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ONSOZ
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I
Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu Tip Arastirma Grubu'na

destek ve yardimlarindan dolay: siikranlarimizi sunariz.

Galigmada kullanilan kan &rneklerini saglayan ve proje boyunca degerli
katkilarin bizden esirgemeyen Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesinden

Prof. Dr. Emin Kansu'ya ve Do¢. Dr. Gérgiin Akpek'e tesekkiir ederiz.

Gahgmarmizda Kronik Myeloid Losemi'de kromozomlar arast kirilma ve
yer degistirmenin molekiiler diizeyde incelenmesi amaglanmigtir. Bu caligma
molekiiler biyoloji ve molekiiller onkoloji caligmalarinda éneml yarar

saglayacak alt yap1 ve birikimin olugmasina da olanak saglamistir.
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Kanserin DNA dlizeyinde molekiiler degisikliklerden kaynaklandig
bilinmektedir. Gerek nokta mutasyonlari, gerekse kromozomlardaki kirilma,
amplifikasyon ve translokasyonlar protoonkogenleri aktive ederek onkogenleri
olugturmakta ve kansere neden olmaktadir. Kronik Myeloid Lésemili (KML)
hastalarin %90'1nda gériilen Philadelphia kromozomu (Ph') DNA'daki 6zel bir
translokasyonun sonucudur. 9. ve 22. koromozomlar arasmda olusan bu
transloi(asyon, c-abl protoonkogenini 22. kromozomun ber denilen bolgesine
tagiyarak "becr-abl" adi verilen hibrit bir gen meydana getirmektedir, Bu hibrit
genin, yiiksek tirozin kinaz aktivitesine sahip bir protein kodladig:
bilinmektedir. Bu calismada, KML'nin patogenezinde ¢ok Onem tasiyan
degisikliklerin molekiiler biyoloji teknikleri uygulanarak tanimlanmasi
amaclanmigtir. Klinik tanist konulmug KML'li hasta kanlarindan yapilan DNA
1zolasyonundan sonra bu DNA'lar radyoaktif olarak igaretlenmis prob DNA'lar
ile  hibridizasyona sokularak (Southern blot y&énterni) ber/abl

translokasyonunun 22. kromozomdaki kinlma bélgeleri belirlenmistir.

DNA'daki translokasyonlarin varlifi ve yerinin saptanmasinda kullanilan
Southern blot yéntemi, KML tani ve tedavi takibinde hassas ve giivenilir bir
yontem oldugu gibi, dzel translokasyon gésteren diger kanserlerde de yararli

olacak bir ydntemdir.

Anahtar Kelimeler: Philadelphia Kromozomu, Kronik Myeloid Losemi,

Translokasyon, Southern Blot Yontemi,
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ABSTRACT

It is well known that cancer results from molecular changes at the DNA
level. Mutations such as point mutations, amplificatipn, and translocations

activate protooncogenes, thus cause transformation of the normal cells.

Philadelphia chromosome (Ph'), which is an important hallmark for
Chronic Myeloid Leukemia, results from a specific translocation. The
translocation between chromosomes 9 and 22 moves the c-abl protooncogene
from its normal location on chromosome 9 to the ber region of chromosome
22, leading to a hybrid ber/abl gene. The ber/abl gene produces a hybrid
protein with a high tyrosine kinase activity. The aim of this project, was to
detect Ph' translocation in CML patient using molecular biology techniques.
DNA isolation from CML patients was followed by Southern blot
hybridization by using specific prob DNAs. This method is a very sensitive
and efficient approach, for the detection and localization of the translocation
in CML patients and is also applicable to the detection of other human

malignancies having similar DNA translocations.

Key Words: Philadelphia Chromosome, Chronic Myeloid Leukemia,

Translocation, Southern blot method
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BOLUM I
GIRIS

Giintimiizde molekiiler biyoloji, kanser hastalifinin nedenlerinin
aragtinlmasinda en etkili yontemleri iceren bir alan haline gelmistir. Biitiin
diinyada giderek artan bir siklikla goriilen kanser hastalig1 sagliklt hiicrelerin
kontrol disi proliferasyona girmesiyle olugmaktadir. 19601 yillara kadar
hastaligin nedeni hakkinda hemen hicbir sey bilinmezken, molekiiler
onkolojinin geligimiyle giderek hastahigin nedeni anlagilmaya ve ilerleyisi
belirlenmeye baglanmistir. Molekiiler diizeyde her tiirlii hiicresel fonksiyonun
ana merkezi olan DNA'daki bir bozukluk veya degigiklik kanser olayim
baglatabilmektedir (Bishop, 1987; Rabbits, 1994). DNA'da nokta mutasyonu,
delesyon, duplikasyon ve translokasyon olarak adlandimlan degisim
mekanizmalari, hiicre DNA'sinda yer alan protoonkogenleri kansere neden
olabilen aktif onkogenlere gevirebilmekte, ya da aktif olan tiimér baskilayici

genleri etkisiz kilabilmektedir (Mitelman, 1985; Rabbits, 1991)._

Ldsemi ve lenfoma tipi kanserlerde neoplastik transformasyonu baglatan
ve translokasyon adi verilen kromozomlar arasi parga allgvefi§ine siklikla
rastlanmaktadir. Bu konuda yapilan g¢aligmalar sonucunda belirlenmis olan
translokasyona bagh degisik kanser tirleri Tablo I.1'de 6zetlenmistir.

Jekil L1'de ise bu degigikliklerin etkiledigi onkogen bdlgeleri kromozomlar

lizerinde gosterilmektedir.

Kromozomlar {izerinde yapilan karyotip analizleri, bu yeniden
diizenlenmelerin bazi kromozomlarin belirli bélgelerinde yogunlagtigim

gostermektedir (Rowley, 1977, Rowley, 1982). Ozellikle hematalojik




Etkilenen gen

Translokisyon Hastalik
H8: 14)(g24; g32) c-MYC (8q24) BL, BL-ALL
42 8){pl12; g24)
43; 22)(g24; q11)
t(8; 14)(g24; q11) c-MYC {8q24} T-ALL
tS; 12){q24; g22) ¢-MYC (Eq24) B-CLL/ALL
BTG (12g22)
7 1933 pid) LYL1{19p13) T-ALL
til; 144p32: qil) TAL1/SCL (1p32) " T-ALL
7. 2)g33; g34) TAL2 (Sq34) T-ALL
G11;14)pl5; g11) RBTN1/Ttg1 (11p15) T-ALL
Y11, 14){pl3: q11) RBTNZ/Teg2 (11p13) T-ALL
47, 11)q35: pi3)
K10; 14)q24; g11) HOX11 (10g24) T-ALL
U7; 10)q35; g24)
13: 14}q27; q32) Laz3/BCL-6 (3g27) NHL/DLCL
3 4)G27; p11) Laz3/BCL-6 (3q27) NHL
1{11; 14){ql3; g32) BCL-1/(FRAD-1) B-CLL ve digerr
(11q13) -
P14, 18)(q32: 21) BCL-2 (18g21) FL
| invld & 14; 14)q11g32) TCL-1{14g32.1) T-CLL
Y10 14)g24; g32) Iyt-10{10q24) 8 lenfomz
tot(14; 19)(g32; q13.1) BCL-3(19413.1) B-CLL
U ys: 14)q31; g32) It-3 (5q31) pre-B-ALL
| 7; 9)(gq34; 934.3) TANZ (8q34.3) T-ALL
Y1 7)p34; q34) LCK (1p34) T-ALL
4R 14)(q28; gil) C6.18 (Xq28) T-PLL
N Etkilenen gen Hastalik
" invi4 (911; 432) TCR-z (14q11) T/8+ lenfoma
Vu (14q32)
Y; 22)034; q11) CABL {9534) CML/ALL
8CR (22g11) -
i:19Xq23; p13.3)  PBX1(1g23) pre-B-ALL
£24 (19p13.3)
1(17; 19)(q22; p13} HLF (17922) pro-B-ALL
£24 {19p13) N
115; 17)q21-g11-22)  AML {15g21) APL
RARA {17q21)
t11;17)923;q21.1)  PLZF (11923} APL
RARA {17q21)
AF4 (4g21)
t9; 11)(g21; g23) MLL (11023} . ANLL
( AFG/MLLT3 (9p22) ALL/preB-ALL/
{11 19%q23; p13) MLL (11423) pre-B-ALL/T-ALL/ANLL
ENL (19p13)
tX: 11)q13; g23) MLL (11G23) TALL
AFX1 (Xql3)
1(1; 11)(p32; g23) MLL (11g23) ALL
AF1P {1p32)
16: 11)(q27,; g23) MLL (11923) ALL
AF6 (6q27)
t11; 17)a23; a21) MLL (11q23) AML
AF17 {17q21)
y8; 21)q22; q22) AML1/CBFa (21922} AML
ETO/MTGSE (Bq22)
Y3; 21)q26; g22) AMLI (21622} oML
EVI-1 (3q28)
{3; 21){q28; 22) AMLI {21922} Myeladisplazi
EAP {3q26)
Y16: 24)(p11: q22) FUS (18p11)

Myeloid

Tablo L1. Translokasyona bagli olarak ortaya ¢ikan kanser tiirleri

(Rabbits, 1994).
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Sekil I.1. Insan kromozomlan iizerinde bugiine kadar tamimlanmig olan
hiicresel onkogenlerin haritas: (Rowley, 1988).



kanserlerde kromozom degisiklikleri biiyiikk bir rol oynamakta ve bu

bozukluklar sasirtici sekilde belli kromozom bolgelerini icerecek sekilde
gergeklesmektedir (Sandberg, 1986; Van den Berghe, 1987; Bitter, 1987,
Rowley, 1988).

