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OZET

AKUT VE KRONIK LOSEMILI (AML.KML) VE MYELODISPLASTIK SENDROMLU
(MDS) HASTALARDA NUPY8-HOX GENLERININ OLUSTURDUGU KIMERIK
GENLERIN mRNA URUNLERININ SAPTANMASI

Gizem AYNA

Insan 16semilerinde NUP98 geninin, translokasyonlar sonucunda kimerik gen
olusturdugu pekcok gen bulunmaktadir. Tez kapsaminda Dokuz Eylil Tip Fakiiltesi
Hastanesi, ¢evre iller ve Izmir icindeki diger hastanelerden laboratuarimiza gelen ldsemi,
myelodisplastik sendrom (MDS) ve myeloproliferatif hastalik (MPH) 6n tanili hastalarin
kemik iligi orneklerinde NUP98’in homeobox genleri (HOXA9, HOXA11l, HOXA13,
HOXCI11, HOXC13, HOXD11, HOXD13) ve RNA helikaz enzimini kodlayan (DDX10) geni
ile birlikte meydana getirdigi fiizyon {iriinlerinin varhig arastirildi. Hastalarin kemik iligi
orneklerinden toplam RNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra RNA’lar komplementer DNA’ya
(cDNA) cevrildi. B-aktin geni internal kontrol olarak kullanildi. Hastalarin cDNA &rnekleri
kullanilarak yapilan RT-PCR deneyleri sonucunda, caligilan tiim hastalarda B-aktin gen iiriinii
saptandi. Hedeflenen genlerin varligin1 arastirmak iizere literatiirden arastirilarak 17 adet
primer 1smarlandi ve bu primerler kullamilarak cDNA ornekleri RT-PCR  yontemi
kullanilarak cogaltildi. NUP98-HOX genlerinin {iriinlerinin tarandigi 34 hastada ve NUP98-

DDX10 geninin iiriiniiniin tarandig1 30 hastada fiizyon transkriptlerine rastlanmadi.

Anahtar Kelimer: Losemi, translokasyon, NUP98, HOX, DDX10, kimerik gen, RT-
PCR.



SUMMARY

DETECTION of mRNA PRODUCTS WHICH ARE PRODUCTS OF CHIMERIC GENES
OCCURED BY TRANSLOCATION BETWEEN HOX AND NUP98 GENES IN
PATIENTS DIAGNOSED AS HAVING ACUTE/CHRONIC LEUKEMIA (AML,CML,)
and MYELODISPLASTIC SYNDROME (MDS)

Gizem AYNA

As a results of chromosomal translocations, NUP98 and various partner genes were
shown to form fusion products in human leukemias. Bone marrow samples of leukemia,
myelodysplastic sendrome (MDS), and myeloproliferative disease (MPD) patients , sent to
our laboratuary from the Dokuz Eylul University hospital and other hospitals in Izmir, were
used in this study. The presence of NUP98- HOX (HOXA9, HOXA11, HOXA13, HOXCI11,
HOXC13, HOXDI11, HOXD13) fusion products as well as NUP98-DDX10 fusion products
were investigated. Cellular total RNA was extracted from the bone marrow mononuclear cells
and complementer DNA reaction was set up to obtain double strand DNA. The B-actin gene
product was used as internal control. The cDNA products were amplified by PCR using 17
different primer sets selected from medical literature.The B-actin internal control was found
positive in all reactions.

In conclusion, NUP98-HOX fusion gene products were found to be negative in 34
patients tested while the NUP98-DDX10 products were negative in the total of 30 patients
tested.

Key Words: Leukemia, translocation, NUP98, HOX, DDX10, chimeric gene, RT-PCR.



1.GIRIS VE AMAC:

Genetik anomalileri agisindan insan kanserleri icerisinde en yaygin calisilan grup
I6semilerdir ve giiniimiize kadar bir ¢ok anomali rapor edilmistir (1). Losemilerde
kromozomal yeniden diizenlemelere siklikla rastlanir. 1960 yilinda ilk olarak kronik miyeloid
I6semi (KML) olgularinda, 9 ve 22 numarali kromozomlar arasindaki translokasyon ile
meydana gelen kiiciik akrosentrik bir kromozomun [Philadelphia kromozomu (Ph)] varlig
tanimlanmistir  (2). Losemilerde yaygin olarak  t(15;17)(q22;q21) (PML/RARw),
inv(8)(pl1lql3) (MOZ/TIF2) gibi anomalilere de rastlanir (2). Losemilerde gozlenen
anomalilerden bazilart da NUP98 geninin de katildigi translokasyonlardir. NUP9S8
(niikleoporin 98) proteinini kodlayan gen; 11 numarali kromozomun 11p15 bandinda bulunur
(3). NUP98 proteini; ¢ekirdek cift zarinda bulunan, sitozol ve g¢ekirdek arasinda molekiil
naklinde gorevli niikleer por komplekslerinin (NPK) yapisindaki yaklasik 30 proteinden bir
tanesidir (4). Protein fenilalanin-glisin (FG) tekrar alani, GLEBS motifleri, riboniikleoprotein

(RNP) baglama motifleri igerir (3, 5).

Tez calismasinda, kronik miyeloid 16semi (KML), kronik lenfositik 16semi (KLL), akut
miyeloid 16semi (AML), miyelodisplastik sendromlar (MDS), akut lenfositik 16semi (ALL) ve
miyeloproliferatif hastalik (MPH) 6n tanili hastalarin kemik iligi ornekleri kullamildi. Tez
calismasina dahil edilen bu hastalarda, NUP98 geni ile ortak genleri arasindaki kimerik
genlerin varligi arastirildi. NUP98 geninin tez kapsaminda ¢alisilan ortak genleri; homeobox
genleri (HOXA9, HOXA1l, HOXA13, HOXC11, HOXCI13, HOXDI1, HOXDI3) ve

homeobox olmayan genlerden DDX10’dur.

Omurgalilarda HOX genleri; viicut kisimlarinin morfogenezinde gorevli transkripsiyon
faktorlerini kodlar. Bu transkripsiyon faktorlerinin embriyonik gelisim ve kan hiicrelerinin
olusum siirecini (hematopoezi) diizenleme gorevleri vardir (6). DDX10 proteini (RNA helikaz
enzimi) ise Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) ve helikaz alanlar1 iceren, ribozom pargalarinin bir

araya gelisinde islevi olan bir RNA helikaz enzimidir (7, 8).

Bugiine kadar tez kapsaminda calisilmis olan translokasyonlarin varligi, cesitli 16semi
olgularinda incelenmis fakat rutin olarak losemi tanisinda kullamldigina dair bir bilgiye
rastlanmamistir. Projede, hasta onami alinmis ve klinik olarak AML, ALL, KLL, KML, MDS
ve MPH oOntanis1 konulmus hastalarda sozii gecen NUP98-HOX ve NUP98-DDX10



translokasyonlar1 sonucunda olusan kimerik genlere ait iirtinlerin RT-PCR teknigi kullanilarak

saptanmasi amaglanmlstlr.



2. GENEL BILGILER:
2.1 Losemiler

Losemi terimi, 1845 yilinda ilk kez Virchow tarafindan kullanildi (9). Losemiler;
hematopoetik hiicrelerin transformasyonu sonucu gelisen heterojen neoplastik hastaliklar
grubudur (10, 11). Kemik iliginde ¢ogalan miyeloid ve lenfoid seri hiicrelerinden koken alir
(1). Losemi hiicreleri birincil olarak kemik iliginde ve lenfoid dokularda cogalir, sonra

periferik kana gecerek diger dokulara yayilir (10, 11).

Hematopoetik kok hiicreler; hematopoez siireci olmasi gerektigi gibi islediginde
periferal kan hiicrelerine (olgun lenfositler, graniilositler, monositler, eritrositler ve
megakaryositler/trombositler gibi) Sekil-1’deki gibi farklilagir (12, 13, 14). Losemilerde ise
kemik iligi hiicrelerinin gelisim asamalar1 sirasinda bir nesilde hiicrelerin ¢ogalma hizinin
arttig1 goriiliir, neoplastik klon kemik iliginde cogalir ve diger kemik iligi hiicrelerinin yerini

almaya baslar. Hiicre hatlarinin sayisinda periferik kandaki kan hiicrelerinin yerini tutacak

@ T hitcrest

oOl¢iide bir artig goriiliir (15).
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Sekil-1: Hematopoetik farklilasma. Hematopoetik kok hiicreler, lenfoid 6nciil, miyeoid onciil ve
olgun kan hiicreleri (14)
Diger maliniteler gibi, 16semiler de her 16semi tipinin tek olarak ele alinabilecegi



heterojen hastaliklar olarak diisiiniilebilir (8). Losemiler; kemik iliginden koken aldigi
hiicrenin ¢esidine gore miyeloid veya lenfoid, etkilenen hiicrelerin farklilasma derecesine gore
akut veya kronik olarak adlandirilir (1). Losemiler genel olarak AML, ALL, KML, KLL,
MDS ve MPH olarak gruplandirilir (16). Bazofilik, eozinofilik ve eritroid 16semiler gibi
nadiren goriilen tipleri de vardir (1). Sekonder 16semiler olarak da bilinen terapiye bagimh
I6semiler (6rnegin terapiye bagimli akut miyeloid 16semi (t-AML) ve terapiye bagimh
miyelodisplastik sendromlar (t-MDS)), kanser tedavisi sirasinda tedavinin uzun siireli

komplikasyonlarindan bir tanesidir (17).

