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OzZET

Philadelphia kromozomu insanlarda 6zel neoplastik hastalikla ilgili tesbit edilen ilk 6zel
karyotip anomalisidir. Ph translokasyonu 9. kromozomda bulunan ABL proto-onkogenin
3’eksonlan ve poliadenilasyon/terminasyon sekanslaninin 22.kromozomda yerlegen bcr
geninin 5’ bélgesi ile birlesmesi sonucu olugur. Bu translokasyonun molekiiler sonucu
KML’de p 210 kd ve ALL’de p 190 kd’luk hibrid proteinlerdir. Her iki proteinde ABL
sekanslarindan kaynaklanan artan trozin kinaz aktivitesine sahiptirler. 9. kromozomdaki
kirilma bélgesi 200 KB uzunlugunda olabilirken, 22.kromozomdaki ber geninin kirilma
bolgesi genellikle 5 KB’dir. Bununla birlikte Ph’ pozitif baza ALL’lerde kirilma bdlgesi
ber geninin itk ekzonunda gézlenir.

Philadelphia translokasyonu aymi zamanda 9q+ ve 22g-’nin olustugu resiprokol bir
olaydir. 22 q- ile kargilagtinlirsa 9q+ ¢ok az g¢ahgilmigtir. Son zamanlarda
22 kromozomda bulunan ber geninin 3’ kisminin 9.kromozomda bulunan c-abl geninin
ilk eksonlan ile birlestigi gosterilmigtir.

Polimeraz zincir reaksiyonu KML ve ALL’de hibrit bcr-abl ve abl-bcr genlerinin
transcriptlerini belirlemede kullanilmaktadir.

SUMMARY

Molecular Structure of Philadelphia Chromosome Positive Leukaemias

The Philadelphia chromosome was the first specific karyotype abnormality associated
with a particular neoplastic disease in humans. The Ph translocation generats a hybrid
gene consisting of 5° exon sequences of the bcr gene on chromosome 22 fused to 3’
exons and polyadenylation/termination sequences of the ABL proto-oncogene from
chromosome 9. The molecular consequence of this translocation is the transcription of
chimaeric m RNA and transcribed in a novel 210 kd protein (p 210) in CML, an p 190
kd protein in ALL which retain the tyrosine-kinase activity derived from the ABL
sequences. Although the breakpoints on chromoseme 9 can occur over a 200 KB range
the breakpoint on chromosome 22 are usually clusteret within a 5 KB sequence
designated the breakpoint cluster region. In some Philadelphia positive acute
lymphoblastic leukaemias, however, the break in the ber gene has been shown to lie
further 5’ such that only the first exon of ber is includled in the chimaeric m RNA.

The Philadelphia translocation in a reciprocal event with formation of a chromosome 9
q+ concomitantly with that of chromosome 22q-. Compared to chromosome 22g-,
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chromosome 9q+ has been little studied. Recently it has been shown that the 3 moiety of
ber gene from chromosome 22 is contiguous with the S’upstream region and the first
exon(s) of c-abl on chromosome 9q+.

Polymerase chain reaction has been used to show that RNA from CML and ALL
peripheral blood leucocyts contain transcripts of the ber-abl and abl-ber chimaeric genes.

Normal hiicrelerin 16semik hiicrelere doniismesine translokasyonlar, delesyonlar ve
duplikasyonlar eslik edebilir. Genellikle etkilenen genlerin iiriinleri hiicre bityiimesi ve
farklilasmasinda goérev yapmaktadirlar. Bu genlerdeki degisiklikler losemik kloni
gelismesinde ve olusmasinda anahtar rol oynayabilirler(l). Bir DNA virusu olan
Epstein-Barr virusu Burkitt’s lenfomada, insan T-cell lymphotropic virus diger adiyla
insan akut loésemi/ lenfoma virusu (HTLV-1) ise bazz T hiicreli losemilerde ve
lenfomalarda gozlenmistir. Iyonize radyasyon ve bazi kimyasal maddeler (benzen ve
baz1 antineoplastikler) l6semi siklifinda artmaya neden olmaktadir. Down snd ve
Fanconi anemisi gibi baz1 genetik hastaliklarda da l6semiye yatlnliklar olabilmektedir.
Etiolojide ajan ne olursa olsun 6nce stem hiicrelerden birisi mutasyona ugrar, hiicreler
anormal bolinmeye baslar ve sonra farklilagma yeteneklerini kaybederler. Bu tip
hiicreler growth faktérlere az duyarli ve daha kisa hiicre siklusuna sahiptir(2).

