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OZET

Ozdemirli, S. (2010). B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemilerde PAX5 Geninin
Aragtiriimasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, immiinoloji A.D. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul.

B-hiicreli akut lenfoblastik 16semi (B-ALL), B lenfosit gelisiminin erken
safhasinda meydana gelen somatik genetik degisiklikler sonucu asir1 ¢ogalma ile ortaya
cikan ve cocukluk ¢aginda yaygin olarak goriilen bir 16semi tipidir. PAX5; B hiicre
gelisim ve farklilasmasinda onemli bir rol oynar. Bu calismada, es zamanlh kantitatif
PZR kullanilarak ¢ocukluk ¢agi B-ALL hastalar1 (n=134) ve saglikli kemik iligi (n=10)
ornekleri PAX5 mRNA diizeyleri acisindan analiz edilmis ve hastalarin kontollere gore
anlamli sekilde artis gosterdigi bulunmustur (p<0,0001). Hastalar immiinfenotiplerine
gore 5 alt gruba (pro B, pre B, pre B biiyiik, Pre B kii¢iik, olgunlasmamis B) ayrilarak
mRNA diizeyleri karsilastirildiginda erken donemde PAX5 mRNA diizeyinin fazla
oldugu daha sonra giderek azaldig1 gdzlemlenmistir. Calismamizda akan hiicre dlcer ile
saglikli pro B, pre B ve olgunlasmamis B hiicreleri ayrigtirlmis ve PAX5’in normal B
hiicre gelisimindeki anlatimi1 incelenmistir. Hastalar ©6zgiin donem hiicreleri ile
karsilastirildiginda pro B (p = 0,009) ve pre B hastalarinda (p=0,04) PAX5 anlatimi
anlamlh bir sekilde artmisken, olgunlagsmamis B hastalarindaki anlatim farkliliginin
anlamli olmadigr goriilmiistir (p=1,00). Hastalarda PZR yontemi ile PAXS5’in
delesyonlar1 incelendiginde, hastalarin %41’in de ekzon 7,8 ve 9’u kapsayan biiyiik
delesyonlar tespit edilmistir. B-ALL Hastalar1 (n=15) ve B-ALL,T-ALL ve AML hiicre
serileri PAX5 protein varlig1 yoniinden incelenmis, anormal PAX5 anlatiminin ve bazi
delesyonlarin proteine doniistiigii gosterilmistir. Hastalarda TA bdolgesini kapsayan gen
mutasyonlar1 direk dizileme ile tarandiginda, hastalarda herhangi bir mutasyon
saptanmazken, %90’1inda rs3780135, %3,8’inde ise rs35469494 polimorfizmi tespit
edilmistir. Yiiksek PAX5 anlatimi ya da bu gende bulunan delesyon/mutasyonlar
hastalik alt guruplarmin molekiiler ayrmmi ve oOzellikle pre B-ALL patogenezi ve
prognozu icin 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: B lenfositleri, akut 16semi, delesyon, polimorfizm, PAXS

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 3349
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ABSTRACT

Ozdemirli, S. (2010). Analysis of PAX5 gene in B-Lineage Acute Lymphoblastic
Leukemia, Istanbul University, Institute of Health Science, Institute of Experimental
Medicine Research, Msc thesis. Istanbul.

B-lineage acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), is a common subtype of acute
leukemia in children. PAX5, plays a central role in B-cell development and
differentiation. In this study, we analyzed PAX5 mRNA expression levels in B-ALL
patients (n=134) and healthy bone marrow samples (n=10). Relative PAX5 mRNA
levels were significantly increased in B-ALL patients, compared to controls (p<0,0001).
PAXS5 expression was also evaluated in five different B-ALL subgroups (pro, pre B, pre
B II large, Pre B II small, immature) and showed stage specific expression levels. We
have sorted pro B, pre B and immature B cells from healthy bone marrow samples by
flow cytometry and patients subgroups were compared with their specific controls. We
found that pro B (p=0,009) and pre B (p=0,004) patients have significantly high PAX5
mRNA levels. Relative PAX5 mRNA levels of immature B ALL patients were also
high, but not significantly different from healthy controls (p=1,00). We analyzed spliced
variants of PAX5 and %41 of B-ALL patients showed several multiple variants while
none of healthy controls showed deletions. Ectopic expressions of PAX5 in B-ALL
patients and cell lines, also confirmed by western blot analyses. Mutations in 5°’UTR
and transactivator domain of PAX5 were analyzed and none of our patients showed
PAXS5 mutations, but two previously identified SNPs were detected. %90 of patients had
rs3780135 and %3,8 had rs35469494 SNPs in protein coding parts of PAX5. Our results
supported the abnormal PAX5 expression or deletions/mutations can be used both for
molecular analyses of B-ALL sup-groups and a characteristic marker for pathogenesis
and prognosis of pre B-ALL patients.

