak degisim gdsterebilecegi diisiiniilen (Rau ve Brown
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2009) NPMI mutasyon sikliklarinin Tirk AML hastalarinda da farklilik gostermesi

olasidir.

2.12 NPM1 Mutasyonlarmin Klinik Onemi

Mutant NPM1 tasiyan AML hastalart NPM1 mutasyonunu tagimayan AML
hastalarindan klinik 6zellikler, tedaviye yanit verme ve prognoz agisindan farklidirlar.
Sonug¢ olarak NPM1 ile yapilan calismalar tanisal siniflandirma, minimal reziduel

hastaliklarin (MRH) saptanmasi, prognoz ve tedavi acgisindan o6nemlidir (Ruan vd.

2009).

Minimal rezidiiel hastaliklarin takibi AML hastalarinda giiclii bir prognostik dneme
sahiptir ¢linkii pozitif ¢itkan MRH durumu, artan relaps riskiyle iliskilenir (Scholl vd.
2007). Ayrica AML hastalarinda allojenik kok hiicre transplantasyonundan (KHT) sonra
takip sirasinda MRH’nin izlenmesi terapiye verilen yanitin saptanmasi ve terapotik
kararlar i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle minimal rezidiiel hastaliklarin takibi i¢in
giivenilir belirteglere ihtiyagc duyulur. NPMI mutasyonlarinin stabiliteleri ve yliksek
goriilme sikliklarindan dolayr minimal rezidiiel hastaliklarin takibinde belirteg olarak

kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir (Bacher vd. 2009).

Indiiksiyon tedavisinden sonra, normal karyotip iceren AML vakalarinda, NPMI
mutasyonunu tagiyan hastalar, mutasyonu tagimayan hastalara oranla, daha yiiksek tam
remisyon oranina sahiptir (Falini vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Suzuki vd. 2005
Thiede vd. 2006). Ancak kemoterapiye yanit ile iliskili olarak NPM1 mutasyon statiileri
bagimsiz bir prediktor degildir, ¢iinkii indiiksiyon tedavisinden sonra remisyon orani
NPM1 mutasyon statiilerinin yaninda FL73/ITD mutasyon statiileri ile iligkili olarak da
degisir. En yliksek tam remisyon oran1t NPMI mutasyonunu tasidigi halde FLT3/ITD
mutasyonunu tagimayan hastalarda gozlenirken, her iki mutasyonu da tasiyan AML
hastalar1 tedaviye minumum seviyede yanit verme Ozelligine sahiptirler (D6hner vd.
2005). Ayrica; NPMI mutasyonunu tastyan AML  vakalan, FLT3/ITD
mutasyonlariinin yoklugunda iyi prognozla iliskilenirler (Schnittger vd. 2005, Déhner

vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Thiede vd. 2006).
33



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Calisma Grubu

Bu ¢alisma kapsaminda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 A.D., Hematoloji
B.D.’nda tanis1 konmus ve tedavisi devam eden aydinlatilmis onamlar1 alinmis 44 AML
hastasina ait genetik materyal (RNA) 6rnekleri galisilmigtir (Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Karar No: 154-4950; Ek 1) AML hastalarina ait RNA
ornekleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji B.D. Eriskin Hematoloji
Laboratuvari’nda anonim olarak saklanmakta olan, Ornekler arasindan rastgele
secilmigtir. Arastirmaya katilan bireylerin AML disinda tanist konulmus herhangi bir
hastalik Oykiisiine sahip olmamasi c¢alismaya dahil edilme kriterleri arasinda

tutulmustur.

Saglikli kontrol grubunu olusturmak amaciyla ise 12 saglikli birey g¢alismaya dahil
edilmistir (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu Karar No: 154-4950;
Ek 1). Arastirmaya katilan bireyler rastgele sec¢ilmistir. Saglikli kontrol grubunu
olusturan bireylerin herhangi bir hastalik Oykiisiine sahip olmamasi c¢alismaya dahil
edilme kriterleri arasinda tutulmustur. Kontrol grubuna dahil edilen her birey
calismanin amaci ve igerigi hakkinda bilgilendirilmis ve yapilacak ¢alisma i¢in onaylari

almmustir (Ek 2).

3.2 Cahsmada Kullanilan Sarf Malzemeler

3.2.1 RNA izolasyonu i¢in kullanilan sarf malzemeler

RNA izolasyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler cizelge 3.1°de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.1 RNA izolasyonu i¢in kullanilan reaktif maddeler

Malzeme Adi Uretici Firma Katalog No
Trizol Invitrogen 15596-026
Kloroform Merck 1024452500
1zopropi1 alkol Merck 1096342500
%75°1ik etanol
Merck 1009832500
(RNaz free H,O ile hazirlanir)
RNaz free H,O ( 1000 ml deiyonize
su i¢ine 1 ml DEPC eklenerek - -
hazirlanir)

3.2.2 ¢cDNA sentezi icin kullanilan sarf malzemeler

cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kiti (Roche, katalog no.
05 081 955 001) kullanilmistir. Kitin igerigi ¢izelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2 Transcriptor High Fidelity cDNA Sentez Kitinin igerigi

1) Transcriptor high fidelity reverz
transkriptaz (55 pul)

Saklama Tamponu: 200 mM potasyum fosfat,
2 mM dithiothreitol,
%0.2 Triton X-100 (v/v)
% 50 gliserol (v/v)

pH 7.2

6) DTT (1ml [0.1 M])

2)Transcriptor high fidelity reaction buffer
[5X] (Iml)
5X konsantrasyon: 250 mM Tris/HCl

150 mM KCl
40 mM MgCl12

pH 8.5

7) H20, PCR grade (1ml)

3)Protector RNaz inhibitor (50 pl [40 U/ pul] )
Saklama Tamponu: 20 mM Hepes-KOH
50 mM KCl
8 mM dithiothreitol
%50 gliserol (v/v)

pH 7.6

8) Kontrol RNA (20 ul [50 ng/ul])

*Qliimsiiz bir hiicre hattindan [K562] purifiye
edilen total RNA fraksiyonunundan saglanmistir

4)Deoksiniikleotid trifosfat (INTP) karisimi
(200 ul) (10 mM her bir ANTP)

9) Kontrol primer karigimi (40 pl)

* 5 uM insan porfobilinojen deaminaz (PBGD)
spesifik forward ve reverse primerler

5)Random hexamer primer (100 pl [600 uM])

10) Anchored oligo(dT);g Primer (100 ul[50 uM])
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3.2.3 Nested polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in kullanilan sarf malzemeler

PCR ig¢in kullanilan reaktif maddeler ¢izelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3 PCR igin kullanilan reaktifler

Malzeme Adi

Uretici Firma

Katalog No

e Hot start DNA Taq Polimeraz
Saklama Tamponu: 20 mM Tris-HCl
100 mM KCl
0.1 mM EDTA
%350 gliserol (v/v)

pH 8.7

e DNA Taq polimeraz tampon
(10X)

10X konsantrasyon: Tris/HCI
(NH4)2504
Detergent

e MgCl, (25 mM)

