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ronik miyeloid 16semili (KML) hastalarda 1960 yilin-
K da Philadelphia kromozomunun (Ph) gdosterilme-

sinden sonraki 30 yillik dénem icinde kemik iliginde
Ph pozitif metafazlarin gosterilmesi veya bunlarin kantita-
tif olarak tayini, taninin konfirmasyonu ve tedaviye yanitin
monitorizasyonu icin degerli bilgiler vermistir. Son 15 yil
icinde bcr-abl transkriptlerinin 6zellikle allojeneik kemik
iligi nakli, interferon-a ve tirozin kinaz inhibitorlerinin kul-
lanildigr KMLIi hastalarda gosterilmesi ve bu transkriptlerin
kantitatif olarak tayinleri ile daha ayrintili bir takip olanag:
dogmustur. Hastalarin belli araliklarla bcr-abl transkript ta-
yini ile monitorizasyonu hastalikta progresyon gelisebilecek
kisileri tanimlamada yardimci olmaktadir(1).

BCR-ABL transkriptlerinin tayini icin kullanilan yontemler
son yillarda gelismeler géstermistir. ilk énceleri tek asama-
I PCR ile tayin yapilirken daha sonralari 2 asamali “nested”
amplifikasyon metodu kullanilmistir(2). 1993 yilinda kom-
petitif PCR teknigine dayanarak BCR-ABL transkript sayilari
verilmeye calisilmis ve bu teknik daha sonralari “real-time
PCR" teknolojisine adapte edilmistir(3-5). 2003 yilindan beri
ise “real-time” kantitatif PCR (RQ-PCR) ile elde edilen BCR-
ABL transkript tayini sonuglarinin standardizasyonu ile ilgili
calismalar strdirilmektedir(6). 2005 yilinda National Ins-
titutes of Health (NIH), Bethesda'da yapilan bir toplantida
uygun RNA kalitesi, PCR metodolojisi, revers transkripsiyon
ve PCR amplifikasyonunun yeterliligi, normalizasyon icin
uygun kontrol genleri, standardizasyon, testlerin hassasiye-
ti ve negatif sonuclarin yorumlanmasi, testin kalite deger-
lendirmesi, uluslarasi referans ve kontrol materyeli ve son
olarak da sonuglarin uluslararasi bir skala icinde verilmesi
konusu goristlmastir (1).

Standardizasyon icin kontrol genlerinin se¢imi

Uygun bir kontrol geni su oOzelliklere sahip olmahdir: 1)
Tani esnasinda tespit edilen BCR-ABL diizeyine yakin bir
espresyon duizeyi gostermelidir. 2) BCR-ABL nin stabil ol-
dugu kadar stabilitesi olmahdir. 3) ilgili geni amplifiye et-
mek icin kulanilan primerler genomik DNA'dan psédogen

gibi nonspesifik amplifikasyonlara yol agmamalidir. RNA
stabilitesi hem kontrol geni hem de BCR-ABL i¢in benzer
olmalidir. Ornegin calisma zamanindaki gecikmeler de-
gisik sonuclara yol acabilir(7,8). Bcr-abl kantitasyonu icin
arastirilmis ve uygun bulunmus 3 kontrol geni BCR, ABL ve
B-glukuronidaz (GUSB)dir. Bunlardan ABL en yaygin kulla-
nilanidir.

RQ-PCR metodolojisinin optimizasyonu

Analiz ve RNA ekstraksiyonu i¢in uygun 6rnegin toplanma-
si: 5-10 mL periferik kan 6rnegi icinde 1-2x107 ¢ekirdekli
hicre olmasi hedeflenir. Hiicre ayinminda Ficoll kullanimi
yerine eeritrosit lizisi tercih edilir. Kronik fazdaki hastalar-
da klinik yanitin arastirlmasinda periferik kan érneklerinin
kullanilmasi uygundur(9). EDTA kullanimi PCR reaksiyonu
icin daha uygun olmakla birlikte, RNA ekstraksiyonu 6n-
cesi hiicrelerin yikanmasi heparinli kanin kullanimina da
olanak verir.

Transkriptlerin degradasyonunun dnlenmesi icin 6rnekler
36 saat icinde calisiimali, transkript diizeyi az olan vakalarda
bu siire 24 saati asmamalidr.

Revers transkripsiyon (RT): Rasgele (random) primerler 25
MM final konsantrasyonunda kullanildiklarinda duyarhhk ar-
tar (7). RT icin Moloney murine leukemia virtisii (MMLV) 4-8
U/uL konsantrasyonunda veya Superscript (200 U/pL) kul-
lanilabilir. Baska enzim kaynaklari da kabul edilebilir.Gelen
ornegi RNA ekstraksiyon safhasindan itibaren cift calismak
yerine RT safhasindan itibaren c¢ift calismak daha kolaydir.

RQ-PCR reaksiyonun dizayni: Hidroliz ve hibridizasyon
problarina dayanan teknolojilerin her ikisi de kullanilabilir(-
10). Primer ve problar hazirlanirken BCR 13. ekson deki po-
limorfik boliim ve ABL 2. ve 3. ekson arasindaki kisa intron
bolgesinin genomik DNA'dan kolayca amplifiye olabilecegi
dikkate alinmalidir. Primer ve problar RNA'ya spesifik olmali
ve genomik DNA ile denenmelidir.