Key Words: B- lymphocytes, acute leukemia, polymorphism, deletion, PAXS5

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 3349



1. GIRIS VE AMAC

B hiicreli akut lenfoblastik 16semi (B-ALL), B hiicre gelisiminin erken
safthalarinda meydana gelen genetik degisiklikler sonucunda, B hiicrelerinin asir1
cogalmasi ile ortaya ¢ikan ve cocukluk ¢aginda yaygin olarak goriilen bir 16semi tipidir.
B hiicrelerin olgunlagmasi, kemik iligindeki lenfoid onciil hiicrelerin farklilagsmasi ile
meydana gelir. B hiicre olusumu E2A (“helix-loop-helix™ protein), EBF (“early B cell
factor”) ve PAXS5 gibi yazilim faktorlerinin kontrolii altindadir [1]. PAXS5; Hiicre
gelisimde, farklilasmada ve hiicre gocilinde rol oynayan “paired box” gen ailesine ait
liye bir yazilim faktoriidiir [2]. B hiicre gelisimi i¢in dneme sahip olan PAX5 yazilim
faktorii, hedef genlerini hem baskilama hem de aktive etme Ozelligine sahiptir. Bu
sayede, B hiicre gelisiminde rol oynayan onemli genleri aktive ederken, diger hiicre
serilerinin gelisiminde 6nemli genlerin susturulmasim saglar. Pax5 proteinin anlatimi
onciil B hiicrelerinden, erken plazma hiicrelerine kadar devam eder. Bu anlatim B

hiicrelerinin plazma hiicresine donlismesiyle sona erer [3].

PAXS5 geninin normal B lenfositlerin gelisimindeki rolii uzun zamandir
bilinmekle birlikte, B hiicre kokenli timorlerin patogenezindeki etkileri hakkinda
bilinenler ¢ok yetersizdir. Hematopoetik kok hiicreler ve onciil hiicrelerdeki kontrolsiiz
PAXS5 anlatimi T hiicrelerinin azligina, B hiicrelerinin asir1 cogalmasina neden olur. Pro
B hiicreli tiimorlere sahip B-ALL hastalariin %30’unda PAX5 gen mutasyonlari
gosterilmistir [4]. Ayrica bu gende meydana gelen karboksi ucundan gerceklesen farkl
sekillerdeki alternatif kirpilmalarin, biiyiilk delesyonlar ile karakterize oldugu
bilinmektedir [5]. Bu bolgedeki ekzon kayiplarinin PAX5 geninin diger hedef genleri ile

etkilesimini etkiledigi diisiiniilmektedir.

PAXS5 geni ile yapilan arastirmalar coklukla hiicre serileri, hayvan modelleri,
lenfoma hastalar1 iizerinedir. B hiicreli 16semilerde Pax5 gen/protein anlatimi ve
mutasyonlarinin arastirildigi caligmalar son derece yetersizdir. B hiicre gelisimi igin
kritik 6neme sahip olan PAX5 geninin B-ALL hastalarinda ve B-hiicrelerinin farkli
olgunlagsma donemlerinde (erken ve olgunlasmamis dénem) arastirilmasi, PAX5’in B-
ALL patogenezindeki roliiniin daha iyi anlasilmasinda yardimer olacaktir. Hastalik alt
gruplart arasindaki Pax5 anlatimi, hastaligin tani/takip siirecinde yararli bir belirteg

olarak kullanilabilir. Primer hasta Orneklerinde PAX5 gen mutasyonlarinin ve



delesyonlarinin belirlenmesi ve hastalarin klinik 6zellikleri ile (cinsiyet, yas, tan1 16kosit
sayisl,..vb) iliskilendirilmesi de bu genin, hastaligin prognozda muhtemel bir rolii olup

olmadigin1 gosterecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. immiin Sistem

Immiin Sistem, bakteri ve viriisler gibi yabanc1 organizmalara kars1 gelisen ve
kendinden olan ile olmayan: ayirt etme Ozelligine sahip savunma sistemidir. Immiin
yanit; dogal ve edinsel immiin yanit olmak iizere 2 ana kolda incelenebilir [6]. Dogal
immiin yanit, belli bir antijenden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan, sonucunda immiinolojik
hafiza olusmayan sadece genel olarak viicuda karsi olan1 tanimaya yonelik genel bir
yanittir. Dogal immiin yaniti; dogal oldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri, eozinofiller,

bazofiller, notrofiller, makrofajlar ve dentritik hiicreler gerceklestirir.