Benzer bir durum, Kronik Myeloid Lésemi (KML) adi verilen ve bu
¢aligmanin temel konusunu olusturan I8semi titriinde de sézkonusudur. Kronik
Myeloid Losemi, hematopoyetik kok hiicrelerin neoplastik transformasyonu
sonucu ortaya g¢ikan bir kanser tiiriidiir, Hastalifmn en belirgin o6zelligi,
vakalarnin %90-95'inde goriilen ve Philadelphia kromozomu (Ph') olarak
adlandirilan bir kromozom yapisiin ortaya gikmasidar. Ik olarak 1960 yilinda
Nowell ve Hungerford (Nowell ve Hungerford, 1960) tarafindan KML
hastalarindan elde edilen myeloid hiicrelerde belirlenen bu yapinin, daha sonra
Rowley (Rowley, 1973) tarafindan yapilan aragtirmalarda translokasyon
sonucunda kisalan 22. kromozom oldugu anlasilmigtir. KML tanis: konmus
hastalarin kan ve kemik iligi dokularinda yapilan sitogenetik arg.gtlrmalarda
bu kromozom anormalligine rastlanmasi, hem hastalifin tanist agismndan, hem
de kanser tiirleri arasinda ilk defa boyle belirgin bir kromozomal belirtegin
varligina rastlanmasi agisindan gahgmalara iz kazandirmistir, Ph' kromozomu
9 ve 22 nolu kromozomlar arasinda meydana gelen kargilikh translokasyon
sonucu ortaya gikar (Groffen, 1984). Bunun sonucunda, 9. kromozom
tizerinde yer alan abl protoonkogeni (c-abl), 22. kromozom iizerinde ber adi
verilen bolgeye (breakpoint cluster region) eklenir (Kurzrock, 1988). t(9; 22)
translokasyonu olarak adlandinlan bu kromozomal degigiklik sonucu, ber-abl
hibrit geni 210 kD agurliginda ve normal abl proteinine gore daha yiiksek bir
aktivitiye sahip tirozin kinaz enzimini kodlar (Konopka, 1984; Kloetzer, 1985).



Protein kinazlann (fosfokinazlar) hiicre iletigim ve boliinmesinden sorumlu

énemli bazi proteinleri aktif hale getirdigi diigintilmektedir. Tirozin kinaz
aktivitesinde yukarida belirtilen nedenden dolay: olusacak degigikligin, KML
hastalifinin patogenezinde, mekanizmast hentiz tam 01&}rak acik olmamakla
birlikte, 6nemli bir rol oynadig: anlasimaktadir (Meriah, 1986; Maxwell,
1987; Kurzrock, 1988). |

KML'nin Klinik Ozellikleri .

Bir ok hastada KML 2 veya 3 agamal bir siireg izler. [lk agama olan
kronik fhz devam edebilecegi gibi (ortalama 3-3.5 yil), zaman iginde birden
akut veya blastik transformasyona girebilir. Philadelphia kromozomu kronik
faz sirasinda ortaya cikmakla birlikte, bu fazda myeloid hiicreler normal
morfoloji ve fonksiyon gosterirler. Genellikle kronik fazdan sonra hastalik
giderek hizlanan bir ara faza (accelerated phase) girerek en sonunda biast
krizine doniigmektedir (blast crisis ya da acute transformation) (Goldman,
1993). KML tams: sirasinda hastada en belirgin bulgu, kanda giderek artan
olgunlagmamig granulosit hiicrelere bagh olarak goriilen son de;ece yiiksek
16kosit sayisidir. Kronik fazda zamanla letarji, kansizhik ve baz; durumlarda
da splenomegali sonucu ortaya ¢ikan abdominal rahatsizliklar goriliir.
Olgunlagmamis myeloid hiicrelerin (blastic cells) giderek dalak, lenf, deri,
karaciger, testis ve kemiklerde goriilmeye baglamasi hastalifin blastik faza
dogru ilerlediginin isaretidir (Koeffler, 1981). Hastalifin bu en agresif donemi
akut 15semideki duruma benzerlik gostermektedir. Hiicre farklilagmasi
tamamen durmugtur. Normalde eritrosit, nétrofil, monosit ve trombositlerin
Onciil hiicreleri "(;okrpotansiyelli kok hiicreler” olup, kendilerini yenileyebilen
ve aktif olarak biliinmeyen hiicrelerdir. Farklilasma sirasinda bu hiicreler hizh

béliinen blast hiicrelere doniisiirler. Koloni stimiilasyon faktorii adi verilen



bilyiime faktorlerinin etkisi ile farklilasma devam eder. Oncii hiicreler olgun

myeloid hiicrelere déniisiirler. Hastahgin kronik fazinda ilkel kok hiicrelerinin
kontrol dig1 cogalmasi ile CFU-GM, BFU-E gibi progenitdr hiicreler kemik
iligi ve dalakta artar. Blastik dénemde hiicreler farkhlagma Ozelliklerini
kaybederek blast hiicreler kan ve kemik iligini sararlarj KML'de blast krizi
déneminde olgunlagmarig myeloid hiicrelerin %70'inde Ph' kromozomuna
ek olarak trizomi 8, izokromozom 17q veya iki adet Ph' kromozomu gibi yeni

baz1 kromozomal degisiklikler de goriilmeye baglar (Cannistra, 1990).

KML'nin Molekiiler Biyolojisi

KML'de 9. kromozom tizerinde yer alan c-abl protoonkogeni, 22.
kromozom iizerindeki kirilma bdlgesine (ber) gelip baglandiginda, ber/abl geni
iceren ve Philadelphia kromozomu (Ph') olarak adlandinlan yeni bir
kromozom yapisi olusturmaktadir (Bartram, 1983). Translokasyona giren
parcalar 9. kromozomun uzun kolundaki 9q34 band: ile 22. kromozomun
kolundaki 22ql1 bantidir (Sekil. 1.2). Bu parca aligverisi sonucunda 9.
kromozomun uzun kolu bir az daha uzarken (9q%) 22. kromozon:;_ biraz daha

kisalmaktadir (22q") (Rowley, 1982; Prakash, 1984; Masson, 19é8).

c-abl Onkogeni

Kansere yol actigi bilinen RNA viriislerinden hazirlanan onkogen
problarin yardimiyla, yiiksek canlilarda DNA {izerinde yer alan ve viral
onkogenlere (v-onc) homoloji gdsteren DNA dizilerinin varligi saptanmig ve
bu genlere hiicresel onkogenler ad1 verilmistir (Bishop, 1983; Heisterkamp,
1985). Abelson murine leukemia viriisiinde taginan abl onkogeni (v-abl),
insanda 9. kromozomun uzun kolundaki 34. bantta yer alan protoonkogen c-

abl'e bilyiik bir benzerlik gostermektedir.
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Sekil 1.2. KML'de goriilen translokasyonun kromozom haritasi (Rowley,
1988).



(Saglio, 1990). Bu gen evrim boyunca oldukga iyi korunmug olup, insan

diginda Drosophila melanogaster gibi birgok canlida goriilmektedir.

c-abl geni 11 ekzondan olugan 250 kb uzunlugunda bir gendir ve tirozin
kinaz aktivitesine sahip 145 kD'luk bir protein iiriiniinii kodlamaktadir
(Konopka, 1984; Kloetzer, 1985; Konopka 1988).

Normalde c-abl geninin ilk ekzonu 2 alternatifli olarak ya ekzon 1a yada
ekzon 1b segilerek (splicing) mRNA'da yer alir (Sekil 1.3). Yeni olugan m-
RNA 6kb ya da 7kb uzunluktadir. Bu durum 2. ekzonun birden fazla
birlesmeye elverigli ilging bir yapiya sahip oldufunu ortaya koymaktadir
(Cannistra, 1990).