2.1.1. Kronik Miyeloid Losemi (KML)

KML; kronik miyeloblastik 16semi ya da kronik graniilositik 16semi olarak da bilinen
bir 16semi tipidir (2). Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerin neoplastik bir hastaligidir
(12, 18) . KML ii¢ fazli bir hastaliktir; kronik faz ile baslar, miyeloid hiicrelerin asir1 artisiyla
ilerler ve blast kriz ile sona erer (19). Genellikle %90-95 olguda Ph kromozomuna rastlanir

(12). Kronik miyeloid 16semi; siklikla 25-50 yas arasi insanlarda gozlenir (18).

2.1.2. Akut Miyeloid Losemi (AML)

AML,; bir diger adi ile akut nonlenfositik 16semiler, edinilmis genetik degisiklikler
sonucunda normal miyeloid seri hiicrelerinin yerini farklilasmamis blastlarin almasi ile
karakterizedir (16). Malin hiicrelerin siirekli cogalma yetenegi kazanmasiyla ve farklilasma
stireclerinin bloklanmasi yada normal mekanizmadan sapmasiyla birlikte gelisir (20). Akut
miyeloid 16semiler, hiicrelerin farklilasma ve olgunlasma durumlarina bagh olarak yaygin
kullanilan Frans,lz—Amerikan—ingiliz (FAB) siniflandirilmasina gore (MO, M1, M2, M3,....,
M7) gruplandirihir. Ornegin; AML M1 olgunlagsmanin goriilmedigi miyeloblastik 16semi tipi
iken; AML M6 olgunlagsmanin gozlendigi eritroblastik 16semi tipidir (16). AML; 15-39 yaslar
arasindaki kisileri etkiler (16).

2.1.3. Kronik Lenfositik Losemi (KLL)

Tiim 16semiler icerisinde en sinsi ve yavas gidisli 16semi tipi olan KLL; kii¢iik, olgun
gibi goriinen lenfositlerin birikimi ile karakterizedir ve ¢ogunlukla B hiicrelerinin, nadiren de
olsa T hiicrelerinin klonal hastaligidir (12, 16). Ozet olarak, KLL islevsel olmayan B
hiicrelerinin birikmesi ve bunlarin kemik iligi, kan, lenf gangliyonlan1 ve diger dokulara

sizmasi ile karakterizedir (16). Genellikle 50 yas iistiinde erkeklerde gozlenir (21).



2.1.4. Akut Lenfositik Losemi (ALL)

ALL; kemik iliginde bulunan lenfoid 6nciil hiicrelerden kaynaklanan 16semi tipidir (12).
Malin blast hiicrelerin, periferal kanda ve kemik iliginde cogalmasi, birikimi ile karakterizedir
(22). Kemik iliginde ¢ogalan habis hiicrelerden dolay1 kemik iligi yetersizligi olusur (23).
Cocukluk donemi hastaligr olarak kabul edilir ve siklikla 2-5 yaslari arasinda, erkek

cocuklarda ve beyaz wrkta goriiliir (22, 23).

2.1.5. Miyelodisplastik Sendromlar (MDS)

MDS; miyeloid 6nciil hiicrelerden kdken alir. Kemik iliginde genellikle anormal klonun
artist gozlenir (14). Miyelodisplastik sendromlarin AML’ye doniigsme riski yiiksektir (12).
Hastalari %25’inde AML gelisir. Erkeklerde ve orta yas iizerinde siklikla gozlenir (24).

2.1.6. Miyeloproliferatif Hastahklar (MPH)

MPH; periferik kanda kan hiicrelerinin asir1 artisiyla karakterizedir. FAB
siniflandirilmasina gore dort gruba aynlir; graniilosit hiicrelerinin asir1 artisiyla karakterize
olan KML, kirmizi kan hiicrelerinin agir1 artisiyla karakterize olan “polycythemia vera” (PV),
plateletlerin asir1 artisiyla karakterize olan esansiyal trombositoz (ET), kirmizi kan
hiicrelerinin ve graniilositlerin gerektigi gibi olgunlasmamasi1 ile karakterize olan

miyelofibroz (MF) (25).

2.2 Kok Hiicreler ve Losemik Transformasyon

Baz1 16semi tipleri de dahil olmak iizere, kimi kanser tiirlerinin baglangicinda ve
patogenezinde kok hiicreler rol oynar (26). Normal hematopoetik kok hiicreler; kendini
yenileme ve farklilagma mekanizmalarim sergiler ve ilk olarak miyeloid ve lenfoid onciillere
farklilagip ardindan da ¢esitli olgun kan hiicrelerini olustururlar (27). Kok hiicre seviyesinde
meydana gelen mutasyonlar 16semik kok hiicrelerin olusumuna neden olabilir. Bu hiicreler de
kendini yenileme, cogalma ve farklilasma ozellikleri olan hiicrelerdir (26). Losemik kok

hiicrelerden kdken alan miyeloid 16semi gelisimi sekil-2’de gosterilmistir.



tmiveloid ksl hiicreler lgsermls kol hiicre

@2 — @

[ |

@ miyeloid @ 15sernilk

anciler

énciiller

nortnal kan hilcrelen losemik blastlar

Sekil-2 Miyeloid 16semi gelisimi (27)

2.3. Okaryotik Hiicre Cekirdeginin Yapisi

Hiicre cekirdegi; oOkaryotik hiicrelerde genetik bilgiyi barindiran organeldir ve ¢ift
tabakali lipid membranla ¢evrelenir. Cift tabakali membrana niikleer zarf adi verilir. Niikleer
zarf, ¢ekirdek disinda endoplazmik retikulum ile kontak halindedir (28, 29, 30). Membran
ayrica ara filamanlar ile desteklenir. Ara filamanlardan bir tanesi, cekirdek i¢inde niikleer
zarfl1 icten destekleyen niikleer laminadir; digeri ise ¢ekirdek disinda niikleer zarf1 distan saran
filamanlardir. Niikleer lamina; niikleer zarfa sekil kazandirir ve cekirdegin stabil yapida
kalmasina neden olur. Cekirdek icinde 1s1k mikroskobu ile en belirgin goézlenen yapi
membranla cevrili olmayan niikleolustur. Niikleolus ribozomal RNA’larin (rRNA) islem
gordiigii ve ribozom olusumunda gorevli olan bir yapidir. rRNA genleri, olgun rRNA’lar,
rRNA islenme enzimleri, kii¢iik niikleer RNA’lar (snoRNA’lar) ve ribozom alt birimlerinden
olusur. Ayrica niikleer zarf iizerinde, ¢ekirdek ve sitozol arasinda molekiil naklinden sorumlu
bircok niikleer por kompleksi vardir (29). Sekil-3’te okaryotlarda bulunan tipik cekirdek

yapis1 gosterilmistir.
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Sekil-3 Okaryotik hiicre gekirdegi yapisi (29)

2.4. Niikleer Por Kompleksleri (NPK)

Niikleer por kompleksleri, Okaryotik hiicrelerin ¢ift katli ¢cekirdek membran1 boyunca
uzanan genis protein yapili molekiillerdir (4). Omurgali NPK’lar1 en az 125 MDa ve bir
ribozomun yaklasik 30 kati biiytikliigiindedir (8, 31). Niikleer halka ve sitoplazmik halka adi
verilen es eksenli halka benzeri iki yapi arasinda yerlesmis olan kiiresel alt {initeleri igerir.

Niikleer kisma bakan halkanin devaminda niikleer sepet adi verilen bir yapt bulunur (32).

Xenopus oositlerine ait niikleer por kompleksleri yapis1 Sekil- 4’te gosterilmistir.
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Sekil-4 Xenopus oositlerine ait NPK goriintiisii (28)

Iyonlar, metabolitler ve kii¢iik yapili proteinler NPK’lerde bulunan niikleer porlardan
rahatlikla gecebilir (17, 28). Bu NPK’leri oldukga biiyiik olmalarina ragmen, RNA ve bir ¢ok
protein basit difiizyon ile gecemez (4). Biyiikliikleri 60 kDA ve daha biiyiilk olan
makromolekiillerin taginimi i¢in ATP hidrolizine ve niikleer por komplekslerde meydana
gelecek yapisal degisikliklere ihtiyac duyulur (28). Her iki yonlii niikleer tasinim karyoferin
(importin/eksportin) adi verilen tasiyic1 reseptorler, tasinan molekiil ve niikleoporinlerin
Fenilalanin-Glisin (FG) tekrar alanlar1 arasinda meydana gelen etkilesimler sonucunda olur
(4,30). Kompleksin merkezindeki kanal aracilifiyla gerceklesen nakil, sirali islemler
halindedir ve sikica denetlenir. NPK yapisi evrim siiresince mayalardan omurgalilara kadar

korunmustur (4).

Niikleositoplazmik nakilde taginacak protein 6zel amino asit dizileri igerir. Bu diziler
niikleer eksport sinyali (NES) yada niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) olarak adlandirilir.
Niikleus ve sitozol arasinda mekik dokuyan proteinler, her iki sinyal diziyi de barindirir.
Tasinan molekiildeki amino asit sinyal dizileri (NLS yada NES); naklin gerceklesmesi icin
0zgii niikleotransport reseptdr (eksportin ve importin reseptoril) ile etkilesir ve molekiiliin
gereken yonde tasinmasinda rol oynar (28). Her iki nakil siirecinde de GDP veya GTP’ye

baglandiginda farkl ii¢ boyutlu yapiya sahip olan ve Ran adi verilen bir GTPase enziminin
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varlign gerekir (28, 31). Nakil islemi enerji gerektirir ve bu nedenle de GTP-GDP
doniistimiine ihtiya¢ duyulur. Bu islem Ran enziminin gorevidir. Tasinan molekiil-reseptor
kompleksi meydana geldiginde, kompleksteki reseptoriin niikleoporinler ile ¢coklu kontaklar
kurdugu diisiiniilmektedir. Boylece kompleks pordan taginir (28). Reseptor-kargo
komplekslerinin olusup, bilesenlerin tekrar bir araya gelmesini niikleer zarn her iki
tarafindaki Ran gradienti belirler (31). Tasinan protein hedefe ulastiktan sonra (sitoplazmaya
yada niikleusa) diger bilesenler ile birlikte serbest birakilir ve ayn1 islemi tekrarlamak iizere

bilesenler eski yerlerine doner (28). Nakil siireci sekil-5 ve sekil- 6’te 6zetlenmistir.

