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ONSOZ

Bu rapor Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu tarafindan
desteklenmis olan DPT-TBAG/03 sayili projenin yiiriitiilmesi sirasinda elde edilen

bilgi ve sonuglart icermektedir.

Caligma ile ilgili biitiin deneyler Orta Dogu Teknik Universitesi Biyoloji

Bolimi Molekiiler Biyoloji Aragtirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Gosterdikleri yardimlardan dolayi, Devlet Planlama Teskilati'na, Tirkiye
Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu'na ve Temel Bilimler Aragtirma Grubu'na

siikranlarimizit sunariz.

Caligmada kullanilan kan Orneklerini saglayan ve bu proje boyunca degerli
katkilarini bizden esirgemeyen Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastahanesinden

Prof. Dr. Emin Kansu'ya ve Dog. Dr. Gorgiin Akpek'e tesekkiir ederiz.

Galigmamizda  Kronik  Myeloid Lésemi'de  kromozomlar — arasindaki
translokasyonun. molekﬁler diizeyde incelenmesi amaclanmistir. Ikinci bir hedef
olarak da molekiiler biyoloji, molekiiler onkoloji ve biyoteknoloji calismalarinda
Oonemli yarar saglayacak alt yapr ve birikimin olusturulmas: disiiniilmiistiir.
Galigma sonucunda gerek Southern blot gerekse Polimeraz Zincir Reaksiyonu
yontemlerinin kansere neden olan translokasyonlarin hassasiyetle belirlenmesinde

kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Son yillarda, kanser tani ve tedavisinde Onemli ilerlemeler kaydedilirken,
ozellikle kan ve lenf sistemi ile ilgili kanser tiirlerinde erken tani sayesinde
tamamen iyilegen vakalarin sayilarinda da belirgin bir artig dikkati gekmektedir.
Molekiiler biyoloji alanindaki en 6nemli gelismelerin birisi de kansere neden olan

molekiiler degigikliklerin anlagilmaya baglanmasidir.

Hiicresel ve molekiiler diizeyde biitin yasamsal iglevlerimizin kontrol
- merkezi olan DNA'da meydana gelecek bir bozukluk neticesinde kanser hastaligi
baslayabilmektedir. Bu yolla olugan kanser tiirlerine en énemli 6rnek olarak l6semi
gosterilebilir. Losemide en sik gdzlenen genetik bozukluklardan birisi kromozomlar
arast parga degisiklikleridir. Kronik Myeloid Lésemi'ye 6zel olan kromozomal
degisiklik ise 9. ve 22. kromozomlarin uzun kollari arasindaki kopma ve yer
degistirmedir. Bunun sonucunda meydana gelén anormal kromozoma Philadelphia
Kromozomu (Ph') adi verilmektedir. Caligmamizin amact bu translokasyonun DNA
- diizeyinde belirlenmesidir. Amaca ulagmak icin iki ayn yontem kullandmustir.
Bunlar, radyoaktif i§aretli.:prob’1ann hibridizasyonunu i¢eren Southern blot yontemi
ile bolgeye 6zgiin primer kullamlarak gergeklégtirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) yontemidir. Bu yontemler ilk tani sirasinda ve tedavinin planlanmasinda gok
Onemli oldugu gibi, tedavi edilen hastalanin ne 6lgiide iyilestiklerinin takibinde de
son derece yararli olmaktadir. Bahsedilen bu galigmalar Tiirkiye'de bundan sonra
yapilacak olan molekiiler onkoloji alanindaki ~ benzer arastirmalara zemin

olusturabilecek niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Kronik Myeloid Losemi, Philadelphia kromozomu,

Translokasyon, Southern blot, Polimeraz Zincir Reaksiyonu.

iii




ABSTRACT

In recent years, as a result of the progresses in detection and therapy of
cancer, a profound increase has been observed in the number of paticnts in

onancies. One of

¢
e}

complete remission by carly detection of the hematological mali
the most important developments in molecular biology is the understanding of the

molecular changes leading to malignant disorders.

Cancer may develop as a result of mutations at DNA which is the main
center for our vital functions at the cellular and molecular levels. Leukemia is one
example for the hematological disorders in which chromosomal translocation are
most frequently seen. The chromosomal abnormality specific for Chronic Myeloid
Leukemia is the reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22, which in
turn results in Philadelphia chromosome (Ph'). The aim of the project is to detect
this translocation at DNA level by two different approaches; One of them is to use
radioactively labeled probes for hybridization (Southern Blot Method) and the other
is to apply Polymerase Chain Reaction (PCR) by using several primers specific for
the translocation region on Ph' chromosome. Both approaches are very useful not
only for the first detection and treatment of the disease, but also for the follow-up
of the patients and determination of the residual disease after treatment. These
studies will provide a basis for similar type of studies on molecular oncology in our

country.

Key Words: Chronic Myeloid Leukemia, Philadelphia Chromosome,

Translocation, Southern Blot, Polymerase Chain Reaction.
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BOLUM I
GIRIS

Giiniimiizde oldukca yaygin olarak goriillen kanser, hiicrelerin kontrolsiiz
olarak klonal bicimde proliferasyonu seklinde ortaya c¢ikar. Basta genetik
bozulmalar, normal farklilasma antijenlerinin eksikligi veya normal boliinme ve
cogalma sinyallerine karst  hiicrelerin  cevapsiz  kalmast bu  sonucu
dogurabilmektedir. lk olarak 1970'lerde baglayan ve daha sonraki yillarda giderek
artan molekiiler onkoloji alaninda gelisme ve bulgular bu hastaligin nedenleri
hakkinda her gecen giin arastiricilara giderek artan bir 151k tutmaktadir. Bugiin artik
kanserin ortaya cikisinda genetik faktorlerin ¢ok Onemli oldugu bilinmektedir.
Hiicresel ve molekiiler diizeyde biitiin yasamsal iglevlerimizin kontrol merkezi olan
genetik sifreyi (DNA) olusturan gen dizilerinde meydana gelecek bir bozukluk
sonucunda kanser olayr baglayabilmektedir. (Masson, 1988). Bu genetik
degisikliklerin basinda nokta mutasyonlari, delesyonlar, duplikasyon ve
translokasyonlar sayilabilir. Ozellikle lenfoma ve 18semilerde olmak iizere diger bir
¢ok kat1 timdrde en sik gozlenen genetik bozukluklardan birisi hiicre genomunda
yeniden diizenlenmedir (genomic rearrangement). Sitogenetik tekniklerdeki
ilerlemeler sonucu, kromozom karyotiplerinin incelenmesi ile kan hastaliklarinda
¢ok yiiksek oranda rastlantisal olmayan bazi kromozomal degisiklikler gdsterilmistir
(Rowley, 1988). Bu gelismeyi takiben in situ hibridizasyon gibi ¢ok daha duyarh
molekiiler biyolojik tekniklerin bulunmasi ve uygulamaya girmesi ile
kromozomlarda meydana gelen anormalliklerin gen diizeyinde nasil oldugu sorusuna
cevap aranmigtir. Bu cgaligmalara paralel olarak, kansere neden oldugu belirlenen
ve daha sonra RNA tiimor viriisleri olarak adlandirilan viriislerin tanimlanmas,
kanser caligmalarina farkli bir yon vermistir. Ik olarak bu viriislerde saptanan ve
onkogen adt verilen bir télklm Ozel genlerin aslinda kanserden sorumlu aktif genler