Philadelphia kromozom iiriinii olan p210 proteininin, normal protein
triiniine oranla (p145) tirozin kinaz aktivitesi daha yiiksek oldugundan sinyal
iletigimini  dolayisiyla da hicre béliinmesini  etkileyebilecegi  ileri

suriilmektedir (Maxwell 1987, Kruzrock, 1987; Kruzrock, 1988).

ber Geni

Philadelphia kromozomu olugumunda c-abl geninin aktivasﬂzonuna yol
agan 22 nolu kromozomun iizerindeki ber geni 70kb uzunlugundé'.ve 20 adet
ekzonu bulunan bir gendir, Bu gen, normalde 160 kD agirhifinda
serin/threonin kinaz aktivitesine sahip bir fosfoprotein firiiniinii kodlarken,
Philadelphia translokasyonu sonucunda 210 kD agirliginda fiizyon proteininin
olusumuna neden olmaktadir. Ancak translokasyon sirasindaki kirdma, bu
genin yalmzca m-ber olarak adlandirilan 5.8 kb'lik kisminin herhangi bir
yerinde gerceklesmektedir (Bartram 1983; Heisterkamp, 1990). Kirilma en gok
11. ve 12. ekzonlar arasinda olmaktadir. Translokasyonun gerceklesmesinden
sonra olugan hibrit gen {zerindeki ekzonlar yeniden numaralandiginda ber

geni lzerindeki 11. ve 12. ekzonlar 2. ve 3. ekzonlara karsilik gelmektedir



ber bélgesi (5.8 kb)
- li.ffkaxu (; ‘1\:5
1

e ; T ;_-E» t‘ltt \{J‘-:[\! }}tg -;‘._ 1
1 ; 1;4557591;‘”&’12‘]14 .
1

-

Alternatif kirilma bolgesi

i geatl inlran 1 (200 k)

Alternatif kinlma bolgesi
ber/abl geni i+ Ph' Pozitif KML

5'ber siralart 3 am

: T TITI
RN RIS

LI NHEH

ta r-i" PRl g

1 23 45878 3

Sekil 1.3.  KML'de translokasyon bdlgesi, kirillma haritalan ve olugan hibrit
genin mRNA's1 (Shtalrid, 1988).
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(Sekil 1.3.).  Translokasyon sonucu olugan hibrit genden sentezlenen yeni
mRNA iiriinii normalden daha uzundur (8.5 kb) (Shtivelman, 1985; Stam,
1985; Shtivelman, 1987) (Sekil L4).

KML'de Molekiiler Tam _

Kronik Myeloid Lésemili hastalarin periferik kan drnekleriyle yapilan
sitogenetik caligmalarin  bazi durumlarda yetersiz kaldigi anlagilinca
galigmalar molekiiler tam yOntemlerine kaydirlmigtir. Translokasyonun
olugumuna neden olan kirtlmalar, belirli bir bélgedeki (m-ber) birgok farkh
noktada gerceklesmektedir (Leibowitz, 1985). Yalnizca sitogenetik caligmalara
dayalt tammn %10-15'lik bir yanilgiya sébep olabildigi gérilmiistiir.
Sitogenetik olarak normal goriinen ancak klinik olarak KML tamisi konulan
bazi vakalarda DNA analizi ile bcr/abl translokasyonu belirlenmistir (Shtalrid,
1988; Van der Plas, 1989). %10'luk bir siklikla goriilen bu durum Ph(-) KML
olarak adlandirilmaktadir (Van der Plas, 1991). Ozellikle bu gruptaki
hastalarin tanisinda hassasiyeti ve giivenilirligi agisindan 6nemi biiyiik olan
DNA analiz tekniklerinin kullanimi kaginilmaz hale gelmistir (Schaé:fer—Rego,
1987). Bu nedenle, bugiin molekiiler biyolojide kullanilan yeni ydntemler
cesitli kanser vakalanmin tamisinda oldukca yararli olmaktadir. Bu
yOntemlerden biri olan Southern blot analizinde (Sekil 1.5), DNA &rnekleri
hastanin kan yada kemik ili§inden izole edildikten sonra, kirilma bdlgelerini
belirlemek icin 6zel restriksiyon enzimleriyle kesilmektedir. Daha sonra agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiilerek birbirinden ayrilmas: saglanan kesilmis DNA
pargalar1 Ozel bir filtre kagidina gecirildikten sonra radyoaktif igsaretli prob
DNA ile hibridizasyona sokulmaktadir. Bu problar farkli gen bolgelerine
kargit olmalidir. Filtrelerden elde edilen otoradyogramlar, kullamilan prob

DNA'min 6zelligine gbre yorumlanarak ¢ok giivenilir ve tekrarlanabilir tam
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olanag) saglamaktadir (Morris, 1990). Cok daha yaygin olarak kullanilan PCR

yontemi ile analizlerde ise gereken doku miktart (kan veya ilik) en aza
indirilmistir. Bu yontemde DNA prnegi tiipte milyonlarca kez cogaltilarak
analizler icin gerekli diizeye ulagtinlmaktadir (Elrich, 1991). PCR yOntemi
esas olarak i ana basamaktan olugmaktadir; /

1. gogaltﬂacak DNA'Tin 151 yardimiyla denatiirasyonu

2. Ozgiin primer ciftlerinin hedef DNA'ya baglanmasi

3. Tiipte DNA sentezinin gergeklegtirilmesi

Kronik Myeloid Losemide ber/abl fiizyon geninin PCR yontemi ile
gogaltilamay arcak kadar uzun olmasi nedeniyle intronlar1 tagimayan mRNA'dan
baglaniimast uygun olmaktadir. Kandan elde edilen RNA Revers transkiptaz
enzimi ile komplementer DNA'ya doniigtiriilmektedir. Bu yontem RT-PCR
olarak bilinmektedir (Morgan, 1989). PCR metodu gzellikle tedavi sonrasi
hasta kani orneklerinin incelenmesinde gok yararhdir. Remisyona giren
hastalarda diigiik sayidaki hasta hiicreyi tespit edebilmek ancak hassasiyeti
1/10%lere ulagan bu yontemle miimkiin olabilmektedir (Wisniewski, 1991).
Yani 10° hiicrede bir hasta hiicre tesbit edilebilmektedir. Southern Blot
yonteminde ise hassasiyet %1-5 civarindadir. ‘-

p210 hibrit proteininin immunolojik tamsi monoklonal aﬁtikorlar
kullanilarak miimkiin olabilmekte ise de bu yontemin hassasiyéjti %0.1
diizeyindedir (Konopka, 1985). Hasta takibinde RT-PCR en uygun yontem
olarak tercih edilmektedir. Laboratuvarimizda stirmekte olan caligmalarda
Southern blot analizlerinde translokasyon goriilmeyen hastalar igin RT-PCR
yontemine bagvurulmustur.

Bu caligmada Southern blot yonteminde 3-4 ayri restriksiyon enzimiyle
kesilmig hasta DNA drnekleri 22. kromozom iizerindeki major kirilma
bolgesine (m-ber) kargit problar ile hibridize edilerek hastaliga tzel
translokasyonun varligl incelenmis ve m-bcr iizerindeki kirilmammn yerl

belirlenmistir.
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BOLUM II
GELISME

I.1. MATERYAL ve METOD

II.1.1. Kan Ornekleri
Bu projede incelenen DNA'lar Hacettepe Universitesi Onkoloji
Hastanesinde = KML tamsi konulmug olan hastalarin kanlanindan elde

edilmigtir. {

I1.1.2. Kimyasal Malzemeler

Projede kullanilan kimyasal malzemeler molekiiler biyoloji ¢aligmalar
icin 6zel olarak hazirlanmis olanlar arasindan secilmigtir. Agaroz jeli Sigma
firmasindan, Hind III, Bgl II, EcoRI ve BamHI restriksiyon enzimleri Promega
firmasindan, **P-odCTP izotopu ile isaretleme kiti ve N*Hybond blot filtresi

Amersham Firmasindan saglanmgtir.

I1.1.3. Kandan DNA Izolasyonu

Hacettepe Onkoloji Enstitisinde KML hastalarindan alman kan
orneklerinden direkt ve sinkronize kiiltiirler hazirlanmigtir. Hazirlanan
kiiltiirlerin metafaz hiicrelerinde "G-Banding" yapilmig ve translokasyon

tasiyan hiicre oranlari hesaplanmistir (Yunis, 1981; Missawa, 1986).

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi'nde yukarida anlatildig: gibi
sitogenetik analizi yapilarak KML tamst konulan hastalarin DNA &meklert
periferal kandan izole edilmigtir (Maniatis, 1989). Kan ornekleri EDTA iceren

tiiplere 10cc olacak sekilde ahmarak, tizerine 30ml liziz tamponu (77 mM
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NH,Cl, 4.6mM KHCO,, 1.0mM EDTA, pH:7.5) eklenmis, 10 dakika buz
iizerinde bekletilmistir. Daha sonra tiipler 3000 rpm'de (Sorvall, S534 rotor)

10 dakika santrifiijlenip iist faz atilmigtir. Santrifiij sonrasinda ¢oken lékosit
hiicre ¢ekirdekleri tuz/EDTA tamponunda (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH:

7.5) ¢bziilmils, tizerine 300 ul SDS (%10) ve 20 pl proteinaz K (10mg/mi'lik
stok soliisyondan) eklenerek bir gece 37°C de inkiibe edilmistir. Ertesi giin

Omeklere 3ml fenol (pH:8.0) konularak iyice kanigtinlip 2000 rpm'de (Sorvall
SS34 rotgr) 10 dakika santrifiij edilmig, bu islem iki kez tekrarlandikian sonra
tist faz kloroform: izoamilalkol (25:1) ile ekstre edilip aym1 hizda santrifiij
edilmigtir. DNA igeren su fazi iki hacim etanol (%99) ile karistirilarak DNA

GOktiiriilmistir. Santrifijjlenerek ayrilan DNA 250 pl TE tamponu (10mM
Tris, ImM EDTA, pH: 7.5) icinde ¢bziilerek -20°C'de saklanmugtir (Maniatis,

1989).