TURK HEMATOLOJIi DERNEGI - MOLEKULER HEMATOLOJi KURSU

36



TIROZIN KINAZ INHIBITORLERIYLE TEDAVI EDILEN KRONiK MiYELOID LOSEMILI HASTALARIN BCR-ABL
TRANSKRIPTLERININ KANTITATIF PCR YONTEMIYLE iZLENMESI

Tablo. Herhangi bir laboratuarda elde edilen BCR-ABL degerlerinin doniistim faktoru kullanilarak (DF) “uluslararasi skala”ya cevrilmesi (1).

Laboratuar MMREs, % 0.7%/MMRE = Elde edilen degerin uluslarasi skala cinsinden verilmesi (BCR-
déndsdm faktord ABLXDF =BCR-ABL")

Adelaide 0.08 0.1/0.08=1.25 BCR-ABL"x 1.25

Mannheim 0.12 0.1/0.12=0.83 BCR-ABL"x 0.83

Londra 0.045 0.1/0.045=2.22 BCR-ABL" x 2.22

BCR-ABL": Laboratuarda bulunan BCR-ABL degeri, MMRE®: IRIS ¢alismasindaki gibi saptanmig olan MMR’1 gésteren BCR-ABL" degeri, BCR-ABL": Uluslararasi skala

ile verilen BCR-ABL degeri

Kontaminasyonun onlenmesi: Kontaminasyonun 6n-
lenmesi icin 1) Plazmid diltisyonlarinin hazirlandidi alan,
2) RNA ekstraksiyonunun yapildigi ve PCR “master mix”-
ine cDNA eklenen calisma alanlari, 3) PCR “master mix”"i-
nin hazirlandigi calisma alani ve 4) PCR amplifikasyon ve
Urlinlerin goriuntilendigi alanlar birbirinden kesinlikle
ayrilmalidir.

Calisma alanlarina ait onliik ve eldiven kullanilmalidir.
Aerosole direncli pipet uglari kullanilmalidir. Dekontaminas-
yon amaciyla calisma alanlar ve kullanilan aletler %2 veya
%10 luk hipokloritle diizenli olarak silinmelidir (1).

Uygun standartlar ve PCR amplifikasyon etkinliginin
etkisi: Standart egrinin korelasyon katsayisi testin lineer
oldugunun gosterilmesi agisindan 0.98 veya daha (zeri ol-
malidir.

Testin tespit ettigi deger araligindaki onda birlik stan-
dart diltsyonlari hazirlanmalidir. Bu sayede ayni primer
ve prob karisimi ile yapilan reaksiyonda degradasyona
ait veya kullanilan reaktiflere ait farkhliklar dengelenmis
olacaktir (1).

RQ-PCR reaksiyonunun giivenilirliginin dlciilmesi: So-
nuclarin “reproducible” oldugunun gosterilebilmesi icin
RNA ekstraksiyonundan RQ-PCR’a kadar tiim reaksiyon asa-
malari farkli kisiler tarafindan tekrarlanmalidir (1).

Kabul edilebilir duyarlilik ve tayin edilemeyen BCR-ABL
diizeyi: Genel duyarlilik, primer hiicre soltisyonundaki hiic-
re sayisina, kontrol gen transkriptlerinin sayisina ve PCR re-
aksiyonuna baghdir ve yapilan her PCR reaksiyonu icin de-
giskenlik gosterir (1).
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Sonuclarin verilmesinde kullanilan yontemler

BCR-ABL transkript sayisinin mikrogram RNA'ya oranlanarak
verilmesi RNA konsantrasyonunun tayini glivenilmez oldu-
du icin yanlis sonuglar verebilir.

BCR-ABL transkript sayisinin kontrol geni transkript sayisina
orani en sik kullanilan yontemdir. Her laboratuar tedavi edil-
memis hastalarda saptadigi BCR-ABL transkript seviyelerine
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dilen baz degerler o laboratuara basvuran belli bir hasta sayi-
sina dayandigi ve standart olarak kabul edildigi icin izlemeler
icin her hastanin tedavi 6ncesi degerine ihtiyag yoktur (1).

Sonuclarin uluslararasi bir skala halinde verilmesi

IRIS calismasinda saptanan standart baz degerin uluslarasi
skalada %100’G temsil etmesi benimsenmistir. Bu standart
degerden 3 log asagisi ise 0.10% olarak kabul edilmistir ve
major molekiler yanit (MMR) varligini gosterir.

Bu amacg icin her laboratuarin kendisine ait “uluslararasi ska-
la donlisiim faktorini” belirlemesi gerekmektedir. Bu faktor
hesaplanirken BCR-ABL transkript degeri dnceden bilinen
bir 6rnek kullanulir. Bu 6rnek plazmid, liyofilize hicreler,
hiicre ekstraktlari veya in vitro olarak stabilize edilmis RNA
olabilirHazirlanmis olan bu materyellerin kullanimi ile her
laboratuar kendisi icin MMR’a uygun BCR-ABL/kontrol geni
orani ylizdesi saptayabilecektir. Hesaplanacak olan donu-
stiim faktort bu degerle baglantili olacaktir. BCR-ABL diizeyi
ile donuistim faktoriiniin carpimi da uluslararasi skala olarak
BCR-ABL diizeyini verecektir (1).
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