Philadelphia (Ph’) kromozomu, kronik miyeloid 16semili (KML) hastalarin % 90’1nda,
crigkin akut lenfositer 16semili (ALL) hastalarin % 20’sinde ve gocukluk gagi ALL
hastalarinin % S5’inde gézlenen bir marker kromozomudur(3). 9.kromozomun q34
bolgesi 22 kromozomuna transloke olur t(9:22) ve p210 veya pl90 kd proteine
gevrilebilen BCR-ABL hibrit geni olusur. Her iki proteininde yiiksek trozin kinaz
aktivitesi vardir ve hiicreleri transforme edebilirler(4,5).

Ph’ Pozitif KML Hastalarinin Analizleri

KML puliripotent bir stem cell’in neoplastik transformasyonu sonucunda olusan bir kan
hastaligidir. KML nin sitogenetik markeri olan Ph’kromozomu ilk kez 1960°da Nowell
ve Hungerford tarafindan kemik iligi metafaz plaklarinda go6zlenmistir(6).
Ph’kromozomuna 22q- veya marker 22 de denir. Genel olarak kabul edilen Ph’
koromozomudur. Ph’ translokasyonu 1973’de Rowley tarafindan daha detayh
tammlanarak, 9. ve 22. kromozomlardaki kirilma yerleri belirlenmistir(7).
Translokasyona daha detayli bakildiginda; 9.kromozomun q.34 bolgesinde lokalize olan
v-ABL geninin hiicresel homologu olan c-ABL geni altematif ilk eksonlar olan ekson Ib
ve la ile 2. ekson arasindan kinlarak 22.kromozomun gll bélgesinde bulunan BCR
geninin 5’kismu ile birlesir ve yeni bir BCR-ABL hibrit genini olugturur. BCR genindeki
kinlma yerleri 6zel iki alanda toplanmigtir. Bunlardan birincisi, KML hastalarinda
gozlenen ve BCR geninin orta bolgesinde bulunan 5.8 kb uzunlugundaki bolge olup
major breakpoint cluster region=M-BCR boélgesidir. Digeri ALL’li hastalarda da
gozlenen ve BCR geninin 1. eksonu ile 2.eksonu arasinda yer alan intron bélgesidir. Bu
bolge de minor breakpoint cluster region=m-BCR olarak adlandirilir. M-BCR bélgesi
eksonlarina 1 den 5’e kadar 6zel sayilar verilmigtir. KML hastalarinin tamaminda ve
ALL hastalarinin bir kisminda bu bdlgede kirilmalar gozlenir. M-BCR boélgesindeki
kinlmalar genellikle ekson 2 ile 3 veya ekson 3 ile 4 arasinda olur. Bunun sonucunda
birbirlerinden 75 bp yada 25 amino asit farkli hibrit gen olusabilir(siras: ile b2a2 veya
b3a2). Bunlara ilaveten ALL hastalarinda m-BCR bolgesinde de kirilmalar olabilir ‘ve
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olusan hibrit gen lea2 seklinde gosterilir. KML hastalarinda olusan BCR-ABL hibrit
geninin p210 kd protein iiriinii gdzlenirken ALL hastalarinda hem p210 hem de p190 kd
protein tiriinleri gézlenebilir. Her iki protein de yiiksek trozin kinaz aktivitesine sahiptir
ve hiicreleri transforme edebilir(Sekil 1). ABL geninin aktivitesi igin birgok yol vardir.
Bunlardan en yaygin olam ABL geninin BCR geninin promotorunun kontroluna
girmesidir. Bunun yaninda ABL geninin 5’ kismindaki delesyonlar, ABL geninin trozin
(try) kinazin aktivitesinin pozitif ve negatif aktivitesinden sorumlu bélgeler olan SH3 ve
SH2 mutasyonlar da geni aktive edebilir. Ayrica ABL geninin duplikasyonlar1 yine try
kinaz bolgesini aktif edebilir(8).
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Sekil 1:KML ve ALL hastalarinda 9:22 resiprokal translokasyonu sonucu olusan BCR-
ABL hibrit genini birlesim sekilleri, p*’° ve p'® kd protein iiriinleri.
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KML genelde iki faza aynlir. Yaklasik iig y1l siiren kronik fazda, kan ve kemik iliginde
miyoloid hiicreler gogalir(9). Bu hastalarda KML tanisi tesadiifen yapilan kan tahlilleri
ile belirlenebilir. Bu dénemde KML nin sitogenetik isareti olan Ph’ koromozomu
hastaligin teshisinde 6nemlidir. Molekiiler yontemler uygulanirsa (Southern blot ve
PCR) BCR-ABL hibrit geninin varhif1 tesbit edilebilir. KML de terminal faz blastik
krizdir. Bu donemde genellikle miyeloblastlar veya lenfoblastlar dominanttir(10).
Miyeloid hiicreler son farklilagsma yetenegini kaybederler ve kanda olgunlagmamug
miyeloid hiicrelerin onciileri artar. Blastik krizde ilave kromozomal anomaliler de
gozlenir. En gok gozlenen anomaliler +8, +19, +Ph’, i(17q), 14q+ ve +21°dir. Daha az
olarak ta -7 ve -Y gozlenebilir(11,12,13,14,15). Bunlara ilave bu fazda bir proto
onkogen olan RAS ve bir timor siipresor gen olan P53 de mutasyonlar
gbzlenmistir(16,17).