oldugu bulunmustur (Bishop, 1983). RNA viriislerinde yer alan bu genlerin, evrim
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sirecinde normal hiicrelerin son derece iyi korunmus olan gen bdlgelerinden
viriislerin genomuna tasindig: anlagilmig ve proto-onkogen olarak adlandinlmigtir
(Bishop, 1987). Viriislerin gen regiilasyonu altina giren ve normalde sessiz olan bu
genler, aktif birer onkogen haline doniigerek hiicrelerde transformasyona neden
olabilmektedir. Molekiiler biyoloji alanindaki son gelismeler, artik kanserden
sorumlu bu hiicresel onkogenlerin kromozomlardaki yerlerinin belirlenmesini
miimkiin kilmig ve bdylece degisik kanser tiirlerine 6zel onkogenlerin kromozomal
yerleri (locus) belirlenmistir (Sandberg, 1986) (Sekil I.1). Proto-onkogenlerin
normal hiicresel yasamda Snemli rolleri olmasi nedeni ile bu genlerin kontroliinde
bir hata olmasi1 durumunda, hiicrenin normal metobolizmasina uygun olmayan asir
bir gen ekspresyonu meydana gelmekte ve olugan yeni ya da miktarca normal
diizeyinin ¢ok iistiinde yer alan gen iiriinii diger faktorlerin de katkisi ile neoplastik
transformasyonu  baslatabilmektedir. Aslinda 16semi ve lenfomalarda
translokasyonun incelenmesi sonucu, bu degisikliklerin pek ¢ogunun dogrudan
proto-onkogenler iizerinde oldugu belirlenmistir. Ornegin bizim de bu caliymada
esas olarak ilgilendigimiz Kronik Myeloid Losemilerde (KML) 9. kromozom
tizerinde yer alan c-abl proto-onkogeni, 22. kromozomdaki kirilma bélgesine (ber)
gelip baglandiginda, ber/abl denilen yeni bir'birle§ik gen parcast olugmakta ve bu
hibrid genin farkli transkripsiyonu sonunda olusan anormal bir protein (p 210)
sentezlenmektedir. Bu anormal protein, hiicrenin normal biiyiime ve gogalmasinda
6nemli rol oynayan tirozin kinaz enzim aktivitesini kontrolsiiz bigimde artirmakta
ve sonug olarak asir1 hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasina yol agmaktadir. KML'dekine
benzer translokasyon bazi Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) ve Akut Promyelositik
Losemi (APL) vakalarinda da goriilmektedir (Clark, 1988). APL'de t(15;17)
translokasyonu sonucu c-ertbA ve c-fes onkogenlerinin aktivasyonu s6z konusudur
(Larson, 1984). Benzeri bir 6rnek de AML'de t(8;11) translokosyonu sonucunda
aktive olan c-myc vé é-mos onkogenleridir (Cuheo, 1992). Translokasyonun

yamsira 5. ve 7. kromozomlarda meydana gelen kromozom kayiplan
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(monozomi) ve uzun kollarda kopmalar, (delesyon) AML'de bu kromozomlarda
bulunan birka¢ hiicresel onkogenin anormal sentezine ve bdylece sekonder

16semilerin gelismesine yol acabilmektedir.

Genel olarak hematolojik kanserler, hematopoietik kok hiicrelerinin kontrolsiiz
olarak klonal bigimde proliferasyonu ile geligirler. Bunun sonucunda meydana gelen
anormal hiicreler olgunlagip normal fonksiyon gdrme yeteneginde olmayip, sekil

olarak da normal hiicrelerden farklilik gdsterirler.

Hematolojik kanserler icinde oldukga dnemli bir yeri olan Kronik Myeloid
Losemi'nin (KML) kromozomlar arast bir translokasyon sonucu olugtugu 1960t
yillarda Nowell ve gurubu tarafindan bulunmustur. Hastaligin en onemli 6zelligi,
Philadephia Kromozomu (Ph') ad1 verilen sitogenetik bir anormallik gostermesidir
(Nowell, 1960; Rowley, 1973). Ancak bu anormallik, hastalarin %90 - %95'inde
gorillmektedir. %5'lik bir dilim igerisine giren ve sitogenetik olarak normal gériinen
hastalarin varligi ise yine ayni yillarda Nowell ve grubu tarafindan agiklanamayan
ilging bir bulgu olarak rapor edilmistir. (Nowell, 1988). Philadelphia Kromozomu
ALL'de %20-33 ve cocuk ALL'de %?2.5-5 oraninda goriilmektedir (Ribeino, 1987;
Crist, 1990). |

KML, graniilositlerin kanda yiikselmesi ile baslamaktadir. Hastaligin ilk
fazina "kronik faz" denilmektedir (Gate, 1985; Cannistra, 1990). Bu faz sirasinda
hiicreler morfolojik ve fonksiyonel agidan normal gériinmekte, yalnizca sayilarinda
cok Onemli bir artig gbzlenmektedir. Ph' kromozomunun ilk olarak ortaya ¢iktigi
kronik faz yillarca siirebilmekle beraber "blast kriz" olarak adlandirilan ikinci faz
kacinilmazdir. Blast krizi fazinda kanda olgunlagsmami§ myeloid hiicrelerin sayisi
giderek artmaktadir. Old'ukga agresif bir goriiniimde olan bu faz sirasinda hiicre

farklilagsmasi tamamen durmakta, KML'nin blast fazi sonucunda olusan ve tam
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sarmaktadirlar. Hastahigin kronik fazinda goriinen Ph' kromozomunun olusumunda
9. ve 22, kromozomlar arasindaki kirilma ve parca aligverisinin stz konusu
oldugunu kamitlanmistir (Groffen, 1984; Heisterkamp, 1985). Sozii edilen kirilma
ve parca degisimi 9. kromozomun uzun kolundaki 9q34 bantt ile 22 nolu
kromozomun uzun kolundaki 22q11 bantlart arasinda gerceklesmektedir (Sekil 1.2).
Bu translokasyon 9 no'lu kromozomun uzun kolunun biraz daha uzamasma (9g+),
22 no'lu kromozomun (Philadelphia) uzun kolunun biraz daha kisalmasina (22q-)
yol acmaktadir (Rowley, 1982; Prakash, 1984). 1984 yilinda Groffen ve gurubunca
yapilan translokasyon bolgesinin klonlanmasi caligmalari, 9 no'lu kromozomdaki c-
abl (Abelson) geninin 22. kromozomdaki ber (breakpoint cluster region) adi verilen
kirilma bdlgesine tagindigini gdstermistir. Insanda c-abl, 11 ekzondan olusan 290
kb uzunlugunda biiyiik bir gendir ve 145 kD molekiil agirhiginda bir proteini (p145)
kodlamaktadir. Bu protein sinyal iletisiminde rol oynayarak, hiicre boliinmesini
kontrol eden bir enzim olan tirozin kinaz aktivitesi gostermektedir (Konopka, 1984;
Kloetzer, 1985; Konopka, 1988). Translokasyon sonucu olugan {iriiniin (210kD
protein) tirozin kinaz aktivitesi, normal {irine oranla oldukca artmaktadir (Meriah,

1986; Maxwell, 1987; Kurzrock, 1988).

Ber geni 1se 22 no'lu kromozom iizerinde 70 kb uzunlugunda ve 20 adet
ekzonu bulunan bir gendir. Son yillardaki aragtirmalar bu genin 160 kD molekiiler
agirhikta  serin/threonin  kinaz aktivitesine sahip bir fosfoprotein oldugunu
gostermistir (Gale, 1993). Bu genin tam olarak gorevi bilinmemekle birlikte, hiicre

metabolizmast i¢in 6nemli oldugu sanimaktadir.

KML'de abl geninin kirtlmast ilk intron {izerinde olmaktadir (Sekil 1.3B). Bu
intron 200 kb uzunlugundadir ve kirtlma bu intron tzerinde birden cok bolgede

gerceklegebilmektedir. Kirlma bazen de 2. ekzon iizerinde olusabilmekie ve
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boylece 2. ekzondan 11. ekzona kadar biitiin abl geni ber iizerine taginmaktadir. Ber
geni {izerindeki kirilma ise 5.8 kb'lik bir bolgenin herhangi bir yerinde
olusabilmektedir (Bartram, 1983; Heisterkamp, 1990). Kirilmanin olustugu bélgeler
en cok 11 ve 12 no'lu ekzonlar arasinda olmaktadir. Ber kirilma bdlgesindeki bu
ekzonlar Philadelphia kromozomunun olusumundan sonra yeniden
numaralandinldiginda bu bélgede encok kirilmanin oldugu 11. ve 12. ekzonlar 2.
ve 3. ekzona kargilik gelmektedir (Sekil 1.3.A). Normal c-abl geninin olusturdugu
mRNA, 6 kb veya 7kb uzunluktayken, translokasyon sonrast olusan bcr/abl hibrit
geninin mRNA'sinin uzunlugu ise 8.5 kb'dir (Shtivelman, 1985; Stam 1985; Gale,
1984). Bu hibrit mRNA'nin olusturdugu p210 proteininin yiiksek tirozin kinaz
aktivitesi sayesinde hiicreye bir biiyime ayrnicalifi sagliyor olabilecegi
diisiiniilmekte ve bu ayricaligin neoplastik transformasyonda gereken bircok

basamaktan birini olugturduguna inanilmaktadir (Konopka, 1984; Kurzrock, 1987).

