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Aragtirma Makalesi

Cocukluk Cag1 Akut Lenfoblastik Losemisi ile Multi Drug Resistance 1 Geni
Ekspresyonu Arasindaki Iliski

Association Between Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia and Multi Drug
Resistance 1 Gene Expression
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Ozet

Amacg: Belirli bir ajana karsi direncli olan bir timdr
hilcresinin yapsal ve fonksiyonel olarak birbirinden farkl:
ilaglara kars1 gelistirdikleri capraz dirence ¢oklu ilag direnci
(Multi Drug Resistance: MDR) adi verilmektedir. MDRI
geni bu olayda dnemli rol oynadiginda, gendeki baz tekli
niikleotid degisimlerinin  P-glikoprotein  ekspresyonunu
etkiledigi bildirilmistir. Bu tekli niikleotid degisimteri
tgcinde en ¢ok  cahgilanlardan  birisi  C3435T
polimorfizmidir. Bu cahsmada da akut lenfoblastik 16semi
tanis: alip kemoterapi gbren hastalannn MDR1 geni mRNA
diizeyleri ile C3435T polimorfizmi ve tedavive yamt
arasindaki iliskinin aragtnlmas) amaglanmisgtir,

Yontem: Calismada 53 akut lenfoblastik l8semi tams
konmus ve kemoterapi alan hastalardan kan alinarak RNA
izole edildi. Daha sonra izole edilen RNA’lar revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile cDNA’ya
cevrildi. Elde edilen cDNA’lar MDRI1 genine ozgii
primerler kuilamlarak polimeraz zincir reaksiyonuyla
cofaluldi. Ekspresyon diizeyleri “Scion Image Beta 4.03”
progranu kullanilarak belirlendi. MDR1 genindeki C3435T
polimorfizmini belirlemek igin, elde edilen polimeraz zincir
reaksiyon uriinleri, Mbo [ enzimi ile kesildi ve agaroz jel
elektroforezi sonrasinda genotiplendirildi.

Bulgular: Calismamizda, MDRI geni genotipleri ile
MDRI1 geni mRNA diizeyi/beta aktin mRNA diizeyi
oranlan karsilastinldifinda istatistiksel olarak anlaml bir
farklilik bulundu {p=0.026}.

Sonug: MDRI mRNA diizeyleri ile C3435T polimorfizmi
genotip dagihmlar arasinda istatistikse]l olarak anlaml
farklilik  bulundugundan tedaviye yamtta (C3435T
polimorfizminin etkisinin dnemli olabilecegi diisiiniildii.
Anahtar Sozciikler: MDRI; C3435T polimorfizmi;
mRNA; RT-PCR; akut lenfoblastik losemi
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Abstract

Aim: Cross-resistance of a tumor cell developed against
structurally and functionaly different drugs is called Multi
Drug Resistance (MDR). It's reported that certain single
nuclectide polymorphisms of MDRI1 gene altered P-
glycoprotein expression when MDRI1 gene plays a
significant role in this mechanism. Among these single
nucleotide polymorphisms, C3435T is one of the most
studied polymorphisms. In this study, it was aimed to
investigate the association among MDRI1 gene C3435T
polymorphism, MDR]1 mRNA levels, and therapeutic
response in the patients receiving chemotherapy following
the diagnosis of acute lymphoblastic leukemia.

Method: In the study, peripheral blood samples were
collected from 53 acute lymphoblastic leukemia patients
receiving chemotherapy and subsequently, RNAs were
isolated from each sample. Next, isolated RNAs were
converted into cDNA by reverse transcriptase polymer
chain reaction (RT-PCR). Resultant cDNAs were then
amplified using MDR1 gene specific primers by PCR,
Expression levels were determined wvsing “Scion Image
Beta 4.03” program. In order to determine C3435T
polymorphism in MDR1 gene, PCR products were
digested with Mboel enzyme and genotyped foliowing
agarose gel electrophoresis.

Results: In our study, a statistically significant difference
was found upon comparison of MDRI gene genolypes
with MDRI gene mRNA levels/beta actine mRNA ratios
(p=0.026),

Conclusion: As a statistically significant difference exists
between MDRI gene mRNA levels and C3435T
polymorphism genotype distribution, it is assumed that
C3435T polymorphism might have an important impact on
therapeutic response.

Keywords: MDRI1; RT-PCR; C3435T polymorphism;
mRNA; acute lymphoblastic leukemia
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Akut Lésemide Multi Drug Resistance 1 Gen Ekspresyonu

Giris

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) olgunlagsmamis
lenfoid 6ncii hiicrelerinin klonal olarak cogalmasi ile
kemik iligi, periferik kan ve diger organlan istila etmesi
sonucu olusan bir 16semi ¢esididir (1,2). Cocukluk ¢agi
kanserlerinin yaklasgik 1/3’linti  olugturmaktadir. Akut
losemilerin kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte
hem kalitsal yatkinhgin, hem de ¢evresel faktorlerin ALL
siirecinde etkili oldugu diisiintilmektedir (2).