Solis Biodyne

01-02-00500

dNTP karigimi

Vivantis

VSNP2406

10 b¢ DNA marker

Fermentas

SM1313

50 b¢ DNA marker

Jena Bioscience

M-233

Primerler

Alpha DNA
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3.2.4 Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan sarf malzemeler

Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler c¢izelge 3.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4 Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Ad1 Uretici Firma Katalog No
Agaroz Prona
Tris Bio Basic Inc TB0194
Borik Asit Amresco 0588
EDTA AppliChem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203
Etidyum Bromiir AppliChem Al151

3.2.5 Poliakrilamid jel elektroforezi icin kullanilan sarf malzemeler

Poliakrilamid jel elektroforezi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler cizelge 3.5’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.5 Poliakrilamid jel elektroforezi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Adi Uretici Firma Katalog No

Akrilamid Merck 110784
Bisakrilamid AppliChem A3636
TEMED Sigma-Aldrich T9281
Amonyum per siilfat (APS) Sigma-Aldrich A9164
Etidyum Bromiir AppliChem Al151

Tris Bio Basic Inc TB019%4
Borik Asit Amresco 0588

EDTA AppliChem A2937

NaOH Sigma-Aldrich 06203

3.2.6 Jel yiikleme tamponu icin kullanilan sarf malzemeler

PCR iirlinlerinin, yogunlugunun arttirilmasiyla, s6z konusu iiriinlerin agaroz ve
poliakrilamid jeldeki kuyucuklara diizgiin olarak aktarilabilmesi icin jel yilikleme
tamponu kullanilmistir. Jel yilikleme tamponu icin kullanilan kimyasal malzemeler

cizelge 3.6’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6 Jel yiikkleme tamponu i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Ad1 Uretici Firma Katalog No
Xylene Cyanol Amresco 0819
Gliserol AppliChem A2926
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3.2.7 Yiiriitme tamponu icin kullanilan sarf malzemeler

DNA’nin elektroforetik hareketliligini saglayan yiiriitme tamponunun hazirlanmasi i¢in

kullanilan kimyasal malzemeler ¢izelge 3.7’de gosterilmistir.

Cizelge 3.7 Yiiriitme tamponunun hazirlanmasi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Adi Uretici Firma Katalog No
Tris Bio Basic Inc TB0194
Borik Asit Amresco 0588
EDTA AppliChem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203

3.2.8 EDTA soliisyonu icin kullanilan sarf malzemeler

EDTA soliisyonu igin gerekli olan kimyasal malzemeler ¢izelge 3.8’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.8 EDTA soliisyonu i¢in gerekli olan kimyasal malzemeler

Malzeme Ad1 Uretici Firma Katalog No
EDTA AppliChem A2937
NaOH Sigma-Aldrich 06203
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3.2.9 Etidyum bromiir soliisyonu i¢in kullanilan sarf malzemeler

Etidyum bromiir soliisyonu icin gerekli olan kimyasal malzemeler cizelge 3.9°da

gosterilmistir.

Cizelge 3.9 Etidyum bromiir soliisyonu i¢in gerekli olan kimyasal malzemeler

Malzeme Adi Uretici Firma Katalog No

Etidyum Bromiir AppliChem Al1151

3.3 Calismada Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

Soliisyonlar genel anlamda konsantre stok soliisyonlar seklinde hazirlanmis olup,
calisma i¢in gerekli olan konsantrasyonlara ulasmak icin stoklar belli oranlarda
seyreltilmistir. Asagidaki formiil kullanilarak istenilen konsantrasyonlar hesaplanmaistir.

MIxVI1=M2xV2

M1 = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V1 = Stoktan alinmas1 gereken miktar (V)
M2 = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2 = Hazirlanacak olan ¢ozelti miktar1 (V)

3.3.1 10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu ( pH 8)

Tris base 8lg
Borik Asit 41.5¢g
EDTA (0.5M) 30 ml

e Tartilan kimyasallar dH,O igerisinde ¢oziiliir, pH 8’e ayarlanir ve dH,O ile son
hacim 750 ml’ye tamamlanir.
e (da sicakliginda saklanir.

e Presipitat olugsmus ise kullanilmaz.
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33.205MEDTA

EDTA 18.61¢g

NaOH ~2g

e EDTA dH,O igerisinde manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziiliir, dH>O ile son hacim
100 ml’ye tamamlanir.

e pH NaOH ile 8.0’¢ ayarlanir.

e EDTA igerisindeki disodyum tuzlari pH 8’e gelmeyince ¢oziinmemektedir.

3.3.3 %30’luk akrilamid stogu (29:1)

Akrilamid 29¢

Bisakrilamid lg

e Tartilan kimyasallar dH,O igerisinde manyetik karistirict yardimiyla ¢oziiliir, dH,O ile
son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

¢ Coziindiikten sonra filtre ¢ap1 0.2 um olan steril filtreden gegirilir.

¢ Koyu renkli bir sisede +4°C’de saklanir.

3.3.4 %10 APS

APS 60 mg
dH,0 600 pl
e APS, dH,O0 igerisinde vortekslenerek ¢oziiliir.

e Her defasinda taze hazirlanir.

3.3.5 Yiikleme tamponu

Xylene Cyanol 25 mg

Gliserol 5ml

dH,O ile 10 mI’ye tamamlanir.

e 14 mI’lik falkon tiipii igerisinde vortekslenerek karigtirilir.

¢ Aliiminyum folyo ile sarilarak +4°C’de saklanir.
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3.3.6 Yiiriitme tampon

1XTBE

¢ Konsantre stok (10XTBE) olarak hazirlanmis olan tampondan 10 kat sulandirilarak

hazirlanir.

3.3.7 Etidyum bromiir (10 mg/ml stok)

Etidyum bromiir

SdeO

10 mg

1 ml

e Etidyum bromiir dH,O igerisinde vortekslenerek ¢oziiliir.

¢ [s1ga hassas oldugu i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak + 4°C’de saklanir.

3.4 Agaroz ve poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Agaroz ve poliakrilamid jel hazirlanmasi i¢in gerekli olan kimyasallarin kullanim

miktarlari ¢izelge 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.10 Agaroz ve poliakrilamid jel hazirlanmasi i¢in gerekli olan kimyasallarin
kullanim miktarlari

JEL i i A
o Akrilamid | ABArOZ | v ypp | ApS | TEMED | dH20 | Et-Br
° stogu
Poliakrilamid
Jel
12 24ml - 6ml 600 pl 40 ul 30ml -
(60 ml)
Agaroz Jel
(100 ml) 1 - lgr 10ml - - 90ml 3ul
Agaroz Jel
(100 ml) 2 - 2gr 10ml - - 90ml 3l
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3.4.1 Agaroz jelin hazirlanmasi (100 ml)

e Jelin konsantrasyonuna bagli olarak gerekli miktarda agaroz 1XTBE igerisinde
mikrodalga firinda 1sitilarak eritilir.

e Jelin sicakligr yaklasgik 60°C’ye gelince stok etidyum bromiir ¢ozeltisinden (10
mg/ml) 3ul eklenir.

e Iyice karistirildiktan sonra elektroforez tankina dokiiliir.

3.4.2 %12’lik Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi (60 ml)

Akrilamid stogu 24 ml

10XTBE 6 ml
%10 APS 600 pl
TEMED 40 ml
dH,O 30 ml

Karistirilir ve dokiiliir.