II.1.4. DNA'nmm Saflik ve Miktar Tayini
Kandan elde edilen DNA'lar %0.8'lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitilerek incelenmig ve miktarlart 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki

absorbsiyon 6l¢timii ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

I1.1.5 DNA Orneklerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesimi
DNA 6mekleri EcoRI, Hind III, BamHI (Baz1 hastalarda Bgl II) ile

uygun kogullarda kesilmistir. Reaksiyon 1ug DNA'va kargihk 3-5 inite
enzim ve uygun miktarda enzim tamponu eklenerek 37°C'de bir gece

inkiibasyonla gergeklestirilmistir.

Reaksiyon sonunda kesim %0.8'lik mini agaroz jelde her reaksiyon

tiptinden 3 pl'lik 6mek alinarak kontrol edilmis, kesim sonuglar istenildigi
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gibi gerceklesmis olan ornekler Southern blot icin hazirlanan 20x30 cm

boyutlarindaki bilyiik agaroz jelde bir gece 60-80 V/cm'de yiiriitiilmigtiir.

I1.1.6. Southern Blot Yontemi
Biiyiik agaroz jelinde birbirinden aynlmasi saglanan DNA bantlan,
Southern blot yontemi ile jel iizerinden N* Hybond filtre kagidina

gecirilmigtir.

Bu iglem icin 6nce jel Etidyum bromir ile boyamip, 312nm dalga
boyunda U\tf lambas: altinda incelenmis ve jel lizerindeki gereksiz bdlgeler
kesilmigtir. Jel énce 1 saat denatiirasyon soliisyonunda (1.5 M NaCl, 0.5M
Na0H) daha sonra da 1 saat 3xSSC notralizasyon soliisyonunda (20xSSC: 3M
Sodyum kloriir, 0.3M Sodyum sitrat, pH.7.0) calkalanarak yikanmigtir. Jelin
boyutlan 8lgiilerek hazirlanan N* Hybond (Amersham) filtre kagid: jel lizerine
sekilde gosterildigi gibi yerlestirilmistir (Sekil L5). Filtre {izerine ise onceden
3xSSC solisyonunda 1slanlan Whatman 3MM kagit ve en iistie uygun
kalinlikta kagit havlu konularak blot diizenegi hazirlanmigtir. DNA'larn jel
iizerinden N*Hybond'a gegmesi gece boyu birakilarak sagianmaktédir. Bazi
deneylerde transferin daha hizli gergeklegmesini saglayan "vacum blot" cihazi
kullanilmigtir (Sekil IL1). Transfer sonrasinda kuruyup incelen jel etidyum
bromiir ile boyanarak UV lambasinda incelenmistir. Transferin bagarih
oldugundan emin olunduktan sonra filtreler yarim saat 0.4 N NaOH ve 1-2
dakika 3xSSC ile yikanarak DNA fikzasyonu yapilmigtir. Ozel torbalar igine

konulan filtreler +4°C de saklanmustir.

IL.1.7. Prob DNA
Prob olarak Dr. John Groffen'in (Los Angles, Children's Hospital)
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Sekil II.1. Hoefer Transvac Vakum Blot Cihaz1
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hediyesi olan pablk2 UK Human Genome Project'den saglanan 5'-bcr probu

ve Dr. Simon Guy'm (St Mary's Hospital, Manchester) hediyesi olan ber-G
kullanilmistir. Tk prob m-ber bélgesinin 3' ucunu tarayan 1.2 kb uzunlugunda
bir DNA parcasidir ve pUC vektoril lizerinde taginmaktadir. 5'-ber probu 22.
kromozom m-ber bolgesinin 5' ucunda 1.95 kb'lik bir bélgeye karsit olarak
hazirlanmig (Sekil II-7), ber-G probu ise yine m-ber bélgesinin 3' ucuna

yakin 0.6 kb'lik bir bélgeye karsit olup (Sekil 11.7.) 2.3 kb'lik pUC vektdriine

takili olarak hazirlanmugtir. Rekombinant plazmitler E.coli HB101 susu icinde
gonderilmig olup {retildikten sonra "alkali -liziz" yOntemi ile izole

edilmigler[.dir.

11.1.8. Alkali Liziz Yontemi ve Prob DNA'sinin Hazirlanmasi

Birnboim ve arkadaslarinm geligtirmig oldugu alkali liziz yontemi ilk

olarak konakgt E.coli bakterilerinin ¢ogaltilmas:t basamagini icermektedir

(Birnboim 1979; Birnboim 1983; Thomas, 1988). Bunun icin Ampisilinli

ortamda bir gece bilyiitilmis E.coli kiiltiirinden 1.5 ml O6mek alinarak

Eppendorf tiiplerine konulur, Hiicreler ¢oktiiriiliip siipernatan atiir ve 100 ul
soliisyon I (50mM gliikoz, 10mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH:8.0) icinde

yeniden ¢oziiliir, Oda sicakliginda 3 dakika bekletilen tiiplerin iizerine 200 ul
soliisyon II (0.08 N NaOH ve % 1 SDS) eklenerek iyice karigtinlir, 150 ul
soguk soliisyon III (3M Potasyum asetat pH:4.8) koyularak tekrar karigtirilan

tiipler santrifiij edilip iist faza fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) eklenerek
yeni bir tiipe aktanlir. Santrifiij sonrasi su faz1 %99'luk etanol ile kangtinlir
ve 1 saat buz iizerinde bekletilir. Daha sonra santrifiij (13,500 rpm) edilerek

prob DNA c¢oktiiriiliir, Cokelek iyice kurutulup 30 pl TE tamponunda
¢Oziilerek -20°C de saklanir.

Plazmit izolasyonu sik araliklarda prob kullanimim gerektiren durumlarda
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zaman kazamlmas: acisindan biiyiik 6lcekli olarak hazirlanmigtir. Bunun icin
Qiagen Firmasinca saglanmis olan "QiA prep-spin" isimli hazir plazmit
izolasyon kiti kullanilmigtir. Bu izolasyonlarda baglangic hacmi 1.5 ml yerine
200 ml olarak alinmug ve tiim soliisyonlarin hacimleri buna gore ayarlanmigtir.
Prob DNA'lar izolasyon sonucu kit icinde yer alan Ozel saflagstirma

kolonlarindan gecirilerek temizlenmistir (Birmboim 1983; Thomas, 1988).

IL.L9. Prob DNA'sinmn Plazmitten Restriksiyon Enzimleri ile Cikartilmas:
Boliim I1.1.8. de anlatildig: gibi elde edilen plazmit DNA's1 %0.8'lik mini

f
agaroz jelde yiriitilerek safhik tayini yapilmigtir. Bu jelde ayrica Hind III

enzimi ile kesilmig A DNA's1 referans DNA olarak yiiriitiilmiistiir. Jzole edilen
plazmitlerin miktar tayini 260nm'de spektrofotometrik olarak yapilmigtir. pUC

vektoriine takili 3'-ber probu Hind III ve EcoRI, ber-G  probu ise EcoRI ve

Pst I restriksiyon enzimleri ile pg DNA basina 2-3 iinite enzim olacak sekilde
kesilmigtir. Reaksiyon tiipiine uygun miktarda enzim tamponu eklenmesinden

sonra 37°C'de 3 saat inkiibasyona birakilmistir, Kesim  igleminin
tamamlanmasindan sonra Ornekler %1'lik diigiik erime noktali agaroz jelinde

yiiriitiilerek plazmitten ayrilan prob DNA's1 kesilip jelden alinmigtir.