Nlmd . B

MNikleoplazma Mikleer por kompleksi
e
Tikdeer
zarf

Sttozol

W
Ban GAP GTP

0 ¢ T-f-—
[j b

Sekil-5 Niikleer eksport (¢ekirdekten sitozole tasinim) mekanizmasi (28)
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Sekil-6 Niikleer import (sitozolden ¢ekirdek icine taginim) mekanizmasi (28)

2.5. Niikleoporin 98 (NUP98) Geni ve Proteini

NPK’lerini meydana getiren proteinlerden olan niikleoporinlerin simdiye kadar
niikleoporin 93 (NUP93), niikleoporin 96 (NUP96), niikleoporin 98 (NUP9S8), niikleoporin
107 (NUP107), niikleoporin 153 (NUP153), niikleoporin 205 (NUP205) gibi cesitleri

tammmlanmustir (32).

NUP98 geni 11p15.5’te lokalizedir (3, 5). NUP98 geninin mRNA {iriiniiniin alternatif
splicing mekanizmas1 sonucunda bircok farkli transkripti bulunur fakat su ana kadar biitiin
farkli transkriptler tam olarak tanimlanamanustir (5, 33). Insan NUP98 proteininin 4 adet
izoformu bulunur (34). En uzun transkript 1800 aminoasitlik bir iiriin kodlarken, digerleri de

920, 937 ve 1726 aa’lik iiriinler kodlar (33).

NUP98 geni, 186 kDA biiyiikliigiindeki NUP98-NUP96 6ncii proteinini kodlar. Oncii
protein NUP98 ve NUP96 molekiillerini olusturmak iizere proteolitik olarak kesilir. Bu
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translasyon sonrasi kesimde, ilave proteaza ihtiyac duyulmadan olusan otoproteoliz
mekanizmasi ile niikleoplazmada meydana gelir (5). S0z konusu siire¢ Saccharomyces

cerevisiae’dan insana kadar olan tiim tiirlerde evrimsel olarak korunmustur (5, 8).

NUP98 proteini; amino ucunda FG (fenilalanin-glisin), FxXFG (x: herhangi bir amino
asit) ve diger NUP molekiillerinden farkli olarak GLFG (glisin-16sin-fenilalanin-glisin) olarak
adlandirilan sirali olmayan aminoasit tekrarlar1 igerir. FG tekrar alani; NUP98 proteininin
niikleer transport sinyal molekiilleri olarak bilinen importin ve eksportinler icin tutunma
bolgesi olarak gorev yapar. GLEBS motifleri; mRNA’nin naklinde gorevli niikleer eksport
sinyali iceren bir molekiil olan RAE1 molekiilii icin baglanma bolgesidir. Riboniikleoprotein
baglanma motifinin fonksiyonu tam olarak bilinmemesine karsin mRNA tasiniminda gorevli

oldugu diistiniilmektedir (3, 5, 30). NUP98 proteininin yapisi sekil-7’de gosterilmistir.

FG GLEBS FG RNP

N C

Sekil- 7 Niikleoporin98 (NUP98) proteininin yapisi (5)

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar; omurgali NUP98 molekiiliiniin niikleer por

kompleksin hem niikleer, hem de sitoplazmik yiiziinde yerlesik oldugunu gostermistir (30).

2.6. Homeobox (HOX) Genleri ve Proteini

Homeobox genlerinin varligi 1915 yilinda Bridges tarafindan Drosophila melanogaster
olarak adlandirilan meyve sineginde yapilan calismalar ile saptandi. Drosophila ile insan
HOX genleri, kromozom ve niikleotid diizeyinde korunmustur (sekil-8). Homeobox genleri
embriyonik gelisimde gorevli genlerdir ve bu genlerin her birinin viicudun farkli kisimlarinda
ayr gorevleri vardir. Genler sadece gorevli olduklar1 bolgede ifade edilir ve genlerin ifadeleri
viicudun 6n kismindan baslayarak diisiik numarali HOX geninden (3' bolgesindeki genler)
daha yiiksek numarali HOX genine (5' bolgesindeki genler) dogru (6rnegin HOXA1’den
HOXA13’e dogru sirasiyla) devam eder. Bu durum Lewis ve arkadaslan tarafindan ilk olarak

Drosophila’da godzlenmistir ve insanda da durum aynidir (6).
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Drosoplula
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HOx B 17q21-22
HOX o 12g912-13
HOX O 2g31-37

i 2 3 4 &5 & 7 & 9 10 11 12 13

Sekil-8: Drosophila ve insanda HOX genleri (6)
HOX genleri iki ekzon ve bir intron igerir. Ekzon 2; 61 aminoasitlik DNA baglanma
alan1 olan homeodomain ‘helix-turn-helix motifi” kismini kodlar (6). Homeodomainin

yanindaki aminoasit dizileri de TALE proteinleri i¢in baglanma bolgesi olusturur (6).

HOX genlerindeki ekzon 1 de diizenleyici bolgeleri kodlar (3). HOX proteinin ve

geninin yapist sekil-9’da gosterilmistir.
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Sekil-9 Homeobox (HOX) proteini ve geninin yapist (3, 6)

HOX genleri, sinif-1 (homeobox genleri) ve sinif-2 (homeobox olmayan genler) olarak

ikiye ayrilir (8).

2.6.1. Simf 1 Genler

Insanda smif 1 HOX genleri dort smifta (A-D) incelenir  (8).
Her bir simifa giren gen ailesi farkli kromozomda -sirasiyla 7p15, 17p21, 12q13 ve 2q31-
yerlesiktir, 39 adet HOX geni vardir ve her bir sinifta 9 ile 13 arasinda degisen sayida gen
bulunur (5, 35).

2.6.2. Suf 2 Genler

Smif 2 genleri, simif 1 genleri ile amino asit yoniinden diisiik diizeyde bir benzerlik
gosterirler buna ragmen benzer yapilar ve fonksiyonlar1 vardir (8). HOX proteinlerinin hedef
genlerini aktive etmesi i¢in gerekli olan bu proteinler, transkripsiyonel koaktivatdr olan ve
TALE “three-amino-acid-loop-extension” olarak adlandirilan MEIS1 ve PBX1’dir. Bu
proteinler siif-1 proteinlerin homeodomainin yaninda bulunan kisa aminoasit dizilerine

baglanir (6, 8).
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2.6.3. Hematopoezde HOX genleri

HOX genleri; embriyonik gelisimdeki gorevlerine ek olarak hematopoez siirecinde de
gorevli olan transkripsiyon faktorlerini kodlar (4). Biitiin hematopetik Onciiller, soylarina ve
farklilasma asamalarina bagl olarak HOX genlerini ifade ederler. Ornegin; HOXA9 geni
CD34+ (hematopoetik kok/Onciil hiicrelerin tasidigr yiizey belirteci (36) ) kemik iligi
hiicrelerinde ve gelismekte olan lenfositlerde ifade edilir (6). Normal hematopoetik dokudaki
CD34+ hiicrelerde A, B ve C HOX genlerinin ifadesinin oldugu fakat D grubu HOX
genlerinin ifadesinin gozlenmedigi bildirilmistir (8). HOXD13 ve HOXDI11 “knock-out”

farelerle yapilan caligmalarda hematopoez siirecinde bozukluk gézlenmemistir (5).

A ve B gen gruplarmin 3' bolgesindeki genler, primitif hematopoetik hiicrelerin
gelisiminde yiiksek diizeyde ifade edilir. Hiicreler eritroid yada miyeloid yolda farklilagtikea,
3' bolgesindeki genlerin (HOX1, HOX2, gibi) ifade seviyesinde diisiis gdzlenirken es zamanh
olarak 5' bolgesindeki genlerin (HOX11, HOX13 gibi) ifadesinde artis gozlenir (5, 6).

HOX genlerinin hematopoez siirecindeki fonksiyonlar1 yapilan deneylerle
tanimlanmistir. Her bir HOX geninin gereginden fazla ifade edilmesinin kok hiicre
davraniglarini ve farklilasmay1 bozdugu gozlenmekle beraber bu siirecin mekanizmasi heniiz

aciklanamamistir (6) .

2.6.4. Homeobox Genlerinin Losemik Transformasyondaki Etkileri

A, B ve C HOX genleri sinifina ait olan genler normal hematopoezde gorev yaptigi gibi
16semik transformasyonda da rol oynadigi yayimnlanan bir derlemede belirtilmistir (5). Ayna
derlemede belirtilen bilgiye gore; 16semik hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan calismalarda, bu
tic sinifin {iyesi olan genlerin soya 0zgii olarak ifade edildigi one stiriilmiistiir. Bu ¢caligmalar
sonucunda; B ve C smifi genleri cogunlukla eritroid hiicre hatlarinda ifade edilirken, A sinifi

genlerinin de miyeloid hiicre hatlarinda baskin olarak ifade edildigi goriilmiistiir (5).