1990'ly yillarda caligmalar, ber geni lizerindeki farkli kinlma boélgelerinin
hastaligin prognoz ve siiresini etkileyebilecegini gdstermistir (Saglio, 1990; Lion,
1992; Fioretos, 1993). Ber bolgesi ilizerindeki 3. ekzonun translokasyondaki
varligimn KML hastaigimn gidisatinr biiyiik olglide etkiledigi sanilmaktadir.
Ornegin, kinlma 2. ekzondan oldugunda kronik fazin dolayisiyla da hastanin
ortalama Omriiniin kisaldig1 gdzlenmigtir (Shtivelman, 1987; Lai, 1990). Bu tiir bir
translokasyon kronik fazdan daha agresif goriiniimlii "Blast Krizi" fazina gegis
stiresini de etkilemektedir. Bu nedenle DNA ve mRNA analizleri ile yapilan kinlma
bélgelerinin haritalanmasinin énemi daha iyi anlasilmistir (Shtivelman, 1987; Lai,

1990; Gehly, 1991; Hughes, 1990).

Tan1 ve tedavinin izlenmesi sirasinda hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir
yontemlerin kullanilmasi oldukca biiyik 6nem tasimaktadir. KML'nin tanist

sirasinda {i¢ ayr yol izlenebilir:




1- Hasta DNA's: restriksiyon enzimlerle kesilip meydana gelen parcalar
elektroforez ile ayrildiktan sonra kirilma bolgesindeki DNA dizisine komplementer
(karsit) problar kullanilarak kirilmanin varligi ve niteliginin saptanmast (Southern
Blot Yontemi),

2- Kromozomdaki kirik bdlgeden olusan RNA'min ters transkripsiyon ile
komplementer DNA'ya (cDNA) doniistiiriiliip ¢ogaltilarak incelenmesi, RT-PCR
(Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu) (Sekil 1.4),

3- ber/abl fiizyon geninin olusturdugu hibrit proteinin (p210) immunolojik
clarak saptanmasi,

Southern Blot yontemi hastaligin tanist agsamasinda oldukca basanlidir. Birden fazla
restriksiyon enzimi ile DNA kesimi yapildiginda translokasyonun yerini bile
belirlemek miimkiin olabilmektedir. Ancak bu yOntemin hassasiyeti %5 civarinda
olup tedavi sirasinda kandaki 100 myeloid hiicre arasinda 5'ten daha az sayida hasta
hiicre kalacak olursa bunlar gdzden kagabilmektedir. Cok daha hassas bir yontem
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), hastaligin tedavisi sirasinda daha kesin
bilgi vermektedir. Bu nedenle caligmalarimizda KML tani ve takibinde Southern
blot yonteminin yanisira, PCR yOnteminin de uygulamaya sokulmasi amaglanmistir.
Bu caligmada Southern Blot yOntemi igin 22. kromozom iizerindeki major kirilma
bolgesine (M-bcr) kargit problar, 3-4 ayn restriksiyon enzimi ile kesilmis hasta
DNA Ornekleri ile hibridizasyona sokularak, bu DNA'larda translokasyonun olup
olmadigr ve varsa M-bcr kirllma bolgesi iizerindeki yeri yaklasik olarak

belirlenmistir.

Yukarnida sozii edilen Southern Blot analiz yonteminde karsilasilan bir bagka
sorun yiiksek miktarda kan ve kemik iligi drneklerine gereksinim duyulmasidir. Bu
da her zaman miimkiin olamamaktadir. PCR yontemi ile analiz i¢in gereken doku
miktar1 en aza inmistir. Ciinkii az miktardaki 6rnekten elde edilecek DNA veya

RNA, PCR ile tiipte milyonlarca kez cogaltilarak analizler icin gerekli miktara
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l PCR

Agaroz
Jel Elektroforezi
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Sekil 1.4. RT-PCR Yonteminin basamaklan
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ulastirilmaktadir (Dobrovic, 1988; Elrich, 1991). PCR yontemi defalarca tekrarlanan
i¢ basamaktan olusur.

1- Cogaltilmas: istenen DNA pargasinin yiiksek sicaklik kullanilarak, cift
sarmalli halinden tek sarmalli hale doniistiiriilmesi (Denatiirasyon).

2- Uygun sekilde secilmig primerlerin baglanabilmesi icin gerekli sicakligin
saglanmasi.

3- Ortama eklenecek deoksiriboniikleikasit monomerleri ve sicaga dayanikli
Taq DNA polimeraz enzimiyle primerler iizerinde DNA sentezinin
gerceklestirilmesi.

PCR yontemi yukanida belirtilen nedenlerden dolayr ¢ok yararli olmasina
ragmen ¢ogaltilacak DNA bolgesinin 2 kb'yi gegmesi halinde verimli bir sekilde
gerceklestirilememektedir. Kronik Myeloid Losemilerde major translokasyon
bolgesinin yaklagik 5.8 kb uzunlugundaki bir bolgeyi icermesi, hatta bazi
durumlarda bu boélgenin daha da uzun olmast nedeniyle bu DNA bdlgesinin PCR
ile cogaltilmast miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle DNA iizerindeki intron
bolgelerinin transkripsiyon sonrasinda ayrilmasi ile olusan mRNA'lar kullanilmakta,
ters transkripsiyon ile ;f,lde ‘edilen cDNA, PCR metoduyla c¢ogaltilmaktadir
(Kawasaki, 1988; Dobrovic, 1991). Bu metod RT-PCR olarak isimlendirilmistir.

PCR metodu 1/10°-lik bir hassasiyetle tedavi sonrasinda geriye kalan hasta
hiicre miktarinin incelenmesi agisindan oldukca biiyiik bir 6nem tasimaktadir

(Morgan, 1989; Vander Plas, 1991; Wisniewski, 1991).
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BOLUM II
GELISME

II.1. MATERYAL VE METOD

I1.1.1. Kan ornekleri

Bu projede kullanilan kan &rnekleri, Hacettepe Universitesi Onkoloji

Hastahanesinde KML tanist konulan hastalardan alinmistir.

I1.1.2. Kimyasallar

Bu projede kullanilan biitiin kimyasallar molekiiler biyoloji ¢caligmalan igin
0zel olarak hazirlanan malzemeler arasindan secilmistir. Agaroz Jeli Sigma
Firmasindan, EcoR1, Hind III, BamHI ve BglIl restriksiyon endoniikleazlari
Promega Firmasindan, Mega Prime Isaretleme Kiti ve o°P dCTP ile N* Hybond
Blot filitresi Amersham Firmasindan saglanmigtir. Ayrica cDNA ve PCR amaciyla
kullanilan Taq DNA polimeraz enzimi, dNTP'ler, ve Revers Transkriptaz enzim ve

tamponlan da yine Promega Firmasinin iiriinleridir.

II. 1.3. Kandan DNA Izolasyonu

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Onkoloji Ana Bilim Dalina
bagvuran ve Kronik Myeloid Losemi (KML) tanist konulan hastalardan alinan kan
Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir (Maniatis, 1989). EDTA iceren tiiplere
aliman 10 cc kan, lizerine 30ml 2x liziz tamponu (10x liziz tamponu: 770mM
NH,Cl, 46mM KHCO;, 10mM EDTA, pH: 7.5) eklenerek 10 dakika buz iizerinde
karigtirilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra 3000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenen
tiplerden iist faz atilarak hiicreler 3ml tuz/EDTA tamponunda (75mM NaCl, 25mM
EDTA, pH7.5) ¢bziilmiis, iizerine 300 ml %10 SDS, ve 20 ml Proteinaz K (10

mg/ml) eklenerek bir gece 37°C'de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, drneklerin tizerine




3ml fenol (pH 8.0) konularak 10 dakika karigtirilmig ve 2000 rpm de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Ust faz, bir kez daha fenol ile aynen muamele edildikten sonra
kloroform: isoamilalko‘l (25:1) ile yikanmig ve satrifiij edilmistir. DNA iceren su
fazinin iki hacim etanol ile karigtirilmast sonucu DNA molekiilleri ¢oktiiriilmistiir.
Santrifiijlenerek ayrilan DNA uygun miktarda TE tamponu iginde (10mM Tris,
ImM EDTA, pH 7.5) ¢oziilerek -20°C'de saklanmustir.