3.5 RNA Izolasyonu

Trizol RNA/DNA/Protein ekstraksiyonunda kullanilan kimyasal bir soliisyondur. Doku
ve hiicrelerden total RNA izolasyonu i¢in kullanima hazir bir kimyasal olan trizol, fenol
ve guanidin izotiyosiyanatin monofazik bir soliisyonudur. Trizol ile RNA
izolasyonunun prensibi, doku ya da hiicrelerin lizis sollisyonu ile pargalanip fenol
yardimiyla RNA’nin ekstrakte edilmesine dayanir. Yontemin orjinal hali, Chomczynski
ve Sacchi tarafindan 1987°de tanimlanan protokoliin gelistirilmis formudur. RNA
izolasyonu i¢in kullanilacak olan 6rnegin trizol ile homojenizasyonu, hiicreyi pargalayip
hiicre komponentlerinin dagilmasina neden olurken RNA biitiinliigiiniin korunmasini
saglar. Trizol ile homojenize edilen Ornege santrifiij asamasindan sonra kloroform
eklenmesi akuatik ve organik faz olmak iizere iki fazin olusumu ile sonuglanir. RNA
tistteki akuatik fazda, DNA ara fazda, protein ise organik fazda bulunur. Akuatik fazda
bulunan RNA izopropil alkol ile presipite edilir. Son olarak etil alkol ile yitkanan RNA
DEPC’li su iginde ¢6ziiniir.
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Saglikli kontrollerden alinan periferik kan oOrneklerinden, standart Trizol ¢ozeltisi

kullanilarak, asagida tanimlanan sekilde total RNA elde edilmistir.

e EDTA (100 pl, 0,5 M)’I1 tiipe 1 ml periferik kan alinir.

e EDTA’L tiipe alinan kandan 1,5ml’lik steril ependorf tiipiine 200ul aktarilir.

e 200 pl kan iizerine 1 ml Trizol eklenir ve kan 6rnegi Trizol i¢inde homojenize edilir.

e Homojenize edilen 6rnek 5 dakika boyunca 15-30°C’de inkiibe edilir.

e Inkiibasyon sonrasinda Trizol ¢dzeltisinin 1/5°i kadar (0.2 ml) kloroform eklenir.

e Ornek, 15sn siireyle elle giiclii bir sekilde ¢alkalanir ve 15-30°C’de 2-3 dk inkiibe
edilir.

e 12000 g’de 4°C’de 15 dk santrifiij edilir.

e Santrifiij sonrasinda en tistte kalan akuatik faz 1,5 ml’lik ependorf tlipline aktarilir ve
tizerine eklenen Trizol ¢dzeltisinin (1 ml) yarist kadar (0.5 ml) izopropil alkol
eklenir.

e 10 dakika boyunca 15-30°C’de inkiibe edilir.

e 12000 g’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilerek RNA’nin presipite olmasi saglanir.

e Siipernatant atilir ve. RNA peleti lizerine yitkama amagli olarak 1ml %75’1ik etanol
ilave edilerek hafifce vortekslenir.

e 7500 g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilir.

e Siipernatant atilir ve RNA kurumaya birakilir.

e Kurutulan RNA peleti 100ul DEPC’1i su ile ¢oziiliir.

e RNA -80°C’de saklanur.

[zole edilen RNA o&rneklerinin, miktarlarini ve saflik oranlarmi belirlemek amaci ile

NanoDrop’da spektrofotometrik dl¢iimler alinmistir. Spektrofotometrik 6l¢liim asagidaki

gibi yapilmistir:

e Cozlilmiis RNA 6rneginden 2 pl alinir.

e NanoDrop’da spektrofotometrik dl¢timler OD,gp ve ODago degerleri dikkate alinarak
yapulir.

260 ve 280 nm’deki optik dansite degerlerinin orani (OD,gy /OD5s0) hesaplanarak

RNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlenir.
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Elde edilen RNA’lar, %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek RNA biitlinligii

calisma oncesi degerlendirilmistir.

3.6 cDNA Sentezi

cDNA sentezi, saglikli bireylerden ve AML hastalarindan elde edilen RNA
orneklerinden, Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Sentez Kiti (Roche) kullanilarak,
iretici firmanin onerdigi sekilde gergeklestirilmistir. cDNA sentezi ic¢in esas alinan
protokol asagidaki gibidir.

e Herbir 6rnek i¢in 0,2 ml’lik PCR tiiplerine toplam hacim 11,4 pl olacak sekilde;

-RNA (30 ng total)

-Random hexamer primer (60uM)

-H,O, PCR grade

konularak “template-primer mix” hazirlanir.

e Hazirlanan karisim 65°C’de 10 dakika inkiibe edilir.

e inkiibasyon asamasindan sonra template-primer mix hizlica buza alinr.

e Final konsantrasyonlar1 1xreaksiyon buffer, 20U protector RNaz inhibitér, ImM her bir

dNTP, 5SmM DTT ve 10U revers transkriptaz enzimi igeren reaksiyon karisimi hazirlanir.

¢ Denatiire edilen template-primer mix iizerine, hazirlanan reaksiyon karisimindan toplam

hacim 20 pl olacak sekilde eklenir.

¢29°C’de 10 dakika, sonrasinda 48°C’de 60 dakika inkiibe edilir.

¢ Daha sonra 85°C’de 5 dakika boyunca revers transkriptaz enzimi inaktive edilir.

¢ Reaksiyon tiipleri buza alinarak reaksiyon sonlandirilir.

e Elde edilen cDNA 06rnekleri -20°C’de muhafaza edilir.
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Cizelge 3.11 cDNA sentezi

Template-Primer Mix

Komponent Hacim Final Konsantrasyon

Total RNA Degisken 30 ng

Random Hexamer Primer 2ul 60uM

H,0, PCR-grade Degisken Son hacim H,O ile 11.4 pl’ye
tamamlanir.

Toplam Hacim 11.4 pl

65°C’de 10 dk === inkiibasyon

Master Mix

Komponent Hacim Final Konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity
Reverz Transkriptaz 4l
Reaksiyon Buffer (5X) K 1X
Protector RNaz Inhibitor
(40 U/ ) 0.5 ul 20U
Deoksiniikleotid Karigimi 2 ul 1 mM her bir dNTP
(10 mM her bir ANTP)
DTT 1l 5mM
Transcriptor High Fidelity L1 pl 10U
Revers Transkriptaz
Toplam Hacim 20 pl

29°C’de 10 dk == inkiibasyon
48°C’de 60 dk  m=mp inkiibasyon

85°C’de S dk === revers transkriptaz inaktivasyon

3.6.1 cDNA kontrol PCR

cDNA eldesi sonrasinda, elde edilen cDNA’larin varligint kontrol etmek amaciyla

cDNA’lar kit igerisinde bulunan kontrol primer karisimi varliginda (insan porfobilinojen
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deaminaz (PBGD) spesifik forward ve reverse primerler) gergeklestirilecek olan
amplifikasyon i¢in kalip olarak kullanilmistir. Kit icerisinde bulunan kontrol RNA
(Oliimsiiz bir hiicre hattindan [K562] purifiye edilen total RNA fraksiyonunundan
saglanmigtir) kullanilarak sentezlenen cDNA PCR reaksiyonu i¢in pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Reaksiyon kosullar1 ve reaksiyon karigimi ¢izelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12 cDNA kontrol PCR i¢in kullanilan reaksiyon karigimi ve PCR kosullar1