2.7. NUPY8 Geni ile Translokasyon Sonucunda Biraraya Gelen Genler

2001 yilinda yayinlanan bir derlemeye gore; NUP98 geninin yer aldigi en az 8 farkl
kromozomal yeniden diizenlenme saptanmustir (5). Ilerleyen yillarda NUP98 ile
translokasyonlar sonrasi bir araya gelen gen sayisi giderek artmistir. Bu say1 2005 yilinda

yaymlanan bir derlemeye gore 15 olmustur ve saptanan 15 ortak gen icerisinde HOX genleri
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biiyiik bir cogunlugu olusturmaktadir (Tablo-1) (3, 37,38). Tablo-1’de de goriildiigii gibi, tek
bir translokasyon HOX transkriptlerinin alternatif “splicing” mekanizmasindan dolay1 birden

fazla fiizyon geni meydana getirebilir. Ornegin; t(7;11)(p15; pl5) sonucunda NUP9S-

HOXAT11, NUP98-HOXA13 ve NUP98-HOXAJY fiizyon genleri olusabilir (3).

Yeniden Diizenlenim

Fiizyon Geni

Fenotip

t(7;11)(p15; p15)

NUP98-HOXA9

MDS, AML, blastik KML

(7;1D)(p15; p15) NUP98-HOXA11 KML
(7;1D)(pl5; p15) NUP98-HOXA13 AML,MDS
W(11;12)(p15; q13) NUP98-HOXC11 AML
t(11;12)(p15; q13) NUP98-HOXC13 AML
1(2;11)(q31; p15) NUP98-HOXDI11 AML

t(2;11)(q31; p15)

NUP98-HOXD13

AML, t-AML, MDS

invll (p15q22)

NUP98-DDX10

AML, t-AML, MDS

t(1;11)(g23; p15) NUP98-PMX1 AML
t(9;11)(q34;p15) NUP98-PMX?2 tAMML
t(5;11)(q35;p15.5) NUP98-NSD1 AML
t(8;11)(p11.2;p15) NUP98-NSD3 AML
t(9;11)(p22;p15) NUP98-LEDGF AML, tMDS
t(11;20)(p15:q11) NUP98-TOP1 AML, tMDS
t(4;11)(q21;p15) NUP98-RAP1GDS1 t-ALL

Tablo-1 NUP98’in ortak genleri ile meydana getirdigi fiizyon genler ve l6semi tipleri ile iliskisi (38)

NUP98 molekiiliiniin translokasyonda bir araya geldigi diger genler, homeobox

olmayan ve homeobox (HOX) genler olmak iizere iki sinifa ayrilir (8).

2.7.1 NUP98 Geni ve Homeobox Olmayan Ortak Genler

DDX10 (RNA helikaz), TOP1 (DNA topoizomeraz 1) ,RAPGDSI1 (guanin niikleotit
degisim faktorii), LEDGF (transkripsiyonel koaktivatdr), NSD1/NSD3 (transkripsiyonel
koaktivator ve korepressor) ve ADD3 (ADUCCIN-3) gibi homeobox olmayan genler, bugiine
kadar ¢alismalarda tespit edilen NUP98 geninin ortak genleridir (4, 8).
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2.7.1.1. NUP9Y8 ve DDX10 Ortak Geni

DDX10 geni 11q22°de lokalizedir ve sekil-10’da gosterildigi gibi bu genin iiriinii olan
DDX10 proteininin amino ucunda DEAD motifi ve RNA helikaz alani, karboksil ucunda
asidik amino asitler motifi bulunur (7, 17). DDX10 proteini; RNA helikaz enzimleri olan
DEAD box proteinlerindendir ve DEAD box proteinleri RNA’nin ikincil yapisini degistirerek
translasyonun baslayisinda, “splicing” mekanizmasinda, ribozom ve splizozom yapilarinin
olusumunda etkilidirler (39, 40). Asidik amino asitlerden meydana gelen motifin proteinin
transkripsiyon aktivatorii alam oldugu, proteinin de transkripsiyonel etkilesmede rol
alabilecegi ayrica proteinin bu asidik amino asitlerden olusan motiften dolay1 ribozom

biyogenezinde gorevli oldugu diisiiniilmektedir (7, 41).

N DEAD RNA helikaz Asidik amino
alani asitler motifi

Sekil-10 DDX10 proteini ve fonksiyonel alanlar (7)

Dort ayr grup tarafindan calisilan t-MDS, AML, t-AML, MDS ve KML tanil
hastalarda NUP98-DDX10 fiizyon genine rastlanmistir (7, 17, 42, 43) . Calismalardan bir
tanesinde; iki tip kimerik fiizyon geni tespit edilmistir (Sekil-11). Bu kimerik genlerden
birinde DDX10 genindeki kirilma noktasi genin 6. ekzonundayken, bir digerinde ise 7.
ekzonundadir (7). Bir diger ¢alismada ise; sekonder akut, kronik cocukluk losemileri ve
miyeloblastik sendrom tanili 5 hastadan birinde, tAML-MDS hiicrelerinde NUP98-DDX10
kimerik geninin varligi tespit edilmistir (44). Ayrica invl1 (p15g22) sonucunda iki transkript
meydana gelir (NUP98-DDX10 ve DDX10-NUP98) (7). Yapilan calismalarda sadece
NUP98-DDX10 kimerik gen iiriiniiniin 16semi olusumuyla iligkilendirildigi saptanmistir.
NUP98-DDX10 fiizyon proteininin bozulmus niikleoplazmik taginimdan yada ribozom
olusumundaki degisikliklerden dolayr 16semi olusumuna neden oldugu ileri siiriilmektedir

(39).
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Sekil-11: Calisilan hastalarda rastlanan iki tip NUP98-DDX10 kimerik proteini; her ikisinde de
DDX10 proteininde bulunan RNA helikaz alan1 (Heli) ve asidik amino asitler motifi korunmustur. Bir
tanesinde DEAD motifi korunurken digerinde kaybolmustur. Oklar NUP98 ve DDX10’daki kirilma
noktalarini gostermektedir. (7)

2.7.2 NUP98 Geni ve Homeobox Ortak Genler

Tez kapsaminda, NUP98 geninin translokasyon sonrasi kimerik gen olusturdugu sinif-1
(homeobox) genlerinden olan HOXA (HOXA9, HOXA11, HOXA13), HOXC (HOXCI1,
HOXC13) ve HOXD (HOXD11, HOXD13) genleri ile calisildi.

2.7.2.1. NUP98/HOXA Simifi Fiizyon Genleri

2002 yilina kadar yapilan calismalar sonucunda, t(7;11)(p15;p15) translokasyonunu
tastyan AML, MDS, KML tanili 40 hasta rapor edilmis ve bunlarin 17’sinin NUP98-HOXA9
kimerik genini tagidig1 gosterilmistir. (13 AML, 2 MDS, 2 KML) (45).

2.7.2.1.1. NUP98 ve HOXAY Ortak Geni
AML olgularinda t(7;11)(p15;p15) translokasyonun incelenmesi ilk defa Borrow ve
arkadaslan tarafindan 1996 yilinda yapildi. Yapilan calismalar sonucunda; NUP98 geninin

HOXAO9 geni ile fiizyon iiriinii olusturdugu bulundu. Olusan resiprokal translokasyon ile
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NUP98-HOXAO9 (der(11) ) ve HOXA9-NUP9S (der(7) ) olmak iizere iki cesit iiriin meydana
gelmektedir. Losemi olusumunda gorevli olan kritik fiizyon iriiniinii der(11)’in kodladigi
savunulmustur. Tespit edilen NUP98-HOXA9 kimerik proteininin yapisal olarak dnemli olan

FG tekrarlar1 ve homeodomain kisimlarim yitirmedigi gdzlenmistir (46).

t(7;11)(p15;p15) translokasyonun molekiiler 6zelliklerini, klinik-patolojik ve prognostik
Onemini arastirmak iizere 1993-1998 tarihleri arasinda Hong Kong’taki Queen Mary
Hastanesi’ne gelen 30 AML tanili Cinli hasta ile calisilmis ve sadece 2 tanesinde NUP98-
HOXADO fiizyon transkriptine rastlanmistir (47). Diger arastirmalarda ¢alisilan AML ve MDS
tanil bazi1 hastalarda da t(7;11)(p15;p15) translokasyonu sonucunda meydana gelen NUP98-
HOXADO9 kimerik genine rastlanmistir (48, 49).

Ayrica NUP98-HOXA9 kimerik proteini ifade eden kemik iligi hiicreleri fareye
aktarildiktan sonra farede miyeloproliferatif hastalik gelismis ve ardindan da AML olusumu

gozlenmistir (50).

2.7.2.1.2. NUP98 ve HOXA11 Ortak Geni

2002 yilinda yapilan bir calismada; ilk defa Ph negatif KML tanili bir hastada hem
kronik hem de akut fazda t(7;11)(p15;pl5) translokasyonu tespit edilmistir. Daha Once
yapilan ¢alismalarda, aym translokasyonun miyeloid malinitelerde NUP98-HOXA9 fiizyon
transkriptini olusturdugu gézlenmis fakat bu calismada NUP98’in ayn1 kromozom lokusunda
yerlesmis olan bir baska ortak geninin de HOXAI11 oldugu gosterilmistir (51). Bir diger
calismada KML tanili bir hasta ile calisilmis ve bu hastada da NUP98-HOXAI11 fiizyon

genine rastlanmistir (52).