I1.1.4. DNA Orneklerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin %0.8'lik agaroz jel elektroforezi ile
saflik tayinleri yapilmig, ve miktarlari 260nm ve 280nm dalga boylarindaki
absorbsiyon Olclimii ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Daha sonra,
Southern blot yoOntemi igin ilk basamak olan restriksiyon enzim kesimi
gerceklestirilmistir. DNA Ornekleri sirasiyla EcoR1, Hind III ve BamH1 (Baz
ornekler i¢in Bglll) enzimleri ile uygun kosullarda reaksiyona sokulmustur. Bunun

icin, 10 ug DNA'ya yaklagik 3 iinite enzim ve uygun miktarda enzim tamponu
eklenerek, 37°C'de bir gece boyunca reaksiyona birakilmigtir. Ertesi giin %0.8'lik

mini agaroz jel hazirlanarak kesimleri kontrol edilen bu ornekler, 20x30 cm
boyutlarindaki biiyiik agaf@z jelde bir gece 50 mA (60V) da yiiriitiilmiislerdir. Bu
sekilde birbirlerinden iyice ayrilmalarnt saglanan degigik boydaki DNA pargalarn

Southern Blot transferi ile jel iizerinden N™ Hybond filitrelerine aktarilmustir.

I1.1.5. Southern Blot'un Hazirlanist

Elektroforezden sonra etidyum bromiir ile boyanan jel uv lambasi altinda
incelendikten sonra gereksiz bolgeler kesilmistir. Daha sonra jel 1 saat denatiirasyon
soliisyonunda (1.5 M NaCl, 0.5M NaOH) calkalanarak, jel iizerinde yer alan
DNA'lar denatiire edilmistir. Yikama iglemi bittikten ve jel 3x SSC ile notralize
edildikten sonra uygun boyutlarda kesilen N* Hybond (Amersham) filitre kagidi jel

lizerine yerlestirilmistir. Filitre iizerine ise dnceden 3x SSC soliisyonu ile 1slatilmig
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olan Whatman 3MM kagit ve en tste uygun miktarda kagit havlular yerlestirilerek
4-5 saatlik transfer baglatilmistir. Bazi deneylerde transferin daha hizli (1-2 saat)
gerceklesmesi amamylé "vakum blot" cihazi kullanilmigtir (Sekil I1.1). Bu sirada
kuruyup incelen jel uv lambasi altinda incelenmis, DNA transferinin basariyla
gergeklesip gerceklesmediginden emin olunduktan sonra, N* Hybond filitresi uygun

bir naylon torba icinde paketlenerek +4°C'de saklanmustir.

I1.1.6. Prob DNA'nin Elde Edilisi

Prob olarak Dr. John Groffen'in (Los Angeles, Children's Hospital) hediyesi
olan pablk2 ile Dr. Simon Guy'in (St. Mary's Hospital, Manchester) hediyesi olan
ber-G kullanilmustir. 11k prob M-ber bélgesinin 3' ucunu tarayan pUC vektdriine
takili, 1.2 kb uzunlugunda bir DNA parcasidir. ber-G probu ise 2.9 kb'lik pUC
vektoriine takili olarak hazirlanmig ve yine M-bcr bélgesinin 3' ucuna yakin 0.6
kb'lik bir bdlgeye karsilik gelen DNA parcasidir. Her iki rekombinant plazmit
vektorii de Ecoli/HB101 susu icinde godnderilmis olup, Alkali Liziz yontemi ile

laboratuvarimizda cogaltilarak prob DNA izolasyonu yapilmustir.

I1.1.7. Alkali Liziz Yontemi
Birnboim ve arkada§1ar1nm (1979) gelistirdigi Alkali Liziz y&ntemi,
laboratuvarimizda bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Bir gece 37°C'de

ampicillinli ortamda biiyttiilen E.coli kiltirlinden 1.5 ml alinarak eppendorf

tiplerinde cOktiiriilen hiicreler Soliisyon 1'de c¢Oziilmiistiir (Solisyon 1: 50mM
Glikoz, 10mMEDTA, 25mM Tris-HCl pHS8.0). Oda sicakliginda 5 dakika
bekletilen tiiplerin iizerine 200 ml 0.08N NaOH ve %1 SDS igeren Soliisyon 2
eklenerek elde yavasca karistinlmigtir. Daha sonra, 15ml 6nceden sogutulmug olan
Soliisyon 3 (Potasyum Asetat; pH4.8) koyularak tekrar karistirilmis ve santrifiij
edilen tiiplerin iist fazlart alindiktan sonra esit hacimde fenol/kloroform/izoamil-

alkol (25:24:1) eklenerek temiz bir eppendorf tiipiine aktarilmis, esit hacimde etanol
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Sekil II.1. Hoefer Transvac Vakum Blot Cihaz
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eklenerek 13.500 rpm'dé santrifiij edilmistir. Daha sonra, iist faz alinarak plazmit
iceren ¢okelek kurutulmus, ve uygun miktarda TE tamponu iginde ¢oziilerek -20°C'
de saklanmigtir.

Plazmit izolasyonu gerekli bazi durumlarda, biiyiik 6lcekli olarak yapilmistir.
Bunun igin Qiagen Firmasi tarafindan iiretilen "Q1A prep-spin” adli hazir plazmit
izolasyon kiti kullanilmigtir. Baslangi¢ olarak 200 ml'lik kiiltiirin kullanildigi bu
tiir izolasyonda soliisyonlarin miktari yeniden ayarlanmistir. Bilyiik olgekli plazmit
izolasyonlarinin sonucunda elde edilen plazmit etanolde ¢oktiiriiliip, kit tarafindan
saglanmig olan saflagtirma kolonlarindan gegirilerek temizlenmistir (Birnboim,
1983; Thomas, 1988). Elde edilen plazmit Ornekleri I1.1.8'de anlatildigi gibi
restriksiyon  enzimleriyle kesilerek diigiik erime noktali agaroz jelinde

yiiriitilmistir.

IL.1.8. Prob DNA'sinin Restriksiyon Enzimi ile Plazmitlerden Cikartilmasi
Elde edilen plazmit DNA's1 saflik tayini igin %0.8'lik agaroz mini jelde

yiritilmistiir. Kontrol olarak Hind III ile kesilmis A DNA'st kullanilmig ve istenen

plazmitin varhigt ve safligt belirlenmistir. Miktar tayini ise 260nm'de
spektrofotometrik olarak &ap11m1§t1r. pUC vektoriine takili olarak cogaltilan 1.2kb
uzunlugundaki pablk2 prob DNA'st Hind III ve EcoR1 enzimleri ile kesilerek
gikartilmigtir. Bu iki enzimin kesim kosullart farkli oldugu igin kesim iki ayr

basamakta gerceklestirilmistir. [lk once 10 ug plazmit DNAsi, 2.5 iinite Hind III

enzimi ile kendi tamponu icinde toplam 30ml olacak sekilde 37°C'de 3 saat kesime
birakilmig, daha sonra ikinci enzim olan EcoR1 ve bu enzime 6zel tampon
eklenerek yine 37°C'de, 3 saatlik ikinci bir reaksiyona sokulmustur. %1'lik diisiik
erime noktali agaroz jel hazirlanarak ortaya ¢ikan bantlar incelenmistir. Referans

olarak MHind IIIl DNA's: yiiriitiilmiis ve buna gére 1.2 kb'lik bant saptanmistir. Bu
bant jelden dikkatle kesilerek 65°C'de eritilmis ve fenol: kloroform: isoamil alkol

(25: 24: 1) yontemi ile agarozdan temizlenmistir. Uygun hacimde TE tamponunda
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coziilen problar spektrofotometrik olarak miktar tayini yapildiktan sonra -20°C'de
saklanmigtir. Boylece prob DNA'st bundan sonra yapilacak olan igaretleme
reaksiyonu i¢in hazir édilmigtir. Benzer sekilde ber-G probu da Pstl ve EcoRl1
enzimleri ile kesilerek pUC vektoriinden c¢ikartilmigtir. Kesim reaksiyonu, her iki
enzimin calisma kosullart uygun oldugu icin aynmi tampon icinde tek basamakta

gercgeklestirilebilmistir.