1 tekrar 94°C 5dk
Per 94°C 10sn
Kosullart 35 tekrar 50°C 1sn
72°C 30sn
1 tekrar 72°C 7dk
Toplam Hacim Final Konsatrasyonu
Hot Start Taq DNA polimeraz Sul
Tampon(-MgClI2,10X ) 1X

MgCl2 (25mM)

3ul 1,5mM
Reaksiyon
dNTP(10 mM) 1l 0.2mM
Karisim
Kontrol Primer Karigimi
PBGD (5 uM) 2l 0.2 uM
cDNA Spl
Hot Start Taqg DNA polimeraz
(SU/ pl) 0.4 ul 2U
dH,0 33,6 pl
TOPLAM HACIM 50 ul

PCR reaksiyonu sonrasinda {riiniin varligint kontrol etmek amaciyla %?2’lik agaroz
jelde elektroforez yapilmistir. PCR iriinlerinden 15ul alinarak 2 pl yiikleme
tamponuyla birlikte jele yiiklenmistir. Agaroz jelde 130 V’da 20 dakika uzunluklari
bilinen kontrol markerlar esliginde yiiriitiildiikten sonra, jel goriintiilleme cihazi ile

reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmistir
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3.7 Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu c¢alisma kapsaminda NPM1 geni 12. ekzon mutasyonlarinin gergeklestigi gen bolgesi
uygun primerler varliginda nested PCR yoOntemiyle ¢ogaltilmistir. Reaksiyon kosullari,

reaksiyon karigimlart ve kullanilan primer dizileri ¢izelge 3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.13 NPMI geni 12. ekzon mutasyonlarinin gerceklestigi gen bdolgesinin
amplifikasyonu i¢in gerekli olan primer dizileri, reaksiyon kosullar1 ve
reaksiyon karisimlari

Primer 1. Asama PCR 2. Asama PCR
Dizileri
el I"NPM-F: GCG CGG TTG TTC TCT GGA GCA GCG TTC | NPM-F:CTT-CCC-AAA-GTG-GAA-GCC

&> 3)

NPM-R: CCT GGA CAA CAT TTA TCA AAC ACG GTA
NPM-R: TTA ACA AATTGT TTAAACT

GGG AA
95°C 5dk 95°C 5dk

Per 94°C 45sn 95°C 30sn

Kosullart 1 )00 gk 42 déngii 45°C 30sn 39 déngii
72°C 90sn 72°C 30sn
72°C 5dk 72°C 5dk

Reaksiyon

Karisimi cDNA (30 ng) 1 ul l.asama PCR {iriinii 0,2ul
Primerler(10pmol/pl) 0,5ul Primerler(10pmol/pl) 0,5ul
dNTP(2,5mM) 2,5u dNTP(2,5mM) 2,5ul
MgCI2 (25mM) 3 ul MgCI2 (25mM) 3 ul
Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0,2 ul Taq DNA polimeraz (5U/ pl) 0,2 ul
Tampon(-MgCl12 ,10X) 2,5ul Tampon(-MgCl12 ,10X) 2,5ul
Toplam Hacim 25 ul Toplam Hacim 25 ul
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Birinci asama PCR reaksiyonunda hazirlanan cDNA’larin 1 pl’si NPM1 geninin 12.
ekzonunu kapsayan 1092 baz ¢ifti biiyiikliiglindeki bir fragmente 0zgii primerler
varliginda amplifiye edilmigstir. Birinci asama PCR reaksiyonu, cizelge 3.12°de
belirtilen sekilde toplam hacmi 25umol olan bir karisim hazirlanarak ¢izelge 3.12°de
belirtilen kosullarda thermocycler’da gercgeklestirilmistir. PCR reaksiyonu sonrasinda
tiriiniin varligin1 kontrol etmek amaciyla %1°lik agaroz jelde elektroforez yapilmistir.
PCR fiirlinlerinden 5pl alinarak 2 pl yiikleme tamponuyla birlikte jele yiiklenmistir.
Agaroz jelde 120 V’da 25 dakika yiiriitiildiikten sonra, jel goriintiileme cihazi ile

reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmistir.

Ikinci asama PCR reaksiyonunda ise, birinci asama PCR sonucu elde edilen PCR
triinlerinin 0.2 pl’si 130 baz c¢ifti biiyiikliiglinde bir fragmente 6zgli primerler
varliginda amplifiye edilmistir. PCR reaksiyonu, c¢izelge 3.12°de belirtilen sekilde
toplam hacmi 25umol olan bir karisim hazirlanarak  ¢izelge 3.12°de belirtilen
kosullarda thermocycler’da gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu sonrasinda {iriiniin
varligin1 kontrol etmek amaciyla %2’lik agaroz jelde elektroforez yapilmistir. PCR
tirtinlerinden 5pl alinarak 2 pl yiikleme tamponuyla birlikte jele yiiklenmistir. Agaroz
jelde 130 V’da 20 dakika uzunluklar1 bilinen kontrol belirtegler esliginde yiiriitiildiikten

sonra, jel goriintiileme cihazi ile reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmistir.

Her PCR uygulamasinda negatif kontrol olarak komplementer DNA veya PCR {iriinii
yerine dH»O igeren tiiplerle PCR gergeklestirilmistir.

3.8 Poliakrilamid Jel Elektroforezi

NPMI mutasyon statiileri %12’lik poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) yontemiyle
tespit edilmistir. NPMI mutasyon statiilerini belirlemek amaciyla ikinci agsama PCR
sonunda elde edilen ve varlig1 agaroz jel elektroforeziyle tespit edilen PCR
tiriinlerinden Sul alinarak 2 pl yiikkleme tamponu ile karistirilmis ve jele yiiklenmistir.
Poliakrilamid jelde 300 V’da 3 saat uzunluklar1 bilinen kontrol belirtegleri esliginde
yuritilmiistir. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel, igerisinde 10 pl (10 mg/ml)

etidyum bromiir bulunan 200 ml 1XTBE soliisyonu igerisinde 10 dakika boyanmis ve
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sonrasinda dH,O ile 1 dakika yikanmistir. Daha sonra jel goriintiileme cihazi ile

reaksiyon sonuglar1 degerlendirilmistir

3.9 istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ki-kare testi ve Mann-Whitney U testleri kullanilarak analiz
edilmistir. Tanimlayici istatistik olarak nitel degiskenlerde oran, nicel degiskenlerde ise
ortalamatstandart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) verilmistir. P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismaya yaglar1 13-77 arasinda degisen % 38,6’s1 kadin (17/44), % 61,4’1i (27/44)
erkek olmak lizere 44 hasta ve 12 saglikli kontrol dahil edilmistir. Calismaya katilan

hastalarin klinik 6zellikleri cizelge 4.1°de gdsterilmektedir.