2.7.2.1.3. NUP98 ve HOXA13 Ortak Geni

AML ve MDS tanili bazi hastalarda NUP98-HOXA13 fiizyon geni gozlenmistir (sekil-
12) (45, 52) . NUP98-HOXAY9 ile NUP98-HOXA13 kimerik proteinleri birbirlerine benzer
proteinler olduklarindan, NUP98-HOXAI13 iiriiniiniin de onkogenik etkisi oldugu ileri

siirlilmiistiir (45).
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Sekil-12: NUP98-HOXA 13 kimerik proteini; Ok, kirilma noktasini temsil etmektedir. Normalde
NUP98 proteini 920 aminoasitlik (aa), HOXA13 proteini de 338 aa’lik proteinlerdir. Sekilde

gosterilen protein ise NUP98 ve HOXA13 proteinlerinin gosterilen kisimlarini iceren kimerik
proteindir (550 aa). (45)

2.7.2.2. NUP98/HOXC Simfi Fiizyon Genleri

2002 yilina kadar NUP98 geninin HOXC genleri ile meydana getirdigi translokasyon
hakkinda bir calisma mevcut degildi (53). 2004 yilinda yayinlanan bir derlemedeki bilgilere
gore; nadir gozlenen t(11;12)(p15; q13) translokasyonu ile meydana gelen NUP98-HOXC11
ve NUP98-HOXC13 fiizyon genleri 6 AML tanili hastada rapor edildi. Tiim hastalar arasinda
sadece 4 tanesinin AML alt tipi belirlendi (8). t(11;12)(p15;q13) translokasyonunda NUP98
geninin ortak geni HOXC11 ya da HOXC13 genidir (8).

2.7.2.2.1. NUP98 ve HOXC11 Ortak Geni

Japonya’da sekonder akut ve kronik ¢ocukluk I6semileri ve miyeloblastik sendromlarin
incelendigi bir ¢alismada, t-AML/MDS tanili 81 ¢ocuktan 5’inde (6%) NUP98 geninin bir
takim ortak genleri ile meydana getirdigi translokasyonlarin varligi gosterilmis ve t-
AML/MDS tanmili bir hastada tAML hiicrelerinde NUP98-HOXCI11 kimerik geni tespit
edilmistir (44). Pediatrik AML tanmili bir hastada da NUP98-HOXCI11 kimerik genine
rastlanmis ve NUP98 genindeki kirilma noktasinin 12. introndaki LINE tekrar dizilerinin
icerisinde; HOXCI11 genindeki kirilma noktasinin ise 1. ekzonda oldugu tespit edilmistir
(sekil-13). Losemik hiicre hatlarinda HOXCI11 geninin ifadesi diisilk olmasina ragmen,
miyeloid 16semi hiicre hatlarinda lenfoid 16semi hiicre hatlarina oranla daha siklikla ifade
edildigi gozlenmis, bu durumda da kimerik genin miyeloid 16semilerde rol oynadigi yorumu

yapilmistir (53).
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NUP98-HOXC11
Kimerik proteini

NUP98 HOXCl1 (592aa biiyiikliigiinde)
AN AN
YO I
FG FG v homeodomain
| | GLEBs | | | |
N C

Sekil-13: NUP98-HOXCI11 kimerik proteini; Normalde NUP98 proteini 920 aa’lik, HOXCI11
proteini de 304 aa’lik proteinlerdir. Sekilde gosterilen protein ise NUP98 ve HOXCI11 proteinlerinin
gosterilen kisimlarini iceren kimerik proteindir (592 aa). Ok, Kirilma noktasini temsil etmektedir. (53)

2.7.2.2.2. NUP98 ve HOXC13 Ortak Geni

AML tanmili bir hastada t(11;12)(p15;q13) translokasyonu sonucunda meydana gelen
NUP98-HOXC13 kimerik geni tespit edilmistir. Kimerik gen iiriiniinde kirilma noktalar
NUP98 geninin 15. ve 16. ekzonlar1 arasinda, HOXC13 geninin ise 1. ve 2. ekzonlan arasinda
oldugu gozlenmistir (54). Bir bagka ¢alismada ise NUP98’in 16. ekzonunun HOXC13’iin 2.
ekzonu ile birlestigi bir t(11;12)(p15;q13) translokasyonunu tasiyan AML olgusu rapor
edilmistir. NUP98/HOXC13 kimerik fiizyon proteininin NUP98’in FG tekrarlarim1 ve GLEBS
alanini, HOXC13’iin de homeodomain kismini icerdigi gozlenmistir (sekil-14) (55).

NUP98 HOXC13

AN AN
4 N

FG FG homeodomain NUP98-HOXCI13

| = || | |

N C

Sekil -14: NUP98-HOXC13 kimerik proteini (55)

2.7.2.3. NUP98/HOXD Simifi Fiizyon Genleri

t(2;11)(q31;p15) translokasyonu ile NUP98-HOXDI11 ve NUP98-HOXDI13 fiizyon
genleri meydana gelir. Bu translokasyon nadir gozlenir ve saptanan tiim hastalar AML
tanihidir. 2004 yilinda yayinlanan bir derlemeye gore; kimerik genin saptandigi hastalarda
sadece 4 tanesinin AML alt tipi belirlenmistir (8). Ayn translokasyona ayrica KML tanili bir

diger hasta da rastlanmistir (3).
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2.7.2.3.1 NUP98 ve HOXD11 Ortak Geni

t(2;11)(q31;p15) translokasyonunu tasiyan pediatrik akut miyelomonositik 16semili bir
hastada, iki tip NUP98-HOXD11 kimerik gen iiriinii belirlenmistir. Bu iiriinlerin kodladiklar
499 aa’lik ve 547 aa’lik iki tip NUP98-HOXD11 kimerik proteini sekil-15’te gosterilmistir.
Bu proteinleri meydana getiren genlerde kirilma noktalar1 farklidir. Bir tipte NUP98 geninin
11. ekzonunun HOXD11 geninin 2. ekzonu ile birlestigi tespit edilirken; diger kimerik gende
ise NUP98 geninin 12. ekzonunun ile HOXD11 geninin 2. ekzonu ile birlestigi gdzlenmistir.
Bu durumun alternatif “splicing” mekanizmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Yapilan
calismalarda onkogenik aktivitesi oldugu saptanan proteinleri kodlayan kimerik genler ile
NUP98-HOXDI11 kimerik geni arasindaki benzerlik sonucunda bu genin de losemi

olusumunda rol oynadig diistiniilmiistiir (56).

NUP98 HOXDI11 NUP98-HOXD11
AL AL Kimerik proteini
" FG 6 Y homeodomain N\ (499aa biiyiikliigiinde)
| GLEBS | | |
N C

NUP98-HOXDI11
Kimerik proteini

NUP98 HOXD11 (547aa biiyiikliigiinde)
A A
a Y N
FG FG v homeodomain
| GLEBS |
N C

Sekil -15 NUP98-HOXD11 kimerik proteini; normalde NUP98 proteini 920 aa’lik, HOXDI11
proteini de 338 aa’lik proteinlerdir. Sekilde gosterilen proteinler ise NUP98 ve HOXDI1
proteinlerinin gosterilen kistmlarini iceren kimerik proteinlerdir (499 aa ve 547 aa). Ok, kirilma
noktalarini temsil etmektedir. (56)

2.7.2.3.2. NUP98 ve HOXD13 Ortak Geni
AML tanil1 bir hastada NUP98-HOXD13 fiizyon geninin varligi saptanmis ve bu hasta
kullanilarak yapilan ¢alisma ile ilk defa ¢cocukluk 16semisinde NUP98-HOXD13 fiizyon geni

tespit edilmistir. DNA dizi analizi sonuclarina gore; kimerik gende kirilma noktalar
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NUP98’in 12. ekzonunda iken HOXD13’iin 2. ekzonundadir (57). KML tanil1 bir hastada
tespit edilen kimerik gende ise, NUP98 geninin 12. ekzonu ile HOXD13 geninin 2. ekzonu bir
araya gelmistir. Calisma sonuclarina gore; HOXD13 geni 2. ekzonunda DNA baglanma alani
icerirken 1. ekzonunda yer alan diizenleyici bolgeleri kaybetmistir. NUP98 geninde ise FG
tekrar alan1 korunmustur. Kimerik gen, hastada miyeloid blast kriz gelismeden Once tespit
edilmistir ve bu durum da NUP98-HOXD13 kimerik geninin hastaligin ilerlemesinde etkili
oldugunu diisiindiirmektedir (3). t-AML ve AML tanil1 bagka hastalarda da NUP98-HOXD13

kimerik gen iriiniine rastlanmistir (58, 59).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Ornekler

Tez kapsaminda; Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Sitogenetik Rutin Laboratuar’ina, Kasim 2005-Mart 2006 tarihleri arasinda 16semi 6n tanisi

konularak gelen 34 adet hasta 6rnegi ile calisildi (Tablo-2). Calismamizin genel akis semasi

Sekil-16’da gosterilmistir.

Hasta No

Hastaya Konulan On Tam

AML

KML

KMPH

ALL

KML izlemi

KML Tedavi izlemi

KML Glivec Tedavi izlemi

MDS

KMPH

KML

AML

ALL

MDS

KML Glivec Tedavi izlemi

KML Glivec Tedavi izlemi

MDS

AML

KMPH

MDS

KMPH

ALL

ALL

MDS

KML Glivec Tedavi izlemi

AML

ALL

ALL

KMML

B hiicreli KLL

ALL

KMPH

KML Tedavi izlemi

KMPH

wlw|w|w|wnd oD NN N D === == =22 ==
RAN|= OO 0|0~ DN |=|S|o|o|N|o|a|n|w|d|=|o]|@®|N|o |G & W I —

KMPH

Tablo-2: Tez ¢calismasinda kullanilan hastalar ve 16semi 6ntanilari

25



Kemik [ligi Materyali

/\ Mononiikleer

Sitogenetik Hiicre Ayirimi*
analiz ve tani l

Total RNA
Ekstraksiyonu

l

cDNA reaksiyonu

Kimerik iiriinlere

Ozgii RT- PCR
Agaroz Jel Elektroforezi ve
Goriintilleme

B-actin RT-PCR

Sekil-16: Calismamizin genel akis semast.