KML hastalarina sitogenetik ve molekiiler yontemlerle teshis konabilir. Sitogenetik
teshiste; heparinli kemik iligi veya periferik kan alinarak kisa veya uzun siireli lenfosit
kiiltiirii yapilir ve rutin yontemlere gére kromozom preparatlart hazirlanir. Preparatlar
Ph’ kromozomu yéniinden incelenerek % Ph’ olarak degerlendirilirler. KML tanisinda
kullanilan molekiiler yéntemler daha komplekstir. Bu konuda iki tip yaklasim vardir.
Genomik DNA izole edilir iki veya dort restriksiyon endoniikleaz ile kesilir agaroz jele
uygulanir ve Southern blot yapilarak genomik DNA isaretli prob ile hibritlestirilir ve
teshis konulur. Diger yontem ise Revers Traskriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonudur
(RT-PCR). Yéntem oldukga duyarli ve komplekstir. Oncelikle kan veya kemik iliginden
RNA izole edilir. Bu RNA revers transcriptaz igin kalip olarak kullanilarak cDNA
sentezlenir ve PCR igin kalip olarak kullanilir. RT-PCR ile bir milyon normal hiicre
i¢inden bir hatali hiicreyi yakalamak miimkiindiir.

Melo J. ve arkadaslan, Ozkul Y. ve arkadaslan 9.kromozomda resiprokal translokasyon
sonucu olusan ABL-BCR hibrit genini belirlemek i¢in 1993 yilinda bir dizi ¢alismalar
yapmiglardir(18,19). Ph’translokasyonu sonucunda 22.kromozomda BCR-ABL hibrit
geni olusurken 9.kromozomda da 9q+ ABL-BCR hibrit geni olusmaktadir. BCR geninin
3’kism1 ABL geninin alternatif eksonlan olan ekson 1a veya ekson 1b ile birlesebilir ve
hibrit ABL-BCR geni olusur. ABL ve BCR genindeki kirilma yerlerine gorede 1a-b3,
la-b4 veya 1b-b4 birlesimleri gozlenebilir(Sekil 2).
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Sekil 2:ABL ve BCR genlerinin genomik diizenlenimleri ve ABL-BCR hibrit geninin
birlesim gekilleri

Ph’ Negatif KML Vakalarinda Molekiiler incelemeler

Ph’ kromozomu KML hastalariin % 90’ninda gézlenirken % 10 KML vakasinda
sitogenetik olarak Ph’translokasyonu gézlenmez. Bu grup Ph’ negatif diye adlandirilir.
Uygulanan molekiiler yonteme gére % 30-50 oraninda BCR-ABL hibrit geninin varlif
tesbit edilebilir. Bu grup hastalar Ph’ negatif BCR-ABL pozitif seklinde
tanmimlamirlar(20,21,22).