Prob DNA'sinmn uzunlugu ayni jelde yiiriitiilmiig olan A/Hind III referans
DNA'st ile saptanmigtir. Elektroforez sonrasinda jelden kesilen DNA banti

65°C'de bekletilerek agaroz parcgaciklarindan aynilmig ve
fenol:kloroform:isoamilalkol (25:24:1) yOntemi ile tamamen temizlenmigtir.
Temizlenen DNA, uygun hacimde TE tamponunda yeniden ¢Oziilip kiigiik
hacimlerde Eppendorf tiiplerine konularak -20°C de saklanmuistir. Daha sonra
isaretlemede kullanitacak olan bu prob DNA'ar, bazi hallerde daha saf ve
temiz olarak elde edilebilmesi amaciyla Gene Clean II ad1 verilen hazir kit ile

agarozdan temizlenmistir. Buna gore, istenen prob DNA bant: jelden kesilerek
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cikartilmig ve toplam jel hacmin 3 kati kadar 6M Nal soliisyonu ile 55°C de
5 dakika eritilmigtir. Uygun miktarda "Glassmilk" silika matriks eklenen ve
santrifiij edilip ¢oktiiriilen matrikse baglanan prob DNAsi, 3 kere NaCl-Tris-

EDTA-Etil alkolden olusan hazir New Wash solﬁsy'onu ile yikanarak uygun
miktarda TE tamponunda karigtirilmig, kisaca santrifiij edilerek {ist faz matriks

kaldinlmadan dikkatlice alinarak isaretlemeye hazir hale getirilmistir.
I1I.10 Prob DNA'nm Radyoaktif Olarak Isaretlenmesi

Prob' DNA'stin isaretlenmesi “P-odCTP igeren Amersham "Mega
Prime" kitinin kullanilmastyla gergeklestirilmigtir. Isaretleme reaksiyonunda,
9 niikleotid uzunlugundaki dzgiin olmayan primerler kullanilarak daha 6nceden
denatiire edilmig olan prob DNAsi iizerinde yeni DNA sentezi yapilir. Bu
yontemde sentezi yapan Klenow enzimi ortamda bulunan igaretsiz dATP,
dGTP, dTTP yanmnda igaretli dCTP'yi de kullanarak yeni sentezlenen zinciri
isaretlemektedir. Isarctleme reaksiyonu 25 ng prob DNAsi, 50 uCi *P-
adCTP radyoizotopu, Klenow enzimi ile beraber 37°C'de 4 saat siirecek

sekilde gerceklegtirilmistir.

Jsaretleme sonrasinda reaksiyondan alnan Ipl'lik 6rnekler 20 kere
seyreltilerek Whatman 3MM'lik disklere emdirilip Sml sayim soliisyonu igine

konulmus ve P sayacinda (LKB) total aktivite belirlenmigtir. Aym
reaksiyondan alman diger 1 pllik o6mek %107uk  soguk TCA

(Trikloroasetikasit) ile ¢oktiiriilmilg ve %70'lik soguk etanol ile yikanmustr.

Bu orneklerin f sayacinda sayilmas: ile Ozgiin aktivite belirlenmig ve

isaretleme verimi hesaplanmigtir. Ortalama olarak %80-85'lik verim ile

95x10°% cpm/pg DNA Ozgiin aktiviteye sahip isaretli problar elde edilmigtir.
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Bu problar hibridizasyon iglemi ile blot filtresindeki DNA'ya baglanarak

otoradyografi yapilmistir.

IL.I.11. On Hibridizasyon ve Hibridizasyon

Southern blot yontemi ile blot filtresi iizerine gegirilen DNA ornekleri
0.25 M NaH,PO,, 0.25 M NaCl, %0.1 SDS ve ImM EDTA'dan olusan
soliisyon igerisine %6k Polietilen glikol eklenmesi ile olugan On
hibridizasyon soliisyonunda 3-4 saat 65°C de banyo edilmigtir. Bu iglemden
sonra hibridizasyonda kullamlan soliisyonun 10ml'si iizerine 100°C'de 4 dakika
denatiire edilen prob DNA's1 (25x10° cpm/filtre) eklenmigtir. Bu soliisyon blot

filtresi ile birlikte torbalanarak gece boyu hibridizasyona birakilmugtir.

I1.1.12 Otoradyografi

Hibridizasyon sonucunda yapilan otoradyografi, radyoaktif izotoplarin
Rontgen filmi iizerine siyah lekeler birakmasi ile ger¢eklegsmektedir. Bunun
icin blot filtreleri hibridizasyon igleminin sonunda 3x, 2x, 1x, 0.1x SSC ve
%0.1'ik SDS ile yikanmgtir. Yikamalarn tamamlanmasmdan sonra filtreler
torbalanip X-OMAT AR KODAK rontgen filmi ile birlikte karanlikta kurgun
kasetlere kapatilip intensifying screen ile, -70°C'de 3-5 giin békletilmistir.

Filmler banyo edilerek sonuglar degerlendirilmigtir.

THREIYE BILIMSEL ve
PEENIK ARASTIRMA
KURUMU KUTUPHANES)
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I1.2. BULGULAR

I1.2.1 Kandan DNA Izolasyonu ;
Galigmada kullanilacak olan DNA &rnekleri Hacettepe Onkoloji
Hastanesine bagvurarak KML tanis: konulan hastalardan ve referans olarak

kullanilmak {izere normal kandan elde edilmistir.

Aynica galigmalarda kontrol olarak kullamlan Ph(+) DNA &rnekleri
konsantragyonu belirlenmig olarak Manchester St. Mary's Hospital Regional
Molecular Genetics laboratuvarindan getirtilmigtir. Calismalarda kullanilan

DNA 6rmneklerinin konsantrasyonlar1 Tablo I1.1 de gdsterilmektedir.

IL.2.2. DNA'nmn Restriksiyon Enzimleriyle Kesim Kosullari
DNA Omeklerinin EcoRI, Hind III, Bgl I ve BamHI enzimleriyle kesim
kogullar1 optimize edilmigtir. Blot analizinde kullanilmak iizere kesilen her

DNA o6rnegi (10 ug) %0.81ik agaroz jelde yiiritiilmiigtiir. Restriksiyon
enzimleriyle kesilmis olan negatif ve pozitif kontrolle hasta DNA 6mnekler ile

birlikte kullamlmigtir, Sekil I1.2.A ve B'de kesim sonuclar gﬁr%ilmektedir.
Sekil I1.2.A" da kesim kogullarinin optimize ediliginden dnceki, Sekil 11.2.B'de

ise gartlarin ayarlanmasindan sonraki kesim sonuglan goriilmektedir.
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‘Hasta N Konsantrasyon* ODagoras0
(/)
R 770 1.50
> 830 1.90
3 1195 1.80
4 1352 180
5 1540 2.00
6 350 2.50
7 340 2.40
8 570 2.20
9 1255 1.85
10 755 1.72
11 775 1.13
12 900 1.80
13 1110 1.53
14 1865 1.74
15 533 1.90
16 340 1.90
17 400 1.60
18 460 2.00
19 400 1.40
20 210 1.90

*

belirlenmis tir.

(DNA Konsatrasyonu (ug/ml): OD,g xSeyreltme Faktérd x 50

DNA Konsantrasyonu OD,, degeri spektrofotometrik olarak Glgiildiikten sonra agagidaki formiil kultaniarak

Tablo II.1: KML hastalarindan elde edilen DNA'larin konsantrasyonlarr.
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Sekil 11.2.A. Hasta DNA drneginin restriksiyon enzimleri ile kesim sonuglari
(Kesim kosullar1 optimize edilmeden once)
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Sekil 1L.2.B.

Hasta DNA'larinin restriksiyon enzimleri ile kesim sonucglar
(kesim kogullarinin optimizasyonundan sonra)

BN e R R L N I

. kuyu:
. kuyu:
. kuyu:
. kuyu:
. kuyu:
. kuyu:
. kuyu:
kuyu:

1. hasta DNA'sinin EcoR1 enzimiyle kesim profili
2. hasta DNA'simin EcoR1 enzimiyle kesim profili
1. hasta DNA'sinin Hind I enzimiyle kesim profili
2. hasta DNA'sinin Hind III enzimiyle kesim profili
1. hasta DNA'sinin Bgl 11 enzimiyle kesim profili

2. hasta DNA'stmin Bgl 1l enzimiyle kesim profili

1. hasta DNA'sinin BamHI enzimiyle kesim profili
2. hasta DNA'simin BamHI enzimiyle kesim profili
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I1.2.3 Prob DNA'smin Secilmesi

Cahgmada kullamlan prob DNA'si segiminde 6nemli olan nokta,

translokasyonun en ¢ok goriildiigii m-ber bolgesine kargit olarak hazirlanmig
olmasidir. Kullanilan problarla ilgili bilgiler Tablo I1.2'de dzetlenmistir. m-ber
bélgesinin 3' ve 5' uclarna ait problarm yanisira, bolgenin genig bir kismina
kargit olarak hazirlanmug universal prob DNA's1 da denenmisgtir. Caligmanin
baslangicinda kullanilmast diigiiniilen prob DNA'lardan universal prob'un
plazmitten gikartiimasi konusunda giiliiklerle kargilagilmig ve protokolde
birgok degigikliklerin yapilmasina ragmen sonug almamamugtir. Ayrica 3'ber
prob'unun igaretleme verimi birgok parametre degisikliginin denenmesine
ragme; diisiik ¢ikmgtir. 5'ber probu ise igaretlenme verimi agisindan elverigli
olmakla beraber hibridizasyon sonucunda ¢zgiin olmayan kirliliklere neden
olmustur. Bu nedenlerle caligmalarda bu tiir sorunlara neden olmayan ve en

detayl: bilgiyi veren ber-G prob DNA'simin kullaniimas: uygun bulunmustur,

26



Prob DNA Vektor. R. Enzimleri | Prob DNA Uzunlugu
3'-ber pUC EcoRI/Hind III 1.2 kb
5'-ber pUC Bgl II/BamHI 1.95 kb
universal pUC HindIII/EcoRI ~4kb
ber-G pUC EcoRI/Pstl 0.6kb

Tablo 11.2: Calismada kullamilmig olan prob DNA'lar ve 6zellikleri




I1.2.4. Prob DNA'nin Plazmitten Cikartilmasi

Prob DNA'lar tagiyict plazmitten Tablo II.2'de gosterilen restriksiyon
enzimlerinin yardimiyla ¢ikartilmigtir. Kesim sonrasinda Ornekler %1'lik diigiik
erime noktal agaroz jelde yiiriitillerek vektoriin diger parcalarindan ayrilmigtir. Yeri

M/HindlII marker DNA's1 ile belirlenmig olan prob DNA's1 jelden kesilerek ayrilmig

ve 1sitilarak eritilen agarozdan fenol yikamalar: ile temizlenmistir.