*. Kemik iligi materyalleri, laboratuarimizda sitogenetik analizde kullanildiktan sonra
alinmustir ve tez ¢calismasinda mononiikleer hiicre elde edilmek iizere kullanilmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Mononiikleer Hiicre Ayirim

1y
2)

3)

4)

S)
6)

Kirmizi kapakli santrifiij tiiptine 3.0 ml Histopaque®—1077 (Lot: 031K6111) eklendi.
Histopaque-1077 iizerine tabaka olusturacak halde 3.0 ml kemik iligi materyali
eklendi. Oda sicakliginda 400*g hizda 30 dakika siireyle santrifiij (Hettich Universal)
edildi.

Santrifiigasyon isleminden sonra plasma kismi ile histopaque soliisyonu arasinda
kalan mononiikleer hiicrelerin bulundugu opak tabaka pastor pipeti ile alindi. Geri
kalan kisim tiiple beraber atild1.

Mononiikleer hiicreler yeni bir konik santrifiij tiiptine aktarildi. 10 ml izotonik Fosfat
tuz Tamponu (PBS) eklendi ve nazikce karstirildi. 250*g hizda 20 dakika santrifiij
edildi.

4. basamak ti¢ kere tekrarlandi.

Elde edilen mononiikleer hiicre pelleti 0.5 ml PBS icerisinde siispanse edildi ve

eppendorf tiipe alindi.

3.2.2. NUCLEOSPIN RNA® II Kiti ile Toplam RNA Saflastirma Yontemi

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Hiicrelerin Parcalanmasi - Elde edilen mononiikleer hiicre peleti tizerine 3.5ul B -
merkaptaetanol eklendi 350 pl RA1 tamponu eklendi ve vortekslendi.
Lizatin Filtrasyonu - Nucleospin® filtreleri kullamilarak 11,000%*g hizda 1 dakika
siireyle santrifiij (Sorvall® MC12V) edildi.
RNA Baglanma Sartlarimmn Ayarlanmasi1 — Nucleospin® filtresi atildi ve filtre
edilen kisma 350 pul % 70’lik etanol (Carlo Erba Reagent %95 etanol CAS N. 64-17-
5) eklendi ve vortekslendi.
RNA’min Baglanmasi - Her bir 6rnek icin Nucleospin® RNA II kolonu alindi ve
toplama tiipiine yerlestirildi. 8,000*g hizda 30 saniye siireyle santrifiij edildi. Kolon
yeni bir toplama tiipiine alindi.
Silika Membranin Tuzunun Giderilmesi - 350 pl “Membran Desalting Buffer”
(MDB) eklendi ve 11,000*g hizda 1 dakika siireyle santrifiij edildi.
Silika Membranin Yikanmasi ve Kurutulmasi -

1. Yikama: Kolona 200 pul RA2 tamponu eklendi ve 8,000*g hizda 30 saniye

siireyle santrifiij edildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilda.
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2. Yikama: Kolona 600 pl RA3 tamponu eklendi ve 8,000*g hizda 30 saniye
siireyle santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki siv1 atildu.
3. Yikama: Kolona 250 pl RA3 tamponu eklendi ve 11,000*g hizda 2 dakika

siireyle santrifiij edildi ve toplama tiipii atildi.

7) Yiiksek Saflikta RNA Eldesi — Kolon eppendorf tiipe alindi ve 60 pl RNase
icermeyen su eklendi. 11,000*g hizda 1 dakika siireyle santrifiij edildi.

3.2.3. Saflastirlan RNA Materyalinin Konsantrasyonunun Olciilmesi ve Kalitesinin
Belirlenmesi

RNA konsantrasyonu spektrofotometre yardimui ile saptandi. OD260/280 orani ile
safliklar1 degerlendirildi.

Olgiilen absorbans degeri * seyreltme orani (25)* 40.0 pg /ml = RNA konsantrasyonu pig/ml

3.2.4. Komplementer DNA (cDNA) Reaksiyonu

Mononiikleer hiicrelerden elde edilen total RNA ornekleri cift zincirli komplementer
DNA (cDNA) elde etmek iizere kalip olarak kullanildi. cDNA reaksiyonu iki basamaktan
meydana gelir. Reaksiyonun ilk basamaginda; dNTP, random hexamer primer, 5 ug total
RNA kalip ve 1.0 pl su kullanildi. Tiipteki karisim 65 °C sicaklikta 5 dakika siireyle inkiibe
edildi ve boylece denatiirasyon basamagi gerceklestirilmis oldu. Ardindan karisimin
bulundugu tiip hizlica buz dolu bir kaba aktarildi ve bu sekilde 2 dakika siireyle bekletildi.
Bagka bir tiipte 5X tampon, ters transkriptaz enzimi ve toplam hacmi 25 pl’ye tamamlayacak
kadar da su eklendi ve bu karisgtm buzda bekletilen tiipe aktarildi. Tek bir 6rnek icin
hazirlanan 25 pl’lik karisim 1 saat boyunca 37 °C’de (PTC - 100™ Programmable Thermal
Controller MJ Research, Inc.) inkiibe edildi ve ikinci basamak olan ikinci zincirin
sentezlenmesi ve cDNA olusumu saglanmis oldu. Elde edilen cDNA ornekleri -20 °C’de
saklandi. cDNA reaksiyonunda kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlar1 Tablo-3’te,

cDNA reaksiyonu kosullar1 da Tablo-4’te gosterilmistir.
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Bilesenler Aciklama Miktar (ul) | Son Konsantrasyon
Ters Transkriptaz M-MLV RT, 200 U/ ul 1,0 8 U/ ul

Primer Random heksamer (0,5 pg/ul) | 0,5 10 ng/ul

dNTP dNTP mix 0,5 200 ng/pl (herbirinden)
Reaksiyon Tamponu 5X 5,0 1X

Tablo-3 : cDNA reaksiyonunda kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari. Toplam hacim 25 pl.

Sicaklik Siire
37°%C 1 saat
70 °C 15 dakika

Tablo-4 : izlenen cDNA reaksiyonu kosullart

3.2.5. RT-PCR Reaksiyonlari

Geri transkripsiyon-PCR olarak adlandirilan reaksiyon kullanilarak cDNA 6rnekleri

standart PCR yoluyla ¢ogaltildi. Cogaltilan kimerik genler agaroz jel elektroforez yontemi

kullanilarak jelde yiiriitiildii. internal kontrol olarak B-Aktin geni kullanild: ve tez kapsaminda

kullanilan tiim cDNA o6rnekleri kontrol edildi. Negatif kontrol olarak su kullanildi. RT-PCR

reaksiyonlarinda kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlar1 Tablo-5’te gosterilmistir.
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25 pl reaksiyon igin

Kullanilan Maddeler gerekli hacim (ul) Son konsantrasyon
DNA polimeraz Taq polimeraz, 500 0,5 10 U/ul
U/ul
Primer 5' (sens) 10 pmol/pl 0,5 0.2 pmol/ul
(NUP98-DDX10
kimerik geni i¢in)
Primer 3' (antisens) 10 pmol/ul 0,5 0.2 pmol/ul
(NUP98-DDX10
kimerik geni i¢in)
Primer 5' (sens) 10uM 0.5 0.2 uM
(Tezde kullanilan
NUP98-HOX
kimerik genleri i¢in)
Primer 3' (antisens) 10uM 0.5 0.2 uM
(Tezde kullanilan
NUP98-HOX
kimerik genleri i¢in)
Primer 5' (sens) 10 uM(pmol/ul) 0.5 200 nM
(B-Aktin geni i¢in)
Primer 3' (antisens) 10 uM(pmol/ul) 0.5 200 nM
(B-Aktin geni i¢in)
dNTP dATP:10 mM 0,5 200 ng/ul her
dTTP: 10 mM birinden (yaklasik)
dGTP: 10 mM
dCTP: 10 mM
Reaksiyon Tamponu | 10X 2,5 1X
MgCI2 MgCl2: 25 mM 1,5 1,5 mM

Tablo-5: RT-PCR reaksiyonlarinda kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari

reaksiyonlar1 25 pul hacimde gergeklestirildi ve sudan toplam hacme tamamlanacak kadar eklendi.)

(RT-PCR
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3.2.5.1. RT-PCR’da Kullamilan Primerler ve Reaksiyon Kosullar:
3.2.5.1.1. B-AKTIN

e Primerler:
Sens (F): 5 ATC ATG TTT GAG ACCTTC AA 3’
Antisens (R): 5> CAT CTC CTG CTC GAAGTCCA ¥

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikligii 318 bp’dir.