Calismada toplam 8 hastada (% 18,18) NPM1 gen mutasyonu saptanmistir. Saptanan
tiim mutasyonlar heterozigot karakterdedir ve mutasyonu tasiyan tiim hastalarda yaban
tip alellerden biri korunmustur. Saglikli kontrollerde mutasyona rastlanmamustir. NPM1

mutasyon ¢aligsmasina ait jel goriintiileri Sekil 4.1- 4.5°de verilmistir.

Yapilan ¢alismada NPM 1 mutasyonlarini tasiyan hastalardan ikisinin normal karyotipe
sahip oldugu gozlenmistir. Mutasyonu tasiyan hastalardan birinde ise t(8;21)
translokasyonu saptanmistir. NPM 1 mutasyonlarinin goriildiigli diger hastalara ait olan
sitogenetik verilere ulasilamamistir. Bu bulgular g6z Oniine alindiginda NPM1I
mutasyonlarinin 6nemli 0l¢iide normal karyotiple iliskilendigi gozlenmis ve bu

bulgunun istatistiksel acidan da anlamli oldugu gézlenmistir (p<0,05).

NPM]I gen mutasyonlar1 primer AML vakalarinda, sekonder AML vakalarina oranla
daha sik saptanmistir. NPMI gen mutasyonlarinin FAB siniflandirmasina  gore
dagilimina bakildiginda; mutasyonu tasiyan 6 hastanin AML-M4 (% 75), 2 hastanin ise
AML-M1 (% 25) FAB kategorisine dahil oldugu goriilmiistiir. NPM1 mutasyonlarina
AML-M2, AML-M3, AML-M5 ve AML-M6 FAB kategorisine dahil olan hastalarda

rastlanmamustir.

NPM1 gen mutasyonlarini tastyan hastalardan 2’si (%25) 21-34 yas araliginda, 5°i
(% 62,5) 35-59 yas araliginda, 1’1 (%12,5) 60 yasin iizerindedir. 21 yasin altindaki
hastalarda NPMI mutasyonuna rastlanmamistir. Bu verilere baglh olarak mutasyonun
35-60 yas araligindaki bireylerde daha sik goriildiigli saptanmistir. Ancak mutasyon
goriilme sikligiin yasa bagli olarak degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir

(p>0.05). NPM1 mutasyon frekanslarinin cinsiyete bagli olarak da anlamli bir farklilik
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gostermedigi saptanmustir (p=0.451). Mutasyonu tasiyan hastalarin %50’sinin kadin,
%50’sinin ise erkek oldugu gozlenmistir. NPM 1 mutasyonunu tastyan hastalarda 16kosit
sayist ve kemik iligi blast sayis1t NPM1 mutasyonlarini tagimayan hastalara oranla daha
yiiksektir. S6z konusu mutasyonu tasiyan hastalarin %66,7’sinde CD34 pozitifligi

gbzlenmemistir. Ancak elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Indiiksiyon tedavisine verilen yanit bakimindan NPMI mutasyonunu tasiyan ve
tasimayan AML vakalar karsilastirildiginda iki grup arasinda énemli bir fark olmadigi
gdzlenmistir. Mutasyonu tasiyan hastalarin % 50’si tedaviye yanit verirken, mutasyonu

tagimayan vakalarin %52,8’inde tedavi sonrasinda remisyon gozlenmistir.

53



Cizelge 4.1 Calismaya katilan hastalarin klinik 6zellikleri

Toplam (%) NPM1 m (%) NPM1 wt (%)
Cinsiyet
Kadin 17 (38,6) 4(50) 13 (36,1)
Erkek 27(61,4) 4(50) 23 (63,9)
Yas
<20 5(11,9) 5(14,7)
21-34 12(28,6) 2(25) 10(29,4)
35-59 18(42,9) 5(62,5) 13(38,2)
260 7(16,7) 1(12,5) 6(17,6)
Ortanca yas 42,19 45,88 41,32
Aralhik 13-77 28-65 13-77
Lokosit sayis1
Ortanca, hiicre/pl 9000,00 24890,00 9000,00
Aralik, hiicre/pl 800-111,000 1750- 82600 800-111,000
FAB alttipi
MO 4 (10) 4(12,5)
M1 7(17,5) 2(25) 5(15,6)
M2 6 (15) 6(18,8)
M3 9(22,5) 9(281)
M4 11 (27,5) 6(75) 5(15,6)
M5 2 (6,3) 2(6,3)
M6 131 1(31)
AML tipi
Primer AML 40 (90,9) 7(87,5) 33(91,7)
Sekonder AML 4 (91) 1(12,5) 3(8,3)
Sitogenetik anomaliler
t(15;17) 8 8
t(8;21) 6 1 5
inv(16) 3 3
t(9;22) 1 1
NK 3 2 1
Kemik iligi blast yiizdesi 58,800 69,900 54,836
CD34 (-) 12 (37,5) 4 (66,7) 8(30,8)
CD34 (+) 20 (62,5) 2(33,3) 18 (69,2)
Remisyon indiiksiyon tedavisine
Verilen yanit
Remisyon 13 (52) 2(50) 11(52,4)
Yanitsiz 12 (48) 2(50) 10 (47,6)
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Sekil 4.1. Saglikli kontrollerden saglanan kan veya kemik iligi 6rneklerinden izole
edilen RNA’larin % 1°lik agaroz jel goriintiisii

1 2 3 4 5 M

200

151 150

Sekil 4.2 cDNA kontrol PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen PCR iiriinlerinin % 2’
lik agaroz jel goriintiisii
M: Marker (50 bg) 1:MS (151 bg) 2:RP (151 bg) 3:BS (151 bg) 4:MD (151 bg) 5: SS (151 bg)



10982

Sekil 4.3 Hastalara ait olan cDNA 6rneklerinin kalip olarak kullanildigi I. Asama nested
PCR reaksiyonu sonrasinda elde edilen PCR fiirlinlerinin % 1°lik agaroz jel
goruntusu

1: SK (1092 bg) 2:MS (1092 bg) 3:MD (1092 bg) 4:SS (1092 bg) 5:BS (1092 bg) 6:VS (1092 bg) 7:HY

(1092 bg) 8:RP (1092 bg) 9:SC (1092 bg)

T mem e SN RS ouees EEND o

Sekil 4.4 Hastalara ait olan cDNA 6rneklerinin kalip olarak kullanildig II. Asama PCR

reaksiyonu sonucunda elde edilen tiriinlerin % 2’lik agaroz jel goriintiisii.
1: SK (130 be) 2:MS (130 bg) 3:MD (130 bg) 4:SS (130 bg) 5:BS (130 bg) 6:VS (130 bg) 7:HY (130
bg) 8:RP (130 bg) 9:SC (130 bg) M: Marker (50 bg)
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Mutant
alel
Yaban tip
“alel

140

130

Sekil 4.5 Hastalara ait olan cDNA 6rneklerinin kalip olarak kullanildig: I1. Asama PCR
reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR {iriinlerinin % 12’lik poliakrilamid jel
goruntisu.