I1.1.9. Prob DNA'sinin Radyoaktif Olarak Isaretlenmesi
Amersham "Mega Prime" DNA Isaretleme kiti kullamilarak prob DNA's1 **P-

a- dCTP radyoizotopu ile igaretlenmistir. Bu yonteme gore gelisigiizel siraya sahip

9 niikleotit uzunlugundaki primerler daha 6nceden denatiire edilmis olan prob DNA
iizerinde karsit olduklarnt bir cok bolgeye baglanirlar. Bu sekilde olusan primer-
DNA kompleksleri, DNA sentezi sirasinda Klenow enzimi i¢in uygun baglangig
noktalan olusturur. Ortamda bulunan radyoaktif igaretli dCTP reaksiyon sirasinda
yeni sentezlenen DNA'larin isaretlenmesini saglar. Verimi oldukga yiiksek olan bu
reaksiyon, kisa bir siirede az miktarlarda prob DNA'nin isaretlenmesini saglar. Buna
gore yaklagik 25 ng olacak gekilde alinan prob DNA's1 iizerine uygun miktarda
enzim tamponu, **P-c dCTP radyoizotopu ve 2ul Klenow enzimi konularak 37°C'de
bir gece isaretlemeye birakilmistir. Her igsaretleme dncesinde prob DNA'st 5 dakika
95°C'de denatiire edilmistir. Isaretleme sonrasinda alinan 1ul'lik 6rnekler 20 kere
seyreltilerek Whatman 3MM disklere emdirilmis ve sonra oOrneklerde total

radyoaktivite Sul sayim soliisyonunda B sayact (LKB) ile belirlenmistir. Ayni
isaretleme ortamindan alinan 1 ul drnekler ise spesifik radyoaktiviteyi vermek iizere
%10Tuk soguk TCA ile yikanmis ve daha sonra %70'lik soguk etanol ile fikse

edilmistir. Iyice kurutulan diskler Sml sayim soliisyonunda okunarak isaretleme
verimi belirlenmistir. Ortalama olarak bu igaretlemelerde %68-%70 oraninda
verim ve yaklagik 20x10° cpm/ugDNA 6zgiin aktivitesi olan isaretli problar elde

edilmistir.
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I1.1.10. On Hibridizasyon
0.25M NaH,PO,, 0.25M NaCl, %0.1 SDS ve 1mM EDTA'dan olusan

soliisyon igersine toplam konsantrasyonun %6's1 olacak sekilde polietilen glikol

eklenerek icinde N* Hybond filitre bulunan kap doldurulup 65°C'de en az 1 saat

inkiibasyona birakilmistir.

II.1.11. Hibridizasyon

On hibridizasyona sokulmus olan filitreler 6nceden denatiire edilmis ve
miktart ayarlanmis olan isaretli prob DNA'st (25x10° cpm / filitre) ile naylon torba

icinde bir gece 65°C'de hibridizasyona birakilmustir.

I1.1.12. Otoradyografi

Otoradyografi radyoaktif izotoplarin Rontgen filmi iizerinde reaksiyona neden
olarak siyah lekeler olusturmast prensibine dayanir. Hibridizasyon sonunda filitreler
65°C'de 40 dakika olmak iizere sira ile 3x, 2x, 1x, 0.1x SSC ve %0.1'lik SDS ile
yikanmustir. Yikamalar sonrasinda filitreler torbalamp karanlik odada kursun
kasetlere Rontgen filmi (X-OMAT, KODAK AR) ile birlikte yerlestirilerek, -70
°C'de 5-7 giin bekletildikten sonra banyo edilmistir (SSC tamponu: 1.5 M NaCl,
1.5 M Tris Sodyum Sitrat, pH: 7.0).

I1.1.13. Kandan RNA Izolasyonu

KML hastaliginda translokasyonun belirlenebilmesi icin ikinci bir ydntem
olarak girig bolimiinde belirtilen RT-PCR yOnteminde kullamilmak iizere normal
ve hasta kanlarindan RNA izolasyonu yapilmistir. Bu amagla Chomczynski ve
arkadaglart (1987) tarafindan kullanilan yontem ufak degisikliklerle en uygun hale
getirilmistir. Yontem, l6kositlerin kandan ayrnilmasi ve daha sonra soliisyon D (4M
Guanidinyum Tiosiyanat,' 42mM Sodyum sitrat, %0.83 N-loril sarkozil, 0.2mM B-

merkaptoetanol) ile patlatilarak RNA'nin fenol: kloroform: izoamil alkol ilavesi ile
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oziitlenmesi prensibine dayanmaktadir. Elde edilen RNA'lar izopropanol ile
temizlendikten sonra, etanol igersinde coktiiriilerek -20°C'de saklanmistir. Daha
sonra RNA'lar denatiirasyon Ozelligi olan %1'lik formaldehit agaroz jelinde

incelenmistir.

II. 1. 14. RNA'dan ¢DNA Sentezlenmesi

Sentez 1-5 ug RNA, 0.5 uM 06zgiin olmayan 9'lu DNA primerleri, 4 ul revers
transkripsiyon tamponu (250mM Tris HCl pH:8.3, 250mM KCI, 50mM MgCIL,,

2.5mM spermidin, SOmM DTT), 2ul DTT (100mM), 2ul ANTP (20mM), koyularak
reaksiyon tiipii hazirlanir. Tip 10 dakika 70°C'de denatiirasyondan ve 100 {inite

RNasin enzimi ile 100 iinite revers transkriptaz enziminin eklenmesinden sonra

40°C'de 1 saat bekletilerek tamamlanir.

I1.1.15. PCR Yontemi ile cDNA Amplifikasyonu

Normal ve hasta kanlarindan hazirlanmis cDNA'lardan 5ul alinarak, 2.5ul
PCR tamponu (500mM KCI; 100mM Tris-HCl pH 9.0; %1 Triton X 100), 3.5ul
dNTP, Sul (SuM) uygun primer, 1 inite Taq DNA polimeraz enzimi ve 1.5 ul
MgCl, (25mM) reaksiyon tiipiine konularak agagida belirtilen kosullarda PCR

gerceklestirilmigtir.
Zaman Ist Reaksiyon

1. 1 dak. 94°C Denatiirasyon

2. 1 dak. 60°C Primer baglanmasi

3. 1 dak. 72°C DNA sentezi

4. 10 dak. 72°C DNA sentezinin
tamamlanmasi

5. 10 dak. 10°C Sogutma

PCR'da 1'den 3'e kadar olan basamaklar 35 kere tekrarlanmigtir. PCR

reaksiyonu iki kademeli olarak gergeklestirilmistir. Once cDNA iizerinde genisge,
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daha sonra biraz daha dar bir bolge (nested PCR) cogaltilmigtir (Sekil IL2.A).
Birinci basamakta, normal gen iiriinii i¢in abl 1 ve abl 3 primerleri, translokasyon
iirind icin ise ber 1 ve abl 1 primerleri kullanilmigtir (Sekil IL2.B). ikinci
basamakta, bir 6nceki kademeden elde edilen normal iiriin abl 2 ve abl 4 primerleri
ile, translokasyon iiriini ise abl 2 ve ber 2 primerleri ile yeniden gogaltilmigtir.
Primerler Oncogene Science Firmasi'nin "CML Phenotyping Kit"inden saglanmustir.

PCR iiriinleri daha sonra %2'lik bir agaroz jelde yiiriitiilerek incelenmistir.
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bcr/abl mRNA

BCR-1 BCR-2 ABL-2 ABL—

abl mRNA

ABL3  ABL-4 ABL2 ABL-1

ber/abl mRNA

l cDNA Synthesis

I IR R

prng  gueey  gumey  g—

l 2nd Amplification
Usmg Nested Primers

Sekil IL.2. A. cDNA iizerinden iki basamakta gerceklestirilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR)
B. PCR'de kullanilan primerler
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II. 2. BULGULAR

I1.2.1. Kandan DNA Izolasyonu ve Restriksiyon Enzimleriyle Kesim Kosullari

Hacettepe Onkoloji Hastanesi'ne basvurarak sitogenetik ve diger klinik
bulgular sonucunda KML tanist konulan hasta kanlanindan DNA Ornekleri izole
edilmistir. (Tablo II.1). Elde edilen DNA oOrneklerinin EcoRI, HindIII, Bglll ve
BamHI gibi restriksiyon enzimleri ile kesim sartlari optimize edilmistir. Blot analizi

icin, yukaridaki restriksiyon enzimleri ile kesilen 10ugik DNA 6rnekleri % 0.8Tik
agaroz jelde yiiritilmiistir. Sekil [1.3'de kesilmis DNA 6rnekleri goriilmektedir.