Sekil I1.3'de birinci kuyuda A/HindIIl marker DNA's1, ikinci kuyuda 3'-ber,
liglincit | kuyuda 5'-ber, dordiinci kuyuda universal prob DNA'lanni igeren

rekombinant plazmitler gosterilmektedir. Diigiik sicaklikta eriyebilen agaroz jel

iizerindeki prob DNA'larin kesim sonrasi profiller: ise Sekil I1.4.A ve B'deki gibidir.

Sekil 11.4.A'da birinci kuyuda A/HindIII marker DNA'st ikinci kuyuda 5'-ber

plazmiti, figiincii kuyuda S'-ber plazmitinin - Bgl II enzimi ile kesim sonucu,
dordiincii kuyuda BamHI enzimi ile kesim sonucu agaroz jeli uzerinde elde edilen
profil goriilmektedir. Universal prob plazmitinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

istenilen verime ulasamadig icin bu prob kullamlmamugtir.

Sekil 11.4.B'de birinci ve tiglincti kuyularda A/Hind III marker DNA's1, ikinci

kuyuda 3'-ber vektor plazmiti, dordiincii kuyuda ise 3'-bcr prob plazmitinin
EcoRI/Hind III enzim ¢iftiyle kesiminden sonra elde edilen profili goriilmektedir.

Kesimler sonucu elde edilen prob DNA uzunluklart Tablo II.2'de verilmistir.

Sekil 11.4.C'de ise rekombinant plazmitin icerdigi ber-G prob DNA'simn

cikartilmas: amaciyla Pst I/EcoRI enzim cifti ile kesiminden elde edilen
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Sekil 11.3.

Lol

CGahgmada kutlamlan vekior plazmitlerin agaroz jeli tzerinde

goriilen profilleri.

. kuyus A/HindIID marker DNA

. kuyu: 3%-ber vektor plazmiti

. kuyu: 5-ber vektor plazmiti

- kuyu: universal vektor plazmii

N

2Y

<— kromozomal DNA

<— universal prob plazmiti

<— 5'-ber prob plazmiti
3'-ber prob

plazmiti




Sekil IL.4.A.  5'-bcr prob DNA'simin vektdr plazmitten ¢ikartilmasi

2. kuyu
3. kuyu
4. kuyu

1. kuyu:

A/HindlIl DNA markeri

: 5-ber plazmiti (kesim ©ncesi)

: 5"-ber plazmitinin Bglll enzimi ile kesim sonucu

: 5'-ber plazmitinin BamHI enzimi ile kesim sonucu
elde edilen 1.95 kb'lik prob DNAs1
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3.ber plazmiti —> |

f
<—prob DNA's: (1.2 kb)

Sekil IL4.B. pUC vektorii ve igerdigi 1.2 kb'lik prob DNA's1
1. kuyu: 3/Hind III Marker DNA's
2. kuyu: 3'-ber plazmiti (kesim Oncesi)

3. kuyu: A/Hind III Marker DNA's1
4. kuyu: 3'-ber vektdr plazmitinin EcoR1 ve HindIIl enzim

kesimlerinden sonra, 1.2 kb'lik prob ve vektoriin geri kalan
kisimlar:.
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Sekil IL4.C.

<— 0.6 kb'lik Prob

ber-G/pUC rekombinant plazmiti ve igerdigi 0.6 kb'lik ber-G
prob DNA's1

1. kuyu: 2.9 kb'lik Rekombinant plazmit™
2. kuyu: Plazmitin Pstl ve EcoR1 kesimleri sonrasinda
olugan 0.6 kb'lik prob DNA's1 ve vektor
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profil gosterilmektedir. Bu gekilde ber-G probunun eldesinde agaroz kirliligini en

aza indirmek icin kullanilan kuyularin birlestirilmesi yéntemi denenmigtir. Sekildeki
gibi hazirlanan jel iizerinden genig DNA bandinin kesilmesi sonucu elde edilen prob
icerisindeki agaroz kirliligi biyiik Slciide dnlenebilmektedir. Sekil'de 1. kuyudaki
plazmit cc DNA (cembersel) oldugundan ikinci kuyudaki kesim sonras: yiiriitiilen

plazmit DNA'ya (dogrusal) oranla jel iizerinde daha hizhi yiiriimiistir.

I1.2.5. Prob DNA'nin Agaroez'dan Temizlenmesi

Diisiik sicaklikta eriyebilen agaroz jelde yiiriitiilerek ayrilan prob DNAs:. Gene
Clean ya da yaygin yontemlerden olan fenol/kloroform/izoamilalkol yontemi
ile temizlenmistir. Baz1 hallerde vektoriin restriksiyon enzimleriyle kesim veriminin
artirlmas1  agisindan  izolasyon sonrast ek bir temizleme iglemine gerek
duyulmustur. Sekil IL.5'de Gene Clean ile temizlenmig olan 3'ber rekombinant
plazmitinin profili verilmektedir. Bu profilden de anlagilacagi iizere temizienen
plazmit istenmeyen konfigurasyonlanndan biiyiik dl¢iide arindinlarak, agirlikli tek

bir bant olarak elde edilmistir.
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‘f{. «—3'-ber Rekombinant plazmiti

Sekil IL.5. Elde edilen plazmit DNA'sinin Gene Clean kiti ile temizlenmesi

1. kuyu: A/HindIIl marker DNA's1
2. ve 3. kuyu: Plazmit izolasyon sonucu (temizlemeden Once)

4. kuyu: Gene Clean kiti ile temizlenmig plazmit izolat:
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I1.2.6. Prob DNA'larin Radyoaktif Olarak Isaretlenmesi
Bu amacla Amersham "Mega Prime" DNA Isaretleme kiti kullanilarak prob

DNAs1 P radyoizotopu ile igaretlenmigtir. Caligmanin ilk dénemlerinde problarin
isaretlenme verimi %10-20 arasinda bulunmug, ancak prob DNA'sinin agaroz
jelden yogun tek bir bant seklinde izole edilerek temizlenmesi ile, verimi yiiksek
(%85-90) isaretli problar elde edilmeye baglanmistir. Radyoakﬁf isaretlenme
agsagidaki gibi hesaplanmistir.

Baglanan Radyoaktivite Miktar1 (cpm)
Radyoaktif Baglanma x 100
Verimi (%) :  Toplam Radyoaktivite Miktar (cpm)

I1.2.7. Southern Blot Analizi ve Otoradyegram

Hibridizasyonda kullanmak amaciyla hazirlanan biitiin Southern blot filtreleri
EcoR], Hind III, Bgl II, BamHI enzimleriyle kesilmis olan normal DNA 6rmeklerini
de (Negatif kontrol) icerecek gekilde hazirlanmistir. Analiz sonuglarinin profilleri
Sekil IL.6.A'da goriildiigii gibidir. Sekildeki profil ber-G  prob DNA's: ile
hibridizasyon sonucunda elde edilmistir. Buna gire normal 'DNA'mn EcoRI
enzimiyle kesiminden elde edilen 17kblik bant 1. kuyuda, Hind III enzimiyle
kesiminden elde edilen 4.6 kb'lik bant 2. kuyuda, BgllIl enzimiyle kesiminden elde
edilen 4.8 kb'lik bant 3. kuyuda, BamHI enzimiyle kesiminden elde edilen 3.0 kb'lik
bant 4. kuyuda goriilmektedir. Bu profillerdeki herhangi bir degisiklik (farkli bir
bant olusumu) translokasyon belirteci olarak sayilir ve KML molekiiler tanisim
dogrular. Sekil I1.6:B."de hasta DNA'siin ayn: reaksiyon enzimleri ile reaksiyona
sokulmas1 sonucunda EcoRI ve Bgl Il enzim kesimlerinde goriilen farkl

bantlar translokasyon varligmi aciklamaktadir. Tablo I1.3'te
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Farkit Ban
4.6 kb

=ty

‘Fark

h Bant

Kullanilan prob : her-G

Sekil I1.6.  Degigik restriksiyon enzimleri ile kesilmis normal ve hasta
DNA oOrneklerinin otoradyogram sonuglari.