Cocukluk c¢agr kanserlerinin biiyiik cogunlugunu
olusturan ALL’nin Amerika’daki kanserle iligkili ¢ocuk
Oliimlerinin temel nedenidir. Her yil 20 yasin altinda
yaklagik 3250 ¢ocuk 16semi tanisi almaktadir ve bu sayinin
2400°tiinti ALL olusturmaktadir (3). Diinya ¢apinda yillik
insidans1 100.000°de 9-10 iken Turkiye’de bu oran Saghk
Bakanhig verilerine gore 100.000°de 1.5 dir (4).

Cocukluk cagi kanser tedavisinde bircok hasta icin
umut verici gelismeler olmasina ragmen, hastalarin dnemli
bir kisminda tedaviye yanit alinamamaktadir. Tedaviye
yanit alinamamasinin temel nedenlerinden biri, hastada
ilag direncinin gelismesidir (5). Bu olayda anti-kanser
ilaclarimn metabolizmas1 icin 6nemli olan proteinleri
kodlayan genlerin rol oynadig diisiiniilmekte ve Multi
Drug Resistance 1 (MDRI1) geninin bu anlamda 6nemli
oldugu bilinmektedir (6,7). Bu genin asiri ekspresyonu,
loseminin tedavisinde kullanilan ilaglara karsi bir direncin
gelismesine neden olmaktadir (8).

MDRI1 geni, 7 numarali kromozom iizerine yerlesmis
olup, 170-kDa’luk bir protein olan P-glikoproteini (P-gp)
kodlamaktadir. P-gp, ATP baglayic1 kaset tagiyici protein
siiper ailesinin bir iiyesidir ve kanser hiicrelerinden
ilaclarin disariya atilmasimi saglayan ATP-bagimhi bir
pompanin ¢calismasindan sorumludur (6,8).

MDRI geninde cesitli tekli niikleotid degisimi (SNP:
Single nucleotide polymorphism) belirlenmis ve bu
durumun P-gp ekspresyonunu etkiledigi gdozlenmistir (9).

MDRI geninde incelenen SNP’ler arasinda en fazla
ilgiyi, P-gpmin azalan ekpresyonu ve aktivitesinden
sorumlu, genin 26. eksonunda bulunan sessiz C3435T
polimorfizmi ¢cekmektedir (10).

Caligmamzda, ALL tamli ve kemoterapi alan
hastalarn  MDR1 mRNA  diizeyleri ve (C3435T
polimorfizmi ile tedaviye yamt arasindaki iliskinin
belirlenmesi amaglanmstir.

Gerec¢ ve Yontem

Calismaya, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghigi ve Hastaliklart Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi

Bilim Dali ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Sagh@ ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematolojisi
Bilim Dali’na basvuran, ALL tamsi konmus ve kemoterapi
alan 53 birey (0-15 yas arasi) dahil edildi.

Kemoterapi tedavisi gbren bireylerden alinan
periferik  kan o©rneklerinden DNA izolasyon kiti
kullamlarak DNA izolasyonu yapildi. Aym zamanda
aliman kan oOrneklerinden Asid Guanidinyum-Fenol-
Kloroform (AGPC) yontemiyle RNA izolasyonu yapildi
(11). izole edilen RNA’lar “Revers Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyon (RT-PCR)” yontemi ile cDNA elde
etmede kullanildi.

Calismada, MDRI1 geni C3435T polimorfizmini
belirlemek amaciyla MDR1 gen bolgesinin PCR ile
amplifikasyonunu gergeklestirmek icin, bu bdlgeye ozgii
F-5'-TTG ATG GCA AAG AAA TAA AGC-3" ve R-5-
CTT ACA TTA GGC AGT GAC TCG-3" primerleri
kullamldr (12). Amplifikasyon sonrast PCR friinleri Mbol
restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 1 gece kesime birakildi.
Kesilen PCR iiriinlerinin %3’liik agaroz jelle elektroforezi
sonrasinda, C/C genotipi icin 145/63 bp, T/T genotipi igin
208 bp, C/T genotipi igin ise 208/145/63 bp’lik
fragmentler elde edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. MDRI1 geni C3435T polimorfizmine ait alellerin
elektroforez sonrasi goriintiisii. M: DNA marker (Fermentas
SMO0241); 1. drnek C/C genotipi (145 ve 63 bp), 2. ornek T/T
genotipi (208 bp), 3. drnek C/T genotipi (208, 145 ve 63 bp).

RT-PCR yontemiyle elde edilen cDNA’lar ile
MDRI-F-5-CAG ACA GCA GGA AAT GAA GTT
GAA-3", MDRI-R-5’-GCT TTC TGT CTT GGG CTT
GT-3°, internal kontrol olarak beta aktin F-5’-GGC GGC
ACC ACC ATG TAC CCT-3’ beta aktin R-5’-AGG GGC
CGG ACT CGT CAT ACT-3" primerleri kullamlarak
MDRI1 gen ve beta aktin gen mRNA diizeyi belirlendi.
“Scion Image Beta 4.03” programi kullanilarak belirlenen
MDR1 geni ve beta aktin geni mRNA yogunluklar
birbirine oranlandi (Sekil 2).

Sekil 2. MDR1 geni ve internal kontrol beta aktin geni cDNA’larimn elektroforez sonrasi goriintiisii. M: DNA marker (Fermentas SM1208),
1-9: bireylere ait MDR1 geni (160 bp) ve beta aktin geni (202 bp) cDNA fragmentleri.