I1.2.2. Prob DNA'sinin Elde Edilisi

Prob DNA'sim1 iginde tasiyan pUC vektorii alkali liziz yontemiyle E.coli'de
gogaltilarak izole edilmis ve prob DNA'st restriksiyon enzimleriyle kesilerek
plazmitten cikartilmistir. pUC plazmitine takili olan 1.2 kb'lik 3'-bcr prob DNA's1
EcoRI ve Hind III enzimleri ile (Sekil I1.4), 0.6 kb'lik prob DNA'st ise EcoRI ve
PstI restriksiyon enzimleri ile kesilmistir (Sekil IL.5). Sekil I11.4.A'da birinci kuyu

marker DNA'sin1 (A/HindIII) ikinci kuyu ise 1.2 kb'lik probun plazmit vektoriaii;
Sekil 11.4.B'de ise birinci kuyu marker DNA's1, ikinci kuyu ise vektorden ¢ikartilmig

1.2 kb'lik prob DNA's1 gosterilmektedir. Kesim sonucunda vektdrden ¢ikartilan prob
DNA's1 diisiik erime noktali agaroz jelde yiiriitiilerek, vektoriin diger parcalarindan
ayridmugtir. Yeri, marker DNA ile belirlenin prob DNA'st jelden kesilmig ve
isitilarak eritilen agarozdan fenol yikamalari sonucu temizlenmistir. Sekil I1.5'te ise
0.6 kb'lik prob DNA'simi tasiyan vektoriin yiiksek miktarda eldesinden sonra
restriksiyon enzimleri ile kesilmis fotografi goriilmektedir. Bu agaroz jeldeki

kuyular agaroz kirliligini en aza indirmek igin birlestirilmistir.

I1.2.3. Southern Blot Analizi ve Otoradyografi
Normal bir DNA 6meginin otoradyogram profili Sekil 1.6.A.'da gOsterilmektedir.




Hasta No Konsantrasyon* OD 0250
(ug / ml)
1 770 1.5
2 830 1.9
3 1195 1.8
4 1352 1.8
5 1540 2.0
6 350 2.5
7 340 24
8 570 2.2
9 1255 1.85
10 775 1.72

* DNA Konsantrasyonu OD,,, degeri spektropotometrik olarak 6lgiildiikten sonra asagidaki

formiil kullanilarak belirlenmistir.
DNA Konsantrasyonu (ug/ml): OD,, x Seyreltme Faktérii x 50

Tablo II.1. KML hastalarindan elde edilen DNA Orneklerinin konsantrasyonlar
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Sekil IL.3. Hasta DNA'larinin restriksiyon enzimleri ile kesimlerinin agaroz jel

tizerindeki profili

kuyu:
kuyu:
kuyu:
kuyu:
kuyu:
kuyu:
kuyu:
kuyu:

S Aol S e

SR Sl el S e

hasta DNA'sinin EcoR1 enzimiyle kesim profili
hasta DNA'sinin EcoR1 enzimiyle kesim profili
hasta DNA'sinin HindlIl enzimiyle kesim profili
hasta DNA'sinin Hindlll enzimiyle kesim profili
hasta DNA'sinin Bglll enzimiyle kesim profili

hasta DNA'sinin Bglll enzimiyle kesim profili

hasta DNA'sinin BamHI enzimiyle kesim profili
hasta DNA'sinin BamHI enzimiyle kesim profili
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pUC plazmiti —>
" <— prob DNA'st (1.2 kb)

Sekil I1.4. pUC vektori ve icerdigi 1.2 kb'lik prob DNA's1
A. 1. kuyu: A/HindIll Marker DNA's1
2. kuyu: pUC vektor plazmiti (kesim Oncesi)
B. 1. kuyu: A/HindlII Marker DNA's1
2. kuyu: EcoR1 ve Hindlll enzim kesimlerinden sonra 1.2 kb'lik prob

ve vektoriin geri kalan kisimlari.
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<«— 0.6 kb'lik prob

Sekil IL.5. pUC vektorii ve icerdigi 0.6 kb'hk prob DNA's
1. kuyu: 2.9 kb'lik pUC vektori
2. kuyu: pUC vektoriiniin Pstl ve EcoR1 kesimleri sonrasinda olusan
0.6 kb'lik prob DNA'si




4.8 kb
4.6 kb

3 kb

farkli bant :

A B

Sekil IL. 6. Degisik restriksiyon enzimleri ile kesilmis normal ve hasta DNA
orneklerinin otoradyogramlari.

A.

1. kuyu: EcoR1 restriksiyon enzimiyle kesilmis normal DNA érnegi
(17 kb)

2. kuyu: Hindlll restriksiyon enzimiyle kesilmis normal DNA 6rnegi
(4.6 kb)

3. kuyu: Bglll restriksiyon enzimiyle kesilmig normal DNA 6rnegi
(4.8 kb)

4. kuyu: BamH1 restriksiyon enzimiyle kesilmis normal DNA 6rnegi
(3.0 kb)

L. kuyu: EcoR1 restriksiyon enzimiyle kesilmis hasta DNA ornegi
(17 kb + yeni bant)

2. kuyu: HindIII restriksiyon enzimiyle kesilmis hasta DNA ornegi
(4.6 kb)

3. kuyu: Bglll restriksiyon enzimiyle kesilmis hasta DNA ornegi
(4.8 kb + yeni bant)

4. kuyu: BamH1 restriksiyon enzimiyle kesilmig hasta DNA ornegi
(3.0 kb)
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Bu sekilde sirasiyla ECGRI, Hind III, Bglll ve Bam HI restriksiyon enzimleriyle
kesim yapumuistir. Buna gore 0.6 kb'lik probla vapilan hibridizasyon sonucunda her
enzim i¢in tek bant gdriilmektedir. Sekil I1.6.B.'de ise ayni enzimlerle kesilmis bir
hasta DNA Orneginin profili gorilmektedir. Sekil ilizerinde EcoR1 ve Bglil
enzimlerine ait kuyularda fazladan bir bantin varli§i, bir translokasyon oldugunu
belirtmektedir. Bir bagka deyisle, enzim kesimlerinde normal profile gére herhangi

bir degisiklik DNA'da bir translokasyonun habercisi olmaktadir.

Sekil II.7 ve Sekil I1.8'de degisik KML hastalartun DNA profilleri
goriilmektedir. Bunlardan Sekil I1.7'de ilk hasta BamHI kesiminde, ikinci hasta
EcoRI, Bglll, Bam HI enzimleri ile yapilan kesimlerde normal bantlarin yanisira
farkli bantlar goOstermektedir. Sekil II.8'de igiincii hasta EcoRI ve Bglll
kesimlerinde, dordiincii hasta HindIII, BglIl ve BamHI kesimlerinde, besinci hasta
ise EcoRI, Bglll ve BamHI kesimlerinde farkli bantlar vermektedir. Bu sonuglar
Tablo II.2'de Ozetlenmistir. Tablo I1.2'deki (+) isaretler adi gecen restriksiyon
enzimin kesim bdlgesinde normal DNA'ya gore degisimin varliging, (-) isaretler ise
bdyle bir degisikligin bulunmadiint gostermektedir. Hastalarin otoradyogram
sonuglarn Sekil I1.9'da .Qerilen 22. kromozomun restriksiyon enzim haritasi
yardimiyla yorumlanarak kirilma bolgeleri belirlenmistir. Bu haritaya gore, tablonun
son siitununda kirilmanin, restriksiyon haritasinda belirtilen ve O'dan 5'e kadar
numaralandinlmig bolgelerden hangisi icinde oldugu belirtilmektedir. Tablo I1.1'de
6, 7 ve 9 numara ile gosterilen hastalarda, bu prob ile (bcr-G) translokasyon

belirten bir profile rastlanmamuistir. Bu hastalarin DNA'lart normal gériiniimdedir.

I1.2.4. Kandan RNA Izolasyonu ve PCR

Kandan elde edilen RNA'lar formaldehit iceren % 0.8'lik agaroz jelde
yiiritilmagtir. Sekil I1.10'da goriilen bantlar RNA 6rneklerinin igerdigi mRNA,
tRNA ve ribosomal RNA'lardan, hiicrede en ¢ok kopyaya sahip 18 S ve 28 S
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Sekil IL. 7. Otoradyogram ornegi.

Kuyu 1-4: Sirasiyla EcoR1, HindlIll, Bglll ve BamH1 ile kesilmig
1. hastanin DNA bantlar.

Kuyu 5-8: Sirasiyla EcoR1, HindlIll, Bglll ve BamH1 ile kesilmig
2. hastanin DNA bantlar.

Kuyu 9-12: Sirasiyla EcoR1, HindllI, Bglll ve BamH1 ile kesilmig
Ph' (+) kontrol DNA bantlar.

Kuyu 13-16: Sirasiyla EcoR1, Hindlll, Bglll ve BamH1 ile kesilmig
Ph' (-) kontrol DNA bantlar.
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Sekil II. 8. Otoradyogram Ornegi.

Kuyu 1-4: Sirasiyla EcoR1, Hindlll, Bglll ve BamH1 ile kesilmis
3. hastanin DNA bantlari.

Kuyu 5-8: Sirasiyla EcoR1, HindIll, Bglll ve BamH1 ile kesilmis
4. hastanin DNA bantlar.

Kuyu 9-12: Sirasiyla EcoR1, HindlIll, Bglll ve BamH1 ile kesilmis
5. hastanin DNA bantlari.