KML hastalarinin ¢ok azinda, yaklasik % 2, BCR-ABL translokasyonu sitogenetik ve
molekiiler y6ntemlerle tesbit edilememektedir. Ph’ negatif BCR negatif olarak
adlandinilmaktadirlar(23,24,25).

Akut Lenfositer Losemide (ALL) Ph’ kromozomu

Ph’kromozomu erighin ALL hastalarinin % 20-30, gocuk ALL’li hastalarin da % 2-
5’inde gozlenebilir(3). KML hastalarindaki kirilma bélgelerine ek olarak BCR geninin
ilk intronunda (minor breakpoint: cluster region.m-BCR) kirilma olmakta ve kinlan
bolge c-ABL’nin ikinci eksonu ile birlesmektedir(lea2). Hibrit BCR-ABL geni 7 kb
uzunlugunda olup pl90 adhi yiiksek tirozin kinaz aktivitesine sahip bir proteine
¢evirmektedir ve hiicreleri transforme edebilir(26).



224
KML de Kemik iligi Nakli ve Klonal Yagam Siiresi

KML hastalarina HI.A uyumlu kardeslerden kemik iligi nakli gegerli bir tedavi seklidir.
Farkli cinsiyetlerden yapilan kemik iligi naklinden sonra iki vakada alicinin
hiicrelerinde 16seminin gelistigi rapor edilmistir(27,28). Mini prob kullanilarak kemik
iligi naklinden sonra l6semi gelisen hiicrelerin aliciya veya vericiye ait olup olmadigini
belirlemek miimkiindiir(29). Yiksek polimocfizim gosteren insan miyoglobin geninin

intronlan bu amag¢ igin kullamlabilir. Bu yontem aymi zamanda ikizlerin babalik
tayininde de kullanilabilir(30).

Ph’ pozitif KML hastalarinda yapilan G6PD analizleri sonucunda Ph’ translokasyonun
ikincil bir olay olabilicegini gosteren bulgular elde edilmistir(31). Ph’ pozitif kolonilerde
ikinci bir Ph’ translokasyonu da gozlenebilir. Her iki olayda BCR genindeki yeni
diizlenim ortaktir. Ikinci bir Ph’ translokasyonu belkide farkli bir koloniden kaynak
alabilir. Kemik iligi naklinden sonra BCR gen diizlenimi benzer olan doért hastada
orijinal Ph’ pozitif koloninin relaps’dan sorumlu oldugu tesbit edilmistir. Hematolojik
relaps olmaksizin Ph’ koromozomlu metafaz plaklarinin kemik iligi naklinden sonra
gozlendigini de rapor eden galismalar da mevcuttur(32). Bu olay kemik iligi naklinde
mutlaka Ph’ kromozomunun da degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Kemik iligi naklinden sonra yeniden l6seminin gelismesini agiklamak igin bir gok goriis
vardir. Ornegin transformasyon yetenegine sahip bir DNA sekansinin nalil yapilan kok
hiicrelere etki yaparak bu hiicreleri transforme edebilecegi belirtilmektedir. Bagka bir
yaklagim ise alicida bazi hiicrelerin radiorezistant olabilecegi ve bu hiicrelerin kemik
iligi naklinden sonra vericiye ait kok hiicreleri transforme ederek yeniden l6semi
gelisimine neden olabilecegidir. Nitekim bu konuda yapilan bir galigmada verici
hiicrelerin % 5’den daha az olmak iizere transformasyona ugradigi bulunmustur. Bu
oranin diisiik bulunmasinin nedeni verici kok hiicrelerinin 16semi gelisimine dayanikl
olmalarina baglanmaktadir(30). Giiniimiizde minisatellit ve ber problar ile kemik iligi
naklinden sonra hastalan goézlemek ve 16semi gelistiginde koloninin verici veya aliciya
ait olup olmadigini tesbit etmek miimkiindiir.
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