A. 1. kuyu: EcoR1 restriksiyon enzimiyle kesilmis normal
DNA 6rnegi (17 kb)
2. kuyu: HindIII restriksiyon enzimiyle kesilmis normal
DNA o6rnegi (4.6 kb)
3. kuyu: BgllI restriksiyon enzimiyle kesilmig normal DNA
6rnegi (4.8 kb)
4. kuyu: BamH1 restriksiyon enzimiyle kesilmis normal
DNA 6rnegi (3.0 kb)

B. 1. kuyu: EcoR1 restriksiyon enzimiyle kesilmis hasta DNA
ornegt (17 kb + yeni bant)
2. kuyu: HindIII restriksiyon enzimiyle kesilmisg hasta DNA
ornegi (4.6 kb)
3. kuyu: BgllI restriksiyon enzimiyle kesilmig hasta DNA
6rnegi (4.8 kb + yeni bant)
4. kuyu: BamH]1 restriksiyon enzimiyle kesilmig hasta DNA
ornegi (3.0 kb)
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Hasta No Translokasyon
i +
2 +
3 +
4 +

: 5 +
6 -
7 -
8 +
9 -
10 +
11 +
12 +
13 +
14 +
15 +
16 +
17 +
18 +
19 +
20 -

Tablo IL3. Sitogenetik tan1 konulan KML hastalarinm DNA analiz sonuglan
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DNA analizlerinin sonuglar1 gosterilmektedir. Translokasyonun varliginin kesin

olarak sdylenebilmesi icin birden fazla enzimin kullanim gereklidir. Ozellikle
EcoR1 ve Hind III birlikte kullamldiginda hemen tiim kinlma bélgesi taranmis
olmaktadir. Bgl II ve Bam HI1 enzimleri ile translokasyon bélgesi hakkinda daha
detayli bir bigi edinmek de miimkiin olmaktadr. Translokasyona neden olan kirilma
bolgesi Sekil I1.7'de 22. kromozomun restriksiyon haritasiyla kargilagtinlip ayrintils
olarak bulunablir. Sekil I1.8 ve 9 otoradyogram sonuclan verilen hastalarm kesim
profilleri haritadaki kesim bélgelerinin kargilagtirilmasiyla yorumlanmistir. Buna
gore elde edilen sonuclardan bazilar1 Tablo Il.4'de 6zetlenmistir. Tablodaki (+)
isaretler adi gegen enzim ile kesimde farkli bir bandin varhigini, dolayisiyla
translokasyonun gerceklestigini, (-) igaretler ise bdyle bir degisikligin olmadigim
gostermektedir, Tablonun son siitununda ise kirilmanin haritadaki 6 translokasyon
bolgesinden hangisinin icinde olustugu verilmektedir. Bu tiir detayl bir galismanin

hastaligin takibinde 6nemli olabilecegi diigiiniilmektedir.

IL2.8. KML Hastalarimin Klinik ve Molekiiler Bulgularimn Karsilagtirilmasi

Molekiiler analizleri yapilan KML hastalarinm aym zamanda klinik ve
sitogenetik bulgularn ile tedavi sekilleri Tablo II.5'de Szetlenmektedir. Tablodan
anlasilacagy iizere, sitogenetik ve molekiiler analizler birbirini destékleyen yondedir.
Ornegin molekiiler diizeyde translokasyon gostermeyen 6 ve 7 no'lu hastalarm klinik
bulgular hematolojik ve sitogenetik olarak remisyonda olduklanni gostermektedir
[lk tanidan bu yana diizenli IFN tedavisi goren bu hastalarin DNA 6mekleri ile
yapilan sitogenetik analizlerde 20 metafaz hiicresinden higbirinde translokasyona
rastlanmamistir. 9 no'lu hastanin hematolojik remisyonda olmasi ve molekiiler
analizlerde translokasyon gostermemesine kargin sitogenetik analizlerde kullanilan
kemik iligi &meginde translokasyonun varligi belirlenmigtir. Bu hastamin kan
orneginden elde edilen RNA ile yapilan RT-PCR sonuglan ber/abl translokasyonun

varligim kesinlestirmistir.
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Sekil I1.7. 22. kromozomun restriksiyon haritast ve translokasyona giren
kirilma bélgeleri

39




1. Hasta

Sekil IL.8.

e AT
s

2.Hasta Ph' {+)

Farkli Bant

;

Kullamlan prob : ber-G
Otoradyogram Ornegi.
Kuyu 1-4: Sirasiyla EcoR1, Hind III, Bgl il ve BamH]1 ile
kesilmis 1. hastanin DNA bantlari.
Kuyu 5-8: Swasiyla EcoR1, Hind III, Bgl 1l ve BamH1 ile

kesilmis 2. hastanin DNA bantlari.
Kuyu 9-12: Sirastyla EcoR1, Hind III, Bgl 1l ve BamH1 ile

kesilmis Ph' (+) kontrol DNA bantlar1.
Kuyu 13-16: Strastyla EcoR1, Hind III, Bgl 11 ve BamH]1 ile

kesilmig Ph'(-) kontrol DNA bantlar.
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Hasta No Restriksiyon Enzimleri Translokasyon

EcoR | Hind IIT { Bgl II | BamH1 Bolgesi
1

1 - - - + 5

2 + - + + 3

'3 + - + - 1 veya 2

4 - + + + 5

5 + - + + 3

6 - - - Yok

7 - - - Yok

8 + - + 3

9 - - - Yok

10 + - - 0

Tablo I1.4.

Kullamitan Prob: Ber-G
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KML hastalarinin farklh restriksiyon enzimleri ile DNA kesim
sonuglari ve translokasyon olugum bolgeleri




Hasta No Hastalifin | IFN (+/-)
Durumu

Sitogenetik
Remisyon

Translokasyon

1 Hemotolojik +
Remisyon

Kronik Faz -

! Kronik Faz +

Kronik Faz +

Kronik Faz -

+ |+ |+ |+

N iAW

Hematolojik +
Remisyon

Tam
Remisyon

7 Hematolojik +
Remisyon

Tam
Remisyon

8 Kronik Faz -

9 Hematolojik +
Remisyon

10 Kronik Faz -

* Tam Remisyon: Sitogenetik analizlerde Ph'nin gorillmemesi.

Tablo IL.5. KML'li hastalarin sitogenetik ve molekiiler tam sonuglart.
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BOLUM I
SONUC

III.1. TARTISMA

Bu calismada, klinik tamsi yapilmig KML hastalarinda Southern blot
yontemi  kullanilarak translokasyonun DNA diizeyinde incelenmesi
amaclanmistir. Proje sonucunda KML'deki translokasyonun en detayl sekilde
DNA diizeyinde incelencbilmesi miimkiin olmus, giivenilir bir molekiiler tant
ve takip igin gerekli tiim alt yap1 ve bilgi birikimi saglanmigtir. YOntemin
gerektirdigi bu tiir altyapmin saglanmast ve islemlerin ¢alisir hale gelmesi
bundan sonra yapilacak benzer caligmalarda da yararli olacaktir. Caligmanin
baslangicinda her ne kadar KML hastalarmda interferon tedavisinin etkisinin
molekiiler diizeyde izlenmesi istenmig ise de, kan drneklerinin yeterli sayida
olmayisi ve birgok hastanmn tedavi 6ncesi kan 6rneklerinin bulunamayig1 gibi
nedenlerle bu tiir bir bilgiye ulagilamamgtir. Kan ornegi elde edilebilen
hastalarin bir copgu zaten degisik tedaviler gormiig ve bu arada interferon
uygulanmig hastalardi. Ancak ilging bir nokta olarak, translokasyonun
molekiiler diizeyde goriilmedigi birkag durumda hastanin interferon tedavisi
gbrmiig ve tam remisyona girmig oldugu klinisyenler tarafindan belirtilmigtir
(Tablo I1.5). Tablodaki sonuglarda sitogenetik acidan tam remisyon gosteren
iki hastanin (6 ve 7 no'lu hastalar) Southern blot yontemi ile yapilan
analizlerde de translokasyon géstermediéi anlasilmigtir. Eger Southern blot ile
translokasyon goriillmiiyorsa bu;

- Translokasyonun, kullanilan probun (ber-G) taradig m-becr bolgesi
disinda gergeklesmesi,

- Hasta hiicre sayisinin baglangica oranla Southern blot yontemi 1ile
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Bununla birlikte, bagarili bir kesim reaksiyonu igin en dnemli etkenin DNA

temizligi ve konsantrasyonu oldugu gozlenmigtir. Dolayisiyla bagarili bir
kesim icin DNA izolasyon yontemi Onem tagimaktadir. Ayrica reaksiyon
hacmi 1iyice kiigiiltilerek enzimlerin verimi artinlmigtir. Hasta DNA
drneklerinde ber/abl translokasyonunu belirleyebilmek amaciyla major kirtlma
bolgesinde (m-bcr) kesim nokfalart olan restriksiyon' enzimleri Ozellikle
secilmigtir, Bunlardan EcoR1, Hind III, Bam HI ve Bgl I enzimleri
kullanildiginda ber-G  probu kinlma bélgesinin m-ber iizerindeki yerini bile

belirleyebilmektedir.
i

Southern blot sonrasinda, belirtilen enzimlerle kesilen DNA'lar igaretli
ber-G probu ile hibridize edildiklerinde, otoradyogramda farkli boyutta yeni
bantlar vererek kink bélgenin yerini belirtmektedir. Burada 6nemli bir nokta,
ber bolgesi iginde yer alan ve rastlantisal olarak restriksiyon enzim kesim
bolgesine denk gelebilen polimorfik yerlerdir. Hatali pozitif sonuglar verebilen
bu gibi olasiliklar1 ortadan kaldirmak igin arastirmada birden fazla sayida

restriksiyon enzimi kullamilmasi ayrica 6nem tagimaktadir.