Kuyu 13-16: Sirasiyla EcoR1, Hindlll, Bglll ve BamH1 ile kesilmis
Ph' (-) kontrol DNA bantlari.
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Restriksiyon cnzimleri Translokasyon
Hasta No Bolgesi
FcoRI | HindHI | Bgll | BamH!

1 - - - + 5

2 + - + + 3

3 + - + - 1 veya 2

4 - + + + 5

5 + - + + 3

0 - - - Yok

7 - - - Yok

8 + - + 3

9 - - - Yok

10 + - - 0 veya 1

Tablo I1.2. KML hastalarinin farkl restriksiyon enzimleri ile DNA kesim sonuclarn




E X Bg HB H BgEBBg HX
b1 b2 b4
[
0.6 Kb
0 1 2 3 4 b % §

Sekil IL9. 22. kromozomun restriksiyon enzimleriyle kesim haritasi ve 6 kirilma
bolgesi

32




Sekil IL.10. KML hastalarinin kanlarindan elde edilen RNA'larin agaroz jeli
tizerindeki profili

{98
(98]




ribosomal RNA'nin olusturdugu bantlardir. mRNA'lar hem kopya sayisi hem de
miktar bakimindan farklilik gdsterdiginden jel iizerine gozle goriilemeyecek sekilde
yaytlmiglardir.  RNA  orneklerinde var olan ancak agaroz elektroforezinde
goriintiilenemeyen mRNA Ornekleri ters transkripsiyon ydntemi ile énce cDNA'ya
doniistiiriilmiistiir (Bolim I1.1.14). Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile bu cDNA'lar

milyonlarca kez ¢ogaltilmistir (Bolim 1I.1.15).

PCR'in ikinci basamaginda elde edilen translokasyon ve normal gen iiriinleri
agaroz elektroforezi sonucu farkli profiller gostermektedir. Sekil II.11.A'da 2. kuyu,
ber/abl primerleri ile cogaltilan Ornegin translokasyon olmadigindan herhangi bir
liriin vermedigini gostermektedir. Ancak, ayni primerlerle ¢ogaltilan hasta DNA's1
579 baz cifti (bg) uzunlugunda bir bant vermektedir (6. kuyu). 4. ve 8. kuyularda
ise hem hasta hem de normal DNA Orneklerinin abl/abl primerleriyle

cogaltildiginda, 267 b¢ uzunlugunda verdigi bant goriilmektedir.
mRNA'da cDNA sentezi ve PCR reaksiyonunun ¢aligip ¢aligmadigini kontrol

amaci ile B-actin geni de ayni kosullarda uygun primerler yardimiyla ¢ogaltilmigtir

(Sekil IL.11.B).
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Sekil IL11 Normal ve hasta kanlarmdan yapilan PCR sonuclar

A. 1. kuyu: Normal DNA'dan ber/abl primeri ile ¢ogaltilmig PCR
(1. basamak drint)
2. kuyu: Normal DNA'dan ber/abl primeri ile cogaltilmig PCR
(2. basamak iiriini) '
3. kuyu: Normal DNA'dan abl/abl primeri ile cogaltilmis PCR
(1. basamak iirtinii)
4. kuyu: Normal DNA'dan abl/abl primeri ile cogaltilmig PCR
(2. basamak iiriini)
5. kuyu: Hasta DNA'smdan ber/abl primeri ile cogaltilmis PCR
(1. basamak triini)
0. kuyu: Hasta DNA'simdan ber/abl primeri ile cogaltilmis PCR
(2. basamak drint)
7. kuyu: Hasta DNA'sindan abl/abl primeri ile cogaltilmig PCR
(1. basamak driinii)
8. kuyu: Hasta DNA'sindan abl/abl primeri ile ¢ogaltilmig PCR
(2. basamak riint)
9. kuyu: ®X174/Hac HI marker DNA

B. 1. kuyu: Normal DNA'dan B-actin primeri kullantlarak cogaltilmig

PCR iiriinii
2. kuyu: Hasta DNA'dan B-actin primeri kullanilarak cogaltilmig
PCR driinii




BOLUM III
SONUC

IIL.1. TARTISMA

Bu projede, Southern Blot ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemleri
kullanilarak Kronik Myeloid Losemili hastalarin molekiiler tanist ve tedavi sonrast
takibi amaglanmustir. Her iki yontem de son on yildir diinyadaki birgok aragtirma
merkezinde gerek kalitsal metabolik hastaliklar, gerekse kanser igin rutin olarak
kullani!maktadir. Bu tiir calismalarin iilkemizde de baglatilarak gerekli altyapinin

olugturulmasi biiyiikk dnem tagimaktadir.

Calismamizda ilk olarak Kronik Myeloid Losemi'li hastalarin kanlarindan
DNA izolasyonu yapilmig ve DNA'larin safliklar1 spektrofotometrik olarak OD,y/
OD,, oranina bakilarak saptanmugtir. DNA saf oldugu zaman bu oranin yaklagik
1.8 olmasi beklenmektedir (Maniatis, 1989). Oranin 1.8'den kiiciik olusu protein

~ kirliligine, biiyiik olugu ise fenol veya RNA kirliligine igaret etmektedir.

Uygulanan DNA izolasyon yOntemi normal kan Ornekleri ile oldukga saf
DNA elde edilmesini saglarken, hasta kan Orneklerine uygulandiginda her zaman
aynt derecede basarili olamamistir. Ozellikle bazi hastalardan hi¢ DNA elde
edilememesi bu hastalara uygulanan kemoterapi ile ilgili olabilir. Ilging bir bulgu
da interferon tedavisi gordiigii bilinen hastalarin DNA izolasyonlan sirasinda
karsilasilan gugliiklerdir. Bu tiir hastalarin  kanlarinda fenol ekstraksiyonu
yapildiginda, fenol fazi ile su fazinin ayrilamamast nedeniyle DNA igerisinde
yiiksek oranda protien kalabilecegi gdzlenmistir. Protein kirliligi belirlenenen bu
gibi durumlarda Grnekler etil alkolde goktiiriilerek ek fenol yikamalan yapilmugtir.
Bazi orneklerde ise y1k‘amalara ragmen OD,,/ OD,, orant istenilen diizeye

gelmemis ve bu nedenle bu drnekler analizlerde kullanilamamugtir.
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DNA analizleri igin restriksiyon enzimlerinin kullanilmas: gereklidir. Hangi
restriksiyon enzimleri ile kesim yapilacagi ise kullanilacak proba baglidir. 0.6 kb'lik
bcr-G probu kullamldigmda EcoRI, Hindlll, Bglll, BamHI enzimleri ile M-bcr
bolgesindeki hemen hemen biitiin kinlmalar saptanabilmektedir. Bu nedenle hasta
DNA'larinin hepsi 3 ya da 4 ayn enzim kullanilarak kesilmig ve ber-G  probu ile

hibridize edilerek translokasyon bélgesi detayl bir sekilde belirlenmistir.

Southern Blot yoOnteminin uygulanist sirasinda vakum blot cihazinin
DNA'larin jelden filitrelere aktarimini hizlandirdigi, fakat bazi hallerde filitrenin her
tarafina esit ve homojen bir aktarim olmadigt goézlenmistir. Daha verimli bir
transfer elde edilebilmesi igin ¢ogu zaman klasik Southern Blot diizenegi
kullanilmustir. Ayrica bu yontemde yapilan bir degisiklik kullanilan malzemeden
tasarruf imkam vermistir. Bilindigi gibi klasik blot gergeklestirilirken transfer
tamponu kullanilmaktadir. Bu ¢caligmada ise hig¢ tampon kullanilmadan da DNA'larin
jelden filitreye verimli bir gekilde aktarildigr gosterilmis ve SSC tamponundan

biiyiik 6lgiide ekonomi saglanmustir.

Prob DNA'larinin iéolasyonu sirasinda plazmitler alkali liziz yOntemi ile elde
edildikten sonra etil alkol ve 2M NaCl ile c¢oktiiriilmektedir (Bolim I1.1.7).
Yontemler kisminda da belirtildigi gibi daha sonra plazmit vektorii icindeki prob,
restriksiyon enzimi ile kesilerek plazmitten cikartilmaktadir. Bazi durumlarda elde
edilen plazmitlerin restriksiyon enzimiyle kesilemeyen bir konformasyon kazandigi
gozlenmigtir. Bu degisik konformasyondaki plazmit, agaroz jelde degisik bir bant
vermekte ve restriksiyon enzimine dayaniklilik gostermektedir. Plazmitlerin etil
alkol ile ¢okturilme agamasinda 2M NaCl kullanilmadigi zaman bu problem

ortadan kalkmustir.