M: marker (10 bg) 1: BS (130bg) 2: NA(130 bg) 3: MS (130/134-135) 4: MG (130 bg) 5: VS (130 bg) 6
RP (130/134-135) 7: SS (130 be) 8:SK(130 bg)
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5. TARTISMA ve SONUC

NPM1 mutasyon sikliklarin1 Tiirk toplumunda saptamaya yonelik olan bu calisma
sonrasinda arastirmaya dahil edilen 44 AML hastasindan 8’inin (%18,18) NPMI gen
mutasyonlarmi tagidigr goézlenmistir. Calismada tespit edilen NPMI mutasyon
sikliklarinin, bati iilkelerine oranla daha diisiik oldugu goriiliirken, mutasyon goriilme
sikligiin  Asya iilkeleriyle uygunluk gdosterdigi saptanmistir. Son yillarda bati
iilkelerinde yapilan ¢aligmalarda tiim AML vakalarinin yaklasik %35’inde NPM1 gen
mutasyonlarinin s6z konusu oldugu ve bu mutasyonlari tasryan AML vakalarinin %60’
mndan fazlasinin normal karyotipe sahip oldugu rapor edilmistir (Falini vd. 2005,
Verhaak vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Boissel vd. 2005, Ddéhner vd. 2005, Thiede vd.
2006). Ancak Cin ve Japon AML hastalarinin dahil edildigi c¢aligmalar sonrasinda
mutasyon sikliklarinin %14.3-28.2 araliginda degisim gosterdigi ve Bati toplumlarina
oranla daha diislik oldugu bildirilmistir (Suzuki vd. 2005, Chou vd. 2006, Zhang vd.
2006, Yan vd. 2007). Bu calisma sonrasinda elde edilen veriler de Tayvanli bir grup
tarafindan yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen bulgularla benzerlik gostermektedir.
S6z konusu calismada saptanan NPMI mutasyon sikligi %19,1°dir (Cizelge 5.1)
(Chou vd. 2006).
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Cizelge 5.1 Cesitli iilkelerde yapilan calismalar sonucunda tespit edilen NPM]
mutasyon sikliklari

Ulke Cahsmaya NPM1 Yil Referans

katilan AML> mutasyonlarinin

li hasta sayis1 insidansi
ftalya 591 208 (35,2) 2005 Falini vd.
Hollanda 275 95(34,5) 2005 Verhaak vd.
Almanya 300 145 (48) 2005 Dohner vd.
Italya 401 212(52,9) 2005 Schnittger vd.
Fransa 106 50 (47) 2005 Boissel vd.
Japonya 257 64 (24,9) 2005 Suzuki vd.
Tayvan 173 33 (19,1) 2006 Chou vd.
Almanya 1485 408 (27,5) 2006 Thiede vd.
Cin 156 44 (28,2) 2007 Yan vd.
Tiirkiye 44 8 (18,8) 2011 Bu calisma

NPM 1 mutasyonlarini tagiyan hastalarin genellikle normal karyotipe sahip olduklar1 ve
tekrarlayan kromozomal anomalilerden yoksun olduklari Falini ve arkadaslarn
tarafindan 2005 yilinda yapilan g¢alisma sonucunda rapor edilmis ve bu bulgu soz
konusu c¢alisma sonrasinda yapilan bir¢ok arastirma sonucunda da dogrulanmistir.
(Dohner vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Suzuki vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Boissel vd.
2005, Thiede vd. 2006). NPM1 mutasyonunu tastyan AML vakalarinin yaklasik %14’
tinde kromozomal anomalilere rastlanmistir. Fakat s6z konusu kromozomal
bozukluklarin sekonder oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii bu anomalilerin tekrarlayan
genetik bozukluklar tasiyan AML hastalarinda goriilen sekonder kromozomal
bozukluklarla tip ve frekans agisindan benzer olduklar1 goriilmiistiir (Falini vd. 2005).
Yapilan bu tez c¢alismasi sirasinda NPMI mutasyonlarini tagiyan 8 hastadan 3’{inlin
sitogenetik sonuglarina ulagilabilmistir. S6z konusu hastalardan ikisinin normal
karyotipe sahip oldugu goriiliirken, bir hastada t(8;21) translokasyonuna rastlanmistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda NPMI mutasyonlarinin normal
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karyotiple iliskisi istatistiksel diizeyde anlamli bulunmustur. Bu baglamda elde ettigimiz

sonuglar diger calismalar1 destekler niteliktedir.

NPM]I gen mutasyonlarina genellikle de novo AML’li hastalarda rastlanirken; soz
konusu mutasyonlar sekonder AML gelisiminde ¢ok nadir goriilmektedir
(Falini vd. 2005, Thiede vd. 2006) Bu ¢alisma sonrasinda da NPMI mutasyonunu
tasiyan 8 hastadan 7’sinin de novo AML hastas1 1’inin ise sekonder AML vakas1 oldugu
goriilmiistiir. Ancak ¢alisma grubuna dahil olan hastalarin yalnizca 3’ii sekonder AML

hastas1 oldugu igin istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

NPM]I1 gen mutasyon sikliklarinin cinsiyete bagli olarak degisim gosterdigine dair
bulgular mevcut olmasina karsin bu durumun aksini gosteren veriler de s6z konusudur.
AML’1i kadin hastalarda NPM1 gen mutasyonuna daha sik rastlandigi bazi calismalarda
rapor edilmistir (Thiede vd. 2006, Déhner vd. 2005, Schnittger vd. 2005). Ancak bazi
calismalar sonrasinda NPM1 mutasyon sikliklarinin cinsiyete baglh olarak degismedigi
saptanmustir (Falini vd. 2005, Suzuki vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Boissel vd. 2005).
Bu tez calismasina katilan hastalar degerlendirildiginde, NPMI mutasyon frekansinin
cinsiyete bagl olarak farklilik géstermedigi sonucuna ulagilmistir. NPM1 mutasyonunu
tastyan AML vakalarinda yas ortalamasmin yiiksek oldugu yapilan ¢ok sayida
calismada rapor edilmistir (Falini vd. 2005, Suzuki vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Boissel
vd. 2005, Yan vd. 2007). Verhaak ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢caligmalarinda 21-
35 yas arasi bireylerde %15, 35-60 yas aras1 bireylerde %40, 60 yas ve iistii bireylerde
ise %50 oraninda NPM] mutasyonlarint saptamisglardir. Bizim ¢aligma grubumuzda da
Verhaak ve ¢alisma arkadaslarinin bulgularin1 destekler nitelikte veriler elde edilmistir.
Yaptigimiz ¢alismada 20 yasin altindaki hastalarda NPMI mutasyonuna
rastlanmamistir. Mutasyonu en sik saptadigimiz (%62,5) yas araligi 35-59 iken, 60 yas
lizeri hastalarda mutasyon % 12,5 oraninda saptanmustir. 60 yas iizerinde sik goriilmesi
beklenen mutasyonlarin, goriilme sikliginin bu g¢alismada diisiikk olmasinin c¢alisilan