B-Aktin geni icin kullanilan RT-PCR 1s1 profili:

Sicaklik Siire Dongti
[k denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Amplifikasyon 95°C 30 saniye | 32

58 °C 30 saniye

72°C 30 saniye
Son denatiirasyon 72°C 5 dakika 1

3.2.5.1.2. NUP98-HOXA9
NUP98-HOXA9 kimerik geninin saptanmasinda nested PCR kullamlmistir. Asagida (1)
olarak adlandirilan sens primer eksternal primerdir ve diger (2) olarak adlandirilan primer ise
internal primerdir ve sirasiyla 258bp-168bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilir (47).
® Primerler:
Sens (F): 5’CAC TCG TCT TTT GCT CGG TC3’ (1)
5’GTC CCT GGT GAG GTA CAT GT3’ (2)
Antisens (R): 5’ACT ACG ACA GCC ACT TTG GG3’
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NUP98-HOXAY9 kimerik geni i¢cin kullanilan RT-PCR 1s1 profili:

Sicaklik Siire Dongti
[k denatiirasyon 95 °C 5 dakika 1
Amplifikasyon 95°C 30 saniye 32

55°C 30 saniye

72°C 30 saniye
Son denatiirasyon 72°C 5 dakika 1

3.2.5.1.3. NUP98-HOXA11, NUP98-HOXA13, NUP98-HOXC11, NUP98-HOXD11,

NUP98-HOXD13

e NUP98-HOXAI11 kimerik gen iirliniiniin saptanmasi i¢in kullanilan primerler:

Sens (F): 5’GCA CAA ATA CCA GTG GGA ATA G3’
Antisens (R): 5’TTC ATT CTC CTG TTC TGA AAC CAG ¥

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikligi 402 bp ’dir (51).

e NUP98-HOXAI13 kimerik gen iiriiniiniin saptanmasi i¢in kullanilan primerler:

Sens (F): 5S’TTT GGT GCT GTT GGT TCG AC3’
Antisens (R): 5° CCT CCT ATA GGA GCT GGC AT3’

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikligii 221 bp ’dir (45).

e NUP98-HOXC11 kimerik gen iiriiniiniin saptanmasi i¢in kullanilan primerler:

Sens (F): 5’ACT ACG ACA GCC ACT TTG GG3’
Antisens (R): 5°TGC AGC CGC TTC TCT TTG TT3’

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikliigii 294 bp’dir (53).

e NUP98-HOXDI11 kimerik gen iirliniiniin saptanmasi i¢in kullanilan primerler:

Sens (F): 5S’TTT GGT GCT GTT GGT TCG AC3’
Antisens (R): 5GGA ACC AGA TTT TGA CTT GCC G3’
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Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikliigii 358 bp veya 495 bp’dir.

Primerlerin kullanildig1 ¢alismada iki farkli molekiiler agirlikta iiriin elde edilmistir (56).

e NUP98-HOXDI13 kimerik gen iiriiniiniin saptanmasi i¢in kullanilan primerler:
Sens (F): 5’GCT GGA CAG GCATCTTTGTT 3’
Antisens (R): 5’AAG CTG TCT GTG GCC AAC C3’

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikliigii 424 bp’dir.(57).

NUP98-HOXA11, NUP98-HOXA13, NUP98-HOXC11, NUP98-HOXD11, NUP98-HOXD13
kimerik genleri i¢in kullanilan RT-PCR 1s1 profili:

Sicaklik | Siire Dongti
[k denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Amplifikasyon 95°C 30 saniye | 32

53°%C |30 saniye

72°C 30 saniye

Son denatiirasyon 72°C 5 dakika 1

3.2.5.1.4. NUP98-HOXC13

o  Primerler:
Sens (F): S’TTT GAC AGA TCC AAA TGC TTC TGC3’
Antisens (R): 5°’AGG TGG AGT GGA GATGAGGCGC 3

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikliigii 992 bp’dir (55).
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NUP98-HOXC13 kimerik geni i¢in kullanilan RT-PCR 1s1 profili:

Sicaklik Siire Dongti
[k denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Amplifikasyon 95°C 30 saniye 32

58 °C 30 saniye

72°C 30 saniye
Son denatiirasyon 72°C 5 dakika 1

3.2.5.1.5. NUP98-DDX10

® Primerler:
Sens (F): 5’GCT GGA CAG GCATCTTTG TT3’
Antisens (R): 5’TTT GCT GCA GCT CAC AGA CTA TGT3’

Primerler kullanilarak elde edilmesi gereken bantin biiyiikligii 373bp veya 505bp ’dir.

Primerlerin kullanildig1 ¢alismada iki farkli molekiiler agirlikta iiriin elde edilmistir (17).

NUP98-DDX10 kimerik geni i¢in kullanilan RT-PCR 1s1 profili:

Sicaklik | Siire Dongii
[lk denatiirasyon 95°C 5 dakika |1
Amplifikasyon 94 °C 20 saniye | 30

60 °C 20 saniye

72°C 20 saniye
Son denatiirasyon 72°C 5 dakika 1

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Goriintiileme

RT-PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. 50 ml'lik erlen igerisine 0,6 gr agaroz
ve 30 ml 0.5X TBE konulup mikrodalga firinda eritildi. Berraklagtiktan sonra jel icerisindeki
konsantrasyon 0.33 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklenip karistirildi ve hazirlanan jel
kalibina dokiildii. Jel donduktan sonra iizerine 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez
tankina yerlestirildi. Bir parca parafilm iizerinde 1 pl yiikleme tamponu ve 5 ul PCR iiriinii

kanistirthp jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Cogaltilan orneklerin baz olarak biiyiikliigiiniin
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kontrolii icin ¢X174/BsuRI (Haelll) molekiiler agirlik marker’t (0.5 mg DNA/ml, 0.05 mg;
Lot: JK18 ) kullanildi. Her denemede 10 volt/cm olacak sekilde 35 dakika yiiriitiildiikten
sonra jel goriintiileme sisteminde (Hoefer Scientific Instruments Eagle Eye™ Stratagene)

goriintiilendi.
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4.BULGULAR

Calismamizda AML, ALL, KLL, KML, MDS ve MPH o6n tanis1 konulmus hastalarda
NUP98-HOXA9, HOXA11, HOXA13, HOXC11, HOXC13, HOXDI11, HOXD13 ve DDX10
kimerik transkriptlerinin varhig tarandi. 5, 14, 21 ve 22 nolu hastalar, NUP98-DDX10

kimerik transkript iiriiniiniin saptanmasinda cDNA 6rnekleri bittiginden dolayr kullanilmadi.

4.1. RT-PCR Sonuclari

Tez caligmasina dahil edilen 34 hastanin kemik iliklerinden elde edilen total RNA,
cDNA’ya cevrildi. Elde edilen cDNA oOrnekleri belirtilen primerler kullanilarak RT-PCR
yonetim ile B-Aktin geninin ve s6z konusu diger kimerik genlerin iiriinlerinin var olup
olmadiginin saptanmasinda kullanildi. Toplam 34 hastanin hi¢birinde NUP98-HOXAY,
HOXAI11, HOXA13, HOXCI11, HOXC13, HOXD11, HOXD13 kimerik transkriptleri tespit
edilemedi. Benzer olarak; 34 hastadan 30’unda aym1 yontemler kullanildi ve NUP98-DDX10
kimerik gen transktriptine rastlanmadi. Negatif kontrol olarak su kullanildi ve herhangi bir

bant gdzlenmedi.

4.1.1. B-Aktin Geninin Uriiniiniin Cahsilan Hastalarda Saptanmasi

B-Aktin gen iiriinii internal kontrol olarak kullanildi ve RT-PCR yontemi ile ¢alisilan
34 hastanin tiimiinde tespit edildi. Bir grup hastada gozlenen B-Aktin gen iiriiniine ait bantlar

Sekil-17’te gosterildi.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
400 bp—» 318 bp
300 bp—»
Sekil-17: Sirasiyla Tablo-4’de gosterilen hastalarin 3-Aktin bantlari

4.1.2. Kimerik Genlerin Uriinlerinin Cahsilan Hastalarda Saptanmasi

Kimerik gen iiriinlerinden NUP98-HOXA9, NUP98-HOXA11, NUP98-HOXA13,
NUP98-HOXC11, NUP98-HOXC13, NUP98-HOXD11 ve NUP98-HOXDI13’ii saptama
amaciyla RT-PCR yontemi uygulandi (Tablo-6).
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NUP98- | NUP98- | NUP98- | NUP9S- | NUP98- | NUP9S- | NUP98- | NUP9S8-
HOXAO9 | HOXA11 HOXA13 | HOXC11 | HOXCI13 | HOXDI11 | HOXD13 DDX10

1 yok yok yok yok yok yok yok yok
2 | yok yok yok yok yok yok yok yok
3 |yok yok yok yok yok yok yok yok
4 | yok yok yok yok yok yok yok yok
5 |yok yok yok yok yok yok yok *

6 | yok yok yok yok yok yok yok yok
7 | yok yok yok yok yok yok yok yok
8 | yok yok yok yok yok yok yok yok
9 |yok yok yok yok yok yok yok yok
10 | yok yok yok yok yok yok yok yok
11 | yok yok yok yok yok yok yok yok
12 | yok yok yok yok yok yok yok yok
13 | yok yok yok yok yok yok yok yok
14 | yok yok yok yok yok yok yok *

15 | yok yok yok yok yok yok yok yok
16 | yok yok yok yok yok yok yok yok
17 | yok yok yok yok yok yok yok yok
18 | yok yok yok yok yok yok yok yok
19 | yok yok yok yok yok yok yok yok
20 |yok yok yok yok yok yok yok yok
21 | yok yok yok yok yok yok yok *
22 | yok yok yok yok yok yok yok *
23 | yok yok yok yok yok yok yok yok
24 | yok yok yok yok yok yok yok yok
25 | yok yok yok yok yok yok yok yok
26 | yok yok yok yok yok yok yok yok
27 | yok yok yok yok yok yok yok yok
28 | yok yok yok yok yok yok yok yok
29 | yok yok yok yok yok yok yok yok
30 |yok yok yok yok yok yok yok yok
31 | yok yok yok yok yok yok yok yok
32 | yok yok yok yok yok yok yok yok
33 | yok yok yok yok yok yok yok yok
34 |yok yok yok yok yok yok yok yok

Tablo-6: Tez kapsaminda ¢alisilan hastalarda NUP98-ortak gen tayini

*: NUP98-DDX10 kimerik gen iiriintiniin saptanmasinda s6z konusu hastalar kullanilmamistir.