Aym yoéntemle hazirlanan iki ayr prob, radyoaktif isaretleme verimi
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acisindan biiyiik farklilik gostermistir. 1.2 kb'lik 3'-bcr probu isaretlendiginde
verim %40 iken 0.6 kb'lik ber-G probunda verim % 70-80 olmustur. Bu nedenle
ber-G  probu galismalarda daha siklikla kullandmustir.

Isaretlenen problarla hibridizasyon yapilirken normalde izlenen yéntemde bazi
degisiklikler yapilmistir. Ornegin, Bovine serum albumin, Ficol ve Dekstran
Sulfattan olusan tamponun Hybond N* filitreleri {izerinde c¢dkelerek,
otoradyogramlarda Kkirlilige neden oldugu anlasilmig ve yoOntemlerde belirtilen
degisik bir tampon kullanilmistir. Ayrica bu tamponlara genelde eklener: salmon
sperm DNA'sinin gerekli olmadigi da belirlenmigtir. Bu degisiklikler ayn1 zamanda
bol miktarda gereken bu tamponlarin daha ekonomik olarak hazirlanmalarim

miimkiin kilmistir.

Yontemlerde belirtildigi gibi RT-PCR icin kandan RNA izolasyonu
gerekmektedir. RNA izolasyonunun, DNA izolasyonuna gore ¢ok daha dikkat ve
Ozen gosterilmesi gereken bir islem oldugunu burada belirtmek gerekir. RNA,
riboniikleazlara ¢ok hassas ve kirilgan bir yapidadir. RNA galigmalant sirasinda
niikleaz kirliligi yapabilecek kaynaklardan uzak durulmasi, tim cam esya ve
tamponlarnn niikleaz inhibitdrii DEPC (Dietil pirokarbonat) ile muamele edilmesi,
ve kisa siirede (3-4 saat) izolasyonun tamamlanmas: gereklidir. Ayrica RNA'nin
ancak taze kan Orneklerinden elde edilebildigi anlagilmigtir. Bu nedenle hasta kani
alinir alinmaz bir kism1 DNA izolasyonu igin dondurularak saklanirken, kalan
kismindan hemen RNA izolasyonu yapiulmigtir. Kanin kisa bir siire icin bile

bekletilmesi RNA'da kiriklara neden olmaktadir.

RNA izolasyonu sirasinda guanidinyum tiyosiyanat, cDNA sentezi sirasinda
ise RNasin enzimi ile riboniikleazlarin biiyiik Slglide etkisiz kilinmasi miimkiin

olmaktadir.
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Otoradyogramlarin incelenmesi sonucu KML'i hastalarin ¢ogunda
translokasyona rastlanmistir (Tablo I1.2). Birkag hastada translokasyon goriilmeyigi
degisik nedenlere bagli olabilir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi eger hastada 100
myeloid hiicreden 5 veya daha az sayidaki hiicre translokasyon tasiyorsa, Southern
Blot yéntemi bu translokasyonlari belirlemekte yetersiz kalacaktir. Bu tiir hastalarin
incelenmesinde PCR yontemi ¢ok yararlidir. Ornegin, erken tami ve diizenli
interferon tedavisi sonucu klinik olarak remisyonda goriinen bir hastada Southern
Blot yontemi ile belirlenemeyen translokasyonun varligi, RT-PCR  yontemi ile
gosterilebilmigtir. Ancak elde edilen PCR iiriiniiniin miktar diger hastalara nazaran
daha diisiik diizeyde bulunmustur. Translokasyonun belirlenememesinin diger bir
nedeni de kirik bolgenin ber-G  probu ile gosterilemeyisi olabilir. Eger kink, 22.
kromozomun restriksiyon enzim haritasinda gosterilen (Sekil I1.9) 0-5 arasindaki
herhangi bir bélgede degilse 0.6 kb'lik prob yetersiz kalacaktir. Digiik bir olasilikla
da olsa (%5) bazi1 KML'li hastalarda kirik, major kirilma bélgesi diginda yer
alabilmektedir (Grossman, 1989).

Caligmamizda incelenen hasta sayisinin az olmasi nedeni ile Tiirkiye'deki
KML'li hastalarda kirilmalarin yogunlastigi bolgeler hakkinda bilgi edinebilmek
miimkiin degildir. Epigenetik faktdrlerin kirilma bolgeleri ile olasi iligkileri
arastirmacilar tarafindan farkli toplumlarda incelenmistir (Morris, 1986; Morris,

1990; Dyck, 1989).

Arastirmamizda yer alan hastalardan hemen hepsinin busulfan veya interferon

o gibi sitotoksik ilaglar ve bunlara ek olarak radyoterapi almig olmalar nedeni ile

hastalarin tant safhasindaki durumlari molekiiler diizeyde incelenememistir. Bu
nedenle hastaligin patogenezi hakkinda bir sonu¢ ¢ikarmak miimkiin olamamugtir.
Literatiirde kombine terapi olarak gecen ve kemoterapinin yanisira kemik iligi nakli

(BMT) yapilan kisilerde hastaligin tedavi sonrasi takibi hem Southern Blot hem de
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RT-PCR yontemleri yapilarak rapor edilmistir (Gabert, 1989; Roth, 1989; Hughes,
1991; Lange, 1991). Lange ve arkadaglani tarafindan 28 KML hastasi iizerinde
kemik iligi nakli 6ncesinde ve sonrasinda yapilmig olan aragtirmalar, hastaligin
kronik fazinda nakil uygulandigt zaman bcr/abl mRNA'sinin giderek azaldigini
gostermigtir. Akut donemde kemik iligi nakli yapilan iki hastanin kanlarinda ise
naklin 2-3. ayinda ber/abl mRNA'larint igeren hiicrelerin varligi gosterilmistir.
Gabert ve arkadaslarimin (1989) bir grup KML hastasinda yaptiklarni benzeri
caligmalar kemik iligi nakline ragmen bcr/abl translokasyonu tagiyan hiicrelerin gok
cok az sayida da olsa hastada tamamen ortadan kalkmadigini gostermistir. Aslinda
losemili hiicrelerin hastada tamamen ortadan kaybolmasinin uzun siireli bir iyilegme
isareti olup olmadigi da heniiz agikhk kazanmig degildir. Bazi aragtirmacilar
translokasyon bolgesinin yeri ile hastaligin prognozu (hastaligin evresi, kronik fazin
siiresi ve yasam siiresi) arasinda iligki kurmaya caligmuglardir. Bu konuda birbiriyle
celiskili bulgular ortaya atidmugtir. Opalka ve arkadaglarinca (1991) interferon
tedavisi gormekte olan 61 KML hastasinda yapilan gahigmalar kirilmalarin
prognostik Onem tagimadigini gostermistir. Diger taraftan Kirlma bdlgesi ber
geninin 2. veya 3. ekzonundan oldugunda hastaligin farkli prognoz gosterdigini ileri
siiren aragtirmacilar da vardir (Mills, 1991). Fioretos ve arkadaglarina gore (1993),
eger translokasyon M-bcr bolgesinin ucunda ise mutlaka 3. ekzonu da igermektedir.
Fakat 133 hasta iizerinde yaptiklari calismalarda 3. ekzonun varligi veya yoklugu
ile cesitli parametreler (kronik faz siiresi vb.) arasinda bir baglanti
gosterilememistir. Bu caligmadaki PCR verileri ise Tiirk hastalan igin yukarida

belirtilen tiirde bir sonuca varmak icin yeterli degildir.

II1.2. ONERILER
Asagidaki konularda daha kesin sonuglarin ¢ikarilabilmesi igin ok daha fazla
sayida hastay1 kapsayacak ayrintil bir galigmaya gereksinim vardir:

i) KML'de kinlma boélgeleri ile hastaligin prognozu arasindaki iligkinin
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belirlenmesi.
ii) KML'de Tiirk popiilasyonuna 6zgiin kinlma bélgelerinin belirlenmesi.
iii) Farkli kirilma bélgeleri ile 6zel tedavi sekillerine cevap verme arasindaki

iliskinin belirlenmesi.

Bundan sonraki caligmalarda farkli problar kullanilark M-bcr bdlgelerinin
disindaki kirilma bolgelerin de incelenmesi daha genis bilgi imkani saglayacaktir.
Aynica KML diginda hematolojik kanserlere neden olan diger translokasyonlann da

incelenmesi son derece yararli olacaktir.
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