Otoradyogramlarin incelenmesi sonucu KML'i hastalain ¢ogunda
translokasyona rastlanmistir. Birkag hastada tranélbkasyon goriilmeyisi degisik
nedenlere bagh olabilir. Daha dnce de bahsedildigi gibi eger hastada 100
myeloid hiicreden 5 veya daha az sayidaki hiicre translokasyon tagiyorsa,
Southern blot yéntemi bu translokasyonlar belirlemekte yetersiz kalacaktir.
Bu tiir hastalarin incelenmesinde RT-PCR ydntemi ¢ok yararhdir. Ornepin,
erken tani ve diizenli interferon tedavisi sonucu klinik olarak remisyonda
goriinen iki hastada Southern blot yontemi ile belirlenemeyen translokasyonun

varhigi, RT-PCR yontemi ile gosterilmistir (6 ve 7 No'lu hastalar Tablo IL.5).
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Translokasyonun belirlenememesinin diger bir nedeni de kirik bolgenin ber-G

probu ile gosterilemeyisi olabilir. Eger kirik, 22. kromozomun restriksiyon
enzim haritasinda gosterilen 0-5 arasindaki herhangi bir bolgede degilse 0.6
kb'lik prob yetersiz kalacaktir. Diigiik bir olasilikla da olsa (%5) bazi KML'li

hastalarda kirik, major kirilma bolgesi diginda yer alabilmektedir.

Southern blot transferinin gergeklestirilmesinde daha hizli olmasindan
dolayr zaman zaman transvac blot aleti (Sekil ILI1) kullamlmig, ancak
hibridizasyon sonrasinda, yapilan DNA transferlerinin homojen olmadigi
anlagilmustir. Bunun iizerine verimli bir aktarim saglayabilen klasik yonteme
(Sekil L.5) yeniden doniilmiigtiir. Ancak, aktatimin yapildig: filtre kagitlarinin
kurutulmadan torbalanmasinin, gerek hibridizasyon verimini artirmasi, gerekse
aym kagitlarin temizlenip yeniden hibridizasyona sokulabilmesi igin yararl
oldugu goriilmiig, bu filtrelerin nemli olarak +4°C'de saklanmasi yoluna

gidilmistir.

Projenin baslangicinda ber/abl translokasyonunu aragtirmak amaciyla 4
ayrt prob DNA'st denenmig, 3'-ber probunun radyoaktif olarak verimli bir
sekilde isaretlenemedigi anlagilmigtir. Universal probun saflagtirilmasindaki
giicliikler, 5'-ber prob DNA's1 ile yapilan galigmalarin ise hem detayli bilgi
vermedigi hem de hibridizasyonda kirlilige neden olmas1 gbzdniine alinarak
isaretleme verimi en yiiksek (%80) ve en ayrintili bilgi veren ber-G - probunun

kullamilmasina karar verilmistir.

Filtrenin radyoaktif igaretli problarla hibridizasyonu sirasinda soliisyon

jcerisine katilan %0.6'lik Polietilenglikolun hibridizasyon verimini %100
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arttirdifr anlagilmig, yine aym soliisyon ile yapilan On-hibridizasyonda

énceleri 1 saat olan siire 4 saate kadar uzatilmistir.

Hibridizasyon sonunda filtrelerin daha uzun siirelerde yikanmast ve bu
yikamalarin hep 65°C'de gerceklestirilmesi, ortaya gikan Ozgiin olmayan
hibridizasyonun giderilmesini, dolayisiyla da daha temiz bir geri plan iizerinde

kolay gdriilebilen bantlarin olugmasim saglamugtir.

Caligmada kullanilan hasta kan ©rmekleri, sayr bakimindan Tirk
toplumtnda goriilen kinlmalarin yogunlagtif1 bolgenin belirlenmesinde yeterli
degildir. Ancak epigenetik faktorlerin kinlma bélgeleri ile olas iligkisi oldugu
farkli gruplarca incelenmistir (Dyek, 1989; Morris, 1989; Morris, 1990).
Caligmada kullanilan érneklerin istatistiksel analizlerde kullanilabilecek sayiya

cikartiimas1 bu tiir bir sonucun elde edilmesini ileride saglayabilecektir.

Kan 6rnekleri alinan hastalarin hemen hepsi biisulfan veya interferon
gibi sitotoksik ilaclar ya da radyoterapi aldiktan sonra analiz edﬂ;liginden tant
agamasindaki durumlan molekiiler diizeyde incelenememigtﬁ:: Literatiirde
kombine terapi olarak adlandirilan ve kemoterapi ile birlikte kemik iligi nakli
(BMT) yapilan kisilerde hastaligin tedavi takibi Southern blotun yaninda
Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile yapilan
galigmalarla gerceklestirildigi bilinmektedir (Gobert, 1989; Roth, 1989;
Hughes, 1991; Lange, 1991). Bunun nedeni kemik iligi nakli ve kombine
terapi sonrasinda oldukga az sayida da olsa naklin 2-3. aymda ber/abl
translokasyonunu iceren hiicrelerin varligidir (Kawasaki, 1988; Hughes, 1990)
Bu hiicreler cok az sayida olmalarindan dolay1 Southern blot yontemi ile

saptanamamaktadirlar. Bu nedenle laboratuvarimizda Southern  blot
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yonteminden c¢ok daha hassas olan RT-PCR yOntemiyle de KML

translokasyonunun incelenmesine baglanmugtir, Uygun primerler kullanilarak
kirik bdlgenin amplifikasyonu sonucunda elde edilen ber/abl DNA iiriiniiniin
uzunluguna gére kirilmanin olup olmadigl, hatta kinlma varsa ber
bolgesindeki ekzon 2 den sonra veya ekzon 3 ten Sonrzi oldugu (Sekil 1.3) bu

ydntemle kolayca anlagilabilmektedir.

Translokasyon bolgesine giren kirilmalarin hastaligin prognozu agisindan
Oonem tasidigy bilinmekle birlikte, bu konuda hala geligkili bulgular ortaya

atilmaktadir. Opalka ve arkadaglarinin (Opalka, 1991) yapti§i cahigsmalarda o-

interferon tedavisi géren hastalarda kinlmalarla hastahfin evre ve yasam
siiresini etkileyen prognozu arasinda bir etkilesim gorillememistir. Ancak
kinlmanin ber'in 2. ve 3. ekzonundan sonra olmasina bagli olarak, farkli
prognoz gosterdigini ileri siiren arastirmacilar da vardir (Mills, 1991). Son
yillarda bircok grup tarafindan yapilan caligmalarda 3.ekzonun varligt ve
yoklugu ile cesitli parametreler (kronik faz siiresi vs.) arasindaki baglant:
incelenmistir (Dobrovic, 1988; Morgan 1989; Daobrovic, 1991; Vanderplas,
1991; Lion, 1992; Fioretos, 1993).

II1.2. ONERILER

Kronik Myeloid Losemide ber/abl fiizyon geninin tanimlanmasinda en
ayrintilh ve kesin sonug, hastaligin hem niikleik asid diizeyinde (DNA ve
RNA) hem de protein diizeyinde incelenmesi ile olmaktadir. Bu calismada
uygulanan Southern blot yontemi toplam 20 KML hasta kani tizerinde
denenerek laboratuvarimizda molekiiler tani yapilmigtic. KML hastalifinda
Tirk toplumuna &zgiin kirlma bolgelerinin belirlenebilmesi amaglanirsa ¢ok

sayida kan &rnegi ve degigik problar kullanmak gerekli olacaktir. Bu arada
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cok daha hassas ve verimi yiiksek bir yontem olan PCR galismalarina

gecilmistir. Deneme amaciyla degigik hastalardan izole edilen RNA'lar RT-
PCR ile cogaltilarak incelenmistir. Bundan sonra bu yénteme agirlik verilmesi
diigiiniilmektedir. Bu yOntem sayesinde tedavi sonrasinda hasta hiicre kalip

kalmadig1 daha yiiksek bir hassasiyetle belirlenebilcccktir.

Calismanin daha yararl olabilmesi agisindan incelenen hastalarin tedavi
oncesi ve tedavi sirasinda belli araliklarla analize tabi tutulmasinin gerekli
oldugu ve bu nedenle Hacettepe Onkoloji Enstitiisii ile daha stki bir iletigime

girilmesine karar verilmistir.
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