hasta sayisindan kaynaklaniyor olabilecegi diisliniilmektedir.
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Literatiirde yeralan ¢alismalarda NPM[ mutasyonlarinin FAB alt tipine bagli olarak
dagilimi degerlendirildiginde M3 haricindeki tim FAB alt tiplerinde gorildiigi
saptanmigtir. (Falini vd. 2005, Suzuki vd. 2005, Chou vd. 2006, Thiede vd. 2006, Yan
vd. 2007). Cok sayida ¢alismada AML-M3’de NPM1 mutasyonlarinin goriilmedigi
rapor edilmis olmasina karsin Verhaak ve arkadaslar1 2005 yilinda yapmis olduklari
calismada AML-M3 tanist1 almis bir hastanin NPM1 mutasyonunu tasidigini
gbzlemislerdir. Baz1 ¢aligma gruplart NPM1 mutasyonlarinin goriilme sikliginin AML-
M4 ve AML-M5 vakalarinda yiiksek oldugu bildirilmistir (Alcalay vd. 2005, Falini vd.
2005, Suzuki vd. 2005, Doéhner vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Schnittger vd. 2005,
Boissel 2005 Thiede vd. 2006). Ancak Yan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
calismada mutasyon frekans1t AML-M1 vakalarinda daha yiiksek bulunmustur (Yan vd.
2007). Bizim hasta grubumuzda ise NPM mutasyonun frekansinin M4 alt tipinde daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Mutasyonu tastyan 8 AML vakasindan 6’s1t AML-M4, 2’si
AML-M1 tipindedir. Elde ettigimiz bu veriler NPM1 mutasyonlarinin AML-M4 ile

iligkili bulan aragtirma gruplarinin sonuglarini desteklemektedir.

NPM1 mutasyonlarinin yiiksek 16kosit sayimi (Boissel vd. 2005, Suzuki vd. 2005,
Dohner vd. 2005, Verhaak vd. 2005, Schnittger vd. 2005, Chou vd. 2006, Thiede vd.
2006, Yan vd. 2007) ve tan1 aninda ytiksek blast oran1 (Suzuki vd. 2005, Dohner vd.
2005, Chou vd. 2006, Thiede vd. 2006) ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ayrica NPM1
mutasyonlarini tastyan AML vakalarinin % 95’inden fazlasinin CD34 negatif oldugu
rapor edilmistir (Falini vd. 2005). Bu tez ¢calismasi sonrasinda elde edilen veriler yapilan
arastirmalar sonrasinda gelisen klinik beklentiyi karsilamaktadir. NPM1 mutasyonunu
tagiyan hastalarda lokosit sayis1 ve kemik iligi blast yiizdesi mutasyonu tasimayan
hastalara oranla daha yiiksek bulunmustur. Ancak bu veriler yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda anlamli bulunmamistir. NPM 1 mutasyonunu tagiyan vakalarin
%66,7’s1 hematopoetik kok hiicre ylizey belirteci olan CD34 negatiftir. Fakat sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durumun c¢aligilan hasta sayisinin diigiik

olmasindan kaynaklaniyor olmasi olasidir.
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Indiiksiyon tedavisinden sonra, normal karyotip iceren AML vakalarinda, NPM]
mutasyonunu tasiyan hastalarin, mutasyonu tasimayan hastalara oranla, daha yiiksek
tam remisyon oranina sahip olduklar1 bildirilmistir (Falini vd. 2005, Schnittger vd.
2005, Thiede vd. 2006, Suzuki vd. 2005). Ancak bu ¢alismada NPM1 mutasyonlarini
tagilyan hastalar, mutasyonu tasimayan hastalarla remisyon indiiksiyon tedavisine
verilen yanit bakimindan karsilastirildiklarinda iki grup arasinda onemli bir fark
gozlenmemistir. NPM1 mutasyonlarini tagiyan hasta grubunda hastalarin % 50’sinin
tedaviye yanit verdigi goriiliirken, mutasyonlar1 tasimayan grupta hastalarin % 52,4’

tiniin indiiksiyon tedavisine yanit verdigi saptanmigtir

Ayiricr klinik ve biyolojik 6zelliklerine ragmen NPM1 gen mutasyon sikliklarini Tiirk
toplumunda belirlemeyi amaclayan herhangi bir ¢alisma daha 6nce yapilmamistir. Bu
baglamda yapmis oldugumuz calisma, klonal kromozomal anomalilerden yoksun olan
normal karyotipli AML vakalarimin prognostik alt gruplara ayrilmasinda molekiiler
belirteg olarak kullanilabilecegi diistiniillen NPM1 gen mutasyonlarinin, goriilme
sikligin1 ve prognostik 6nemini Tiirk AML hastalarinda belirlemeyi hedefleyen ilk

calismadir. Bu nedenle ¢calismanin literatiire katki saglayacag diistiniilmektedir.

NPMI mutasyonlarinin ayirict klinik 6zelliklerinden dolayt AML hastalarinda rutin
takibi Onerilir. Bu calismada kullanmis oldugumuz yontem daha 6nce NPMI gen
mutasyon sikliklarini belirlemeye yonelik ¢alismalarda kullanilmis olan Real time PCR,
DHPLC, kapiller elektroforez gibi yontemlerle karsilastirildiginda oldukca basit ve
ucuzdur ve bu baglamda s6z konusu mutasyonlarin rutin takibine olanak saglayacak
niteliktedir. Ayrica s6z konusu yontem daha once yalnizca 24 AML hastasinin dahil
edildigi bir calismada (Calvo vd. 2009) kullanilmistir. Bizim yapmus oldugumuz
calismada 44 hasta ve 12 kontrol olmak tizere 56 kisilik bir ¢alisma grubunda yontemin
gecerliligi dogrulanmistir. Bu durumun NPM1 mutasyonlarinin rutin takibi agisindan

onemli oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak rastgele secilen 44 AML hastasinin dahil edilmis oldugu bu g¢alisma

sonucunda NPM1 gen mutasyonlarinin goriilme siklig1 % 18,18 olarak tespit edilmistir.
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Calismada tespit edilen NPM1 mutasyonlarinin goriilme sikligiin Bati {ilkelerine
oranla daha diisiik oldugu goriiliitken Asya iilkeleriyle benzerlik gosterdigi
gbzlenmistir. Tespit edilen tiim mutasyonlar heterozigot karakterdedir. Caligmada
NPM1 gen mutasyonlarinin normal karyotiple énemli dlgiide iligkilendigi gézlenmistir
(p<0,05). Bununla birlikte yapilan ¢alismada NPM1 mutasyonlar1 de novo AML, ileri
yas, FAB M4, yiiksek 16kosit sayisi, CD34 negativitesi ve tan1 aninda yiiksek blast orani
ile iligkilendirilmistir. Tiim bu veriler klinik beklentiyi karsilar niteliktedir. Ancak
sonuglar istatistiksel degerlendirme sonucunda anlamli bulunmamistir. Bu durumun
calisilan hasta sayisinin diisiik olmasindan ve hastalara ait olan yeterli klinik bilgiye
ulagilamamasindan kaynaklaniyor olmasi muhtemeldir. Bu tez calismasi NPM1 gen
mutasyon sikliklarin1 Tiirk toplumunda belirlemeyi hedefleyen ilk calisma olmasi

nedeniyle dnemlidir ve literature katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Hasta sayisinin artirilarak calismaya devam edilmesi, NPM1 gen mutasyonlarinin
normal karyotipli AML vakalarinin prognostik alt gruplara ayrilmasina katki
saglayacagi distiniildiigiinden calisma dahilinde hastalarin karyotip analizlerinin
yapilmasi, FLT3 mutasyonlarinin yoklugunda NPMI mutasyonlarimi tastyan AML
vakalarinin indiiksiyon tedavisine daha yiiksek oranda yanit verdikleri bildirildiginden
FLT3 gen mutasyonlariyla birlikte NPM1 gen mutasyonlarinin tedavi iizerindeki
etkisinin belirlenmesi planlanmaktadir. Planlanan c¢alisma sonrasinda elde edilecek
bulgularin AML’li hastalarin siniflandirilmasina ve tedavilerinin ydnlendirilmesine

katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
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EK 2 Saghkh birey bilgilendirme ve onam formu