37




5. TARTISMA

Akut miyeloid 16semi, miyelodisplastik sendrom ve kronik miyeloid 16semi tanili
hastalarda, 100’den fazla farkli genin degisiklige ugradigt kromozomal yeniden
diizenlemelere rastlanmigtir (9). 2004 yilinda yayinlanan bir derlemeye gore; tiim bu
translokasyonlar arasinda NUP98 geninin ortak genleri ile meydana getirdigi

translokasyonlarin sayist 15°tir (8).

Tez ¢alismamizda, 4 AML, 7 kronik miyeloproliferatif hastalik (KMPH), 2 KML, 7
KML(tedavi izlemi), 7 ALL, 5 MDS, 1 B hiicreli KLL ve 1 KMML oOntanil1 34 hasta ile

calisilmistir.

Teze dahil edilen hastalarda, tiim homeobox olmayan genlerden sadece DDX10 geni ile
NUP98 geninin olusturdugu kimerik gen iiriiniiniin var olup olmadigma bakildi. Daha 6nce
literatiirde yapilan c¢aligmalara bakildiginda, NUP98-DDX10 kimerik geninin varliginin
sekonder l16semiler ile iliskilendirildigi goriildii. Tez kapsaminda calisilan diger 16semi tanili
hastalar ve ozellikle tedavi izleminde olan hastalarin bu kimerik gen agisindan taranmasi

uygun goriildii.

1997 yilinda yapilan bir ¢calismada; de novo AML, tedaviye bagli AML , MDS tanili
hastalar ile calistlmistir. Inv(11)(p15q22) ile meydana gelen fiizyon transkriptlerden bir
tanesinde DDX10 genindeki kirilma noktast genin 6. ekzonundayken, bir digerinde ise 7.
ekzonundadir (7, 17, 43). Tez calismasinda kullanilan primerler ile elde edilecek iiriinde ise
kirtlma noktalarinin NUP98’in 12. ekzonu ile DDX10’un 7. ekzonu arasinda olmasi
beklenmektedir. Kullanilan primerler pozitif kontrol ile test edilmesine ve primerlerin
calistiginin gosterimlerine ragmen tez caligmasina dahil edilen 31 hastada NUP98-DDX10
kimerik transkriptine rastlanmadi. Dort farkli grubun calismalarina gore; calisilan de novo
AML, MDS tanil1 hastalarda, topoizomeraz II inhibitorii kemoterapisi yapilan t-MDS, t-AML
tanili hastalarda ve BCR/ABL tirozin kinaz inhibitorii olarak imatinib kullanilan bir hastada
da inv(11)(p15922)’ye rastlanmistir (7, 17, 42, 43). Tez calismamizda 9 hasta KML tanili
olup bu hastalardan 7’si tedavi izlemi uygulanan hastalardir ve hi¢gbirinde NUP98-DDX10

kimerik transkripti tespit edilememistir.
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1999 yilina kadar yapilan calismalarda, t(7;11)(pl15;pl15) translokasyonu %87
oraninda AML tanili Japon ve Cinli hastalarda tespit edilmistir (47). Literatiirdeki
calismalarda, siklikla 16semi tanist konmus Japon, Cinli, Hong Kong’lu hastalar ile ¢aligildig

goriilmektedir ve literatiirde Tiirk hasta ile yapilan bir ¢calismaya rastlanmamastir.

Taketani ve arkadaslarina gore 2002 yilina kadar AML, MDS, KML tanili 40 hastada
t(7;11)(p15;p15) translokasyonuna rastlanmis ve bu hastalardan 17 tanesinin NUP98-HOXA9
kimerik genini tagiyan hastalar oldugu belirlenmistir (45). 1993-1998 tarihleri arasinda bir
grup arastirmaci tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 30 AML tanili Cinli hasta ile ¢alisiimis
ve sadece 2 tanesinde NUP98-HOXA9 fiizyon transkriptine rastlanmistir (47). Diger
gruplarda yapilan calismalarda gozlendigi gibi NUP98-HOXA9 fiizyon transkriptinin
goriilme sikligr diisiiktiir. Tez calismamiz kapsamindaki hastalarda NUP98-HOXA9 kimerik

gen Uriinline rastlanmamustir.

Literatiirde, birisi Ph negatif KML ve digeri Ph pozitif KML tanili 2 hastada
t(7;11)(p15;p15) translokasyonunun varligi tespit edilmis, translokasyonun NUP98-HOX9
kimerik genini degil de NUP98-HOXA11 kimerik genini meydana getirdigi gosterilmistir (51,
52). Tez ¢aligmasinda ise ne KML hastalarinda ne de diger 16semi tanili hastalarda NUP98-

HOXAI11 kimerik gen iirlinii saptanmamustir.

Taketani ve arkadaslarinin ve Fujino ve arkadaslarinin 2002 yilindaki calismalarinda
AML ve MDS tanili hastalarda NUP98-HOXA13 kimerik geni tespit edilmistir (45, 52).
Tezde calisilan hicbir hastada NUP98-HOXAI13 fiizyon transkriptinin varligi tespit

edilmemistir.

2004 yilinda yayinlanan bir derlemeye gore; nadir gozlenen t(11;12)(p15;q13)
translokasyonu 6 AML tanili hastada rapor edilmistir (8). Nishiyama ve arkadaslarinin 1999
yilindaki caligmalarina goére; t-AML/MDS tanili 81 ¢ocuktan 5’inde (6%) 11pl5 yeniden
diizenlenmeleri tespit edilmistir [t(11;17)(p15;q21), t(11;12)(p15;q13), t(7;11)(p15;pl9),
inv(11)(p15g22), ve add(11)(p15) ]. Bu hastalardan t-AML/MDS tanili bir hastada tAML
hiicrelerinde NUP98-HOXC11 kimerik geni tespit edildi (44). t(11;12)(p15;q13)
translokasyonu ile ayrica NUP98-HOXC13 kimerik geni de olusur. Literatiirde
t(11;12)(p15;q13) translokasyonu gozlenen AML tanili hastalarda NUP98-HOXC13 kimerik
gen Uriinii saptandig1 belirtilmektedir (54,55) . Calismamizda NUP98-HOXC11 ve NUP98-
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HOXCI13 kimerik transkriptleri tez calismasina dahil edilen higcbir hastada tespit

edilememistir.

t(2;11)(q31;p15) translokasyonu nadir gozlenir (8) . Pediyatrik akut miyelomonositik
I6semili bir hastayla calisan Taketani ve arkadaslar1 hastada iki tip NUP98-HOXD11 kimerik
gen iiriinii saptadi (56). Ayni translokasyonun bir bagka iiriinii olan NUP98-HOXD13 kimerik
transkripti ise t-AML, de novo AML, KML tanili hastalar ile yapilan calismalarda tespit
edilmistir (57,58,59). Tez kapsaminda calisilan hi¢cbir hastada NUP98-HOXD11 ve NUP98-
HOXD13 kimerik transkriptleri saptanmamustir.

Calismamizda kullamlan NUP98-HOX genlerine ait primerlerin alindig1 c¢aligmalar
yapan arastirmacilardan pozitif kontrol istendigi halde hi¢ birinden olumlu yanit alinmadigi
icin primerler icin pozitif kontrol kullanilmadi. Bu nedenle her ne kadar literatiirde calistig
belirtilmis primerler kullanmamiza ragmen pozitif kontrollerimizin olmamasi yalanci
negatiflik durumunu uzaklagtiramamaktadir. Yalnmizca NUP98-DDX10 kimerik genine ait
primerlerin i¢in pozitif kontroller primerlerin dizilerini aldigimiz grup tarafindan saglanmistir.
Bu kimerik iiriin transkripti i¢cin kullandigimiz pozitif kontroller primerler kontrol edilebildi

ve iki tip NUP98-DDX10 kimerik gen iiriinii tespit edildi (Sekil-18).

Sekil-18: NUP98-DDX10 kimerik genine ait primerler ile elde edilen bantlar

NUP98-partner genlerinin iiriinleri (NUP98-HOXA, HOXB, HOXC ve HOXD), Cin’de
2005 yilinda yapilan bir c¢alismada kullanilan hastalarda RT-PCR yontemi kullanarak
saptanmaya ¢alisilmistir ve higbir hastada fiizyon transkript tespit edilememistir (60). Benzer
bir sekilde; tez calismast kapsaminda da ¢alisilan hastalarin hi¢birinde s6z konusu kimerik
gen iiriinleri tespit edilememistir. Ayrica tez kapsaminda caligilan hastalar, laboratuarimizin
kemik iligi ©Orneklerinden kromozom analizi yapan rutin grubunun hastalar1 oldugundan

sitogenetik analiz sonuglar da degerlendirildi ve sitogenetik analiz acisindan da NUP98-

HOXA9, NUP98-HOXAI11l, NUP98-HOXA13, NUP98-HOXCI11, NUP98-HOXC13,
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NUP98-HOXD11, NUP98-HOXD13 ve NUP98-DDX10 kimerik genlerinin meydana

gelmesine neden olan translokasyonlara rastlanmadig1 gozlenmistir.
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