Saghkl Birey Bilgilendirme ve Onam Formu

“Tiurk Akut Myeloid Losemi (AML) hastalarinda NPM1 gen mutasyon sikliklar1 ve
prognostik O6nemi” isimli bilimsel bir calismada yer almak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu caligma arastirma amaci ile yapilmaktadir. Caligmaya katilma
konusunda karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle ilgili
bilgilerin nasil kullanilacagini ve ¢alismanin neler igerdigini, bilmeniz 6nemlidir. Bu
calismada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin amacin1 anlamaniz ve kararmizi
bu bilgilendirme sonras1 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Liitfen size 6zel hazirlanmis
bu bilgilendirmeyi dikkatlice okumak i¢in zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya
doktorunuzla tartisin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve
sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz

istenecektir.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni AML ile ilgili olarak gergeklestirilecek bir
calismada karsilastirma yapabilmek anmaciyla saglikli bireylerden olusan control
grubunu olusturabilmektir. Ankara Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bu
hastaligin nedenlerini ortaya g¢ikaracak ve yeni tedavi yontemleri gelistirebilecek bir

arastirma gergeklestirilecektir. Katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Arastirmanmin Amact: Akut Myeloid Losemi, l6seminin alt tiplerinden biridir. Kan
kanseri olarak da bilinen 16semi, ¢cogunlukla, damarlarda dolasan kanin esas yapim yeri
olan kemik iliginde bulunan ana hiicrelerde meydana gelen genetik degisimler
(mutasyonlar)  sonucunda ortaya c¢ikar. S0z konusu degisimler (mutasyonlar )
sonucunda blast adi verilen olgunlasmamis ve bu nedenle gorevini yapamayacak

durumda olan kan hiicrelerinin sayisinda artis meydana gelmektedir.. Olgun olmayan bu
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hiicreler hizla yayilarak kemik iligini, lenf bezlerini, dalagi karacigeri, beyin ve merkezi

sinir sistemini istila eder.

NPM]1 adi verilen gende meydana gelen degisimlerin ( mutasyonlarin) AML
hastalarinda c¢ok sik rastlanan genetik bozukluklar oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda
ortaya konulmustur. Tirk Akut Myeloid Losemi (AML) hastalarinda NPM1 gen
mutasyon sikliklarin1 ve prognostik Onemini belirlemek amaciyla bir calisma
planlanmistir. Buradan yola ¢ikarak, bu ¢alismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim dalindan, AML tanis1 almis 50 hasta ve 20 saglikli bireyden olusan

bir kontrol grubu kullanilacaktir.

Calismanin Protokolii: Bu calismada kemik iligi veya kan ornekleri kullanilacaktir.
Kemik iligi ornekleri talep edilecek olan kisilerden, &rnekler Gazi Universitesi
Hematoloji Bilim dalinda daha once tan1i amaciyla vermis olduklart kemik iligi
orneklerinden temin edilecektir. Bunun haricinde ilave kemik iligi alinmayacaktir.
Zaten alman Ornekten ihtiya¢ fazlast olan miktar bu g¢alismada kullanilacagi i¢in

onayiniza bagvurulmaktadir.

Kan 6rneklerine ihtiya¢ duyuldugunda ise sizden bir defaya mahsus, kol damarimizdan
yaklagik 5 cc (4 cay kasigl) kan ornegi istenmektedir. Kan alimi kolunuzdan, size
incitmeden gerceklestirilecektir. Ancak kullanilan enjektor nedeniyle hafif derecede bir
agr1 hissedebilirsiniz ve kolunuzda enjektoriin temas ettigi bolgede bolgesel bir
morarma goriilebilir. Kan alinirken saglik ekibi olusabilecek sorunlara miidahale i¢in

yaninizda bulunacaktir.

Bir miktar kemik iligi veya kan O6rnegi alindiktan sonra bu hiicrelerden izole edilen
RNA ornekleri kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirlecektir. Elde edilen cDNA lar

polimeraz zincir reaksiyonu denilen test siirecine tabi tutularak test sonucu elde
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edilecektir. Test sonucu elde edilen iiriinler poliakrilamid jel elektroforezinde

goriintiilenecek ve NPM1 gen mutasyonunun olup olmadigi tespit edilecektir.

Bu c¢alisma kapsaminda size her hangi bir ilag verilmeyecek ve bu durum yasaminizi
etkilemeyecektir. Calismaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilmay1 red
etme hakkina sahipsiniz. Caligma sirasinda elde edilen kemik iligi ve kan ornekleri
anonim olarak saklanacak ve hastalarin isimleri sakli kalmak kosulu ile diger bilimsel
caligmalarda da kullanilabilecektir. Bu ¢alisma size veya sosyal giivencenizi saglayan
kuruma ekonomik a¢idan bir yiik getirmeyecektir ve size herhangi bir maddi destekte
bulunulmayacaktir. Bu calismadan elde edilecek sonuclar size bildirilmeyecek ve
tedaviniz bu sonuglara bagli olmayacaktir. Calismadan istediginiz zaman ¢ikabilirsiniz.

Ayrica teknik nedenlerden dolay1 arastirmaci tarafindan ¢alismadan ¢ikarilabilirsiniz.

Bu calisma Dog. Dr. Nesrin Ozsoy tarafindan yiiriitiilecektir. Calisma siiresince
herhangi soru veya sorununuz oldugunda Dog. Dr. Nesrin Ozsoy’a 310 30 10/388
numarali telefondan veya Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dali,
Kat:2’den ve/veya doktorumuz Dog¢. Dr. Miinci Yager’ya 310 33 33/7099 numaral
telefondan veya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalindan

ulasabilirsiniz. Bu yazinin bir kopyasi size verilecektir.

Yardimlariniz i¢in ¢ok tesekkiir ederiz.

BN ;bu calisma ile ilgili yeterli bilgiye

sahibim.

Konu ile ilgili sorularimi sorarak agik ve doyurucu yanitlar aldim.

Bu bilgiler 1s181nda elde edilen kemik iligimin veya kan 6rnegimin,
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0 Baska amacla kullanilmamasi

o Kimligimin gizli tutularak bilimsel amagh diger ¢aligmalarda da kullanilabilmesi

kosulu ile kullanilmasina izin veriyorum.

Hastanin adi-soyadi: Sorumlu Arastirmaci:

Adresi: Imza:

Tel:

Imza:

Kurum Yetkilisi:

Imza:
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