Edinsel immiin yanit ise, kendinden olmayan patojenin belirli epitoplarini
tan1yip, bu patojene dzgili yanitin olusmas1 ve sonucunda daha sonraki enfeksiyonlarda
hizl1 yanit olusturabilmek i¢in immiinolojik hafiza olusturan yanittir. Edinsel immiin
yanitin temel elemanlar1 B ve T lenfositleridir. Her bir B ve T hiicresi organizmadan
farklt olan epitoplar1 taniyan Ozgiin bir antijen reseptorii tasirlar. Bu kadar fazla
cesitliligi tanimayr saglayan bu sistem T hiicrelerinde T hiicre reseptorii (TCR) ve B

hiicrelerinde immiinglobulin genlerinin yeniden yapilanmalar1 ile olur.

Lenfosit hiicreleri 6zellesmis immiin cevap gelistirdiginden gelisimsel ve

fonksiyonel olarak myeloid hiicre serisinden ayrilirlar [7] .

2.2. Hematopoez
Immiin sistem hiicrelerini de iceren kanin biitiin sekilli elemanlari, kemik

iligindeki pluripotent 6zellikteki hematopoetik hiicrelerden koken alirlar [8].

Hematopoetik gelisimin ilk asamasi bir ¢cok hiicre tipine farklilasma yetenegine
sahip kok hiicrelerin, myeloid veya lenfoid Onciil hiicrelere farklilasmasiyla gerceklesir.
Hematopoetik onciil hiicrelerden olgun kan hiicrelerinin gelisimi, yani hematopoez;
fetal donemin erken evresinde vitelliis kesesinde (4-6 hafta) 6. haftadan sonra ise
karaciger ve dalakta (8. hafta) gerceklesir. Kemik iliginde iiretim 4-5. aydan itibaren
baglar. Dogumdan sonra ise, biitiin hematopoetik fonksiyonlar sadece kemik iliginde
gerceklesir. Karaciger ve dalakta hi¢ bir hematopoetik aktivite kalmaz. Kanin biitiin

sekilli elemanlar1; eritrosit, megakaryosit, lenfosit, monosit, bazofil ve eozinofiller,



farklilasma yetenegi olan pluripotent hiicrelerden koken alirlar[9]. Pluripotent
ozellikteki bu hematopoetik kok hiicreler, kendi kendini yenileyebilme (“self-renewal”)
ve farklilasma yetenegine sahip uzun donem (“long-term HSC”) hematopoetik kok
hiicrelerdir. Erken farklilagsma safhasinda uzun donem hematopoetik kok hiicreler kendi
kendini yenileyebilme 6zelliklerini kaybederek oncelikle kisa-donem hematopoetik kok
hiicrelere (“short-term HSC”) daha sonrada hizlica multipotent 6nciil hiicrelere (MPP)
farklillagirlar. Multipotent Onciil hiicreler ¢ok kisith veya hi¢ kendi kendini
yenileyebilme 6zelligi olmayan sadece lenfoid veya myeloid seri hiicrelerine
farklilagma yetenegine sahip olan Ozellikteki hiicrelerdir [7]. Farklilasan bu lenfoid
onciil hiicrelerden (“common lymphoid progenitor” = CLP) B ve T lenfositleri ile dogal
oldiiriicti (“natural killer’=NK) hiicreler olusurken, myeloid Onciil hiicrelerden
(“common myeloid progenitor’=CMP) eritroid, megakaryositik ve graniilositik/
monositik (GM) hiicreleri olugur. Multipotent 6nciil hiicreler Flt3*, Thy-1.17, c—kithi, lin
, sca-1" hiicreler olarak tanimlanirlar. Bu multipotent Onciil hiicrelerin VCAM-1"
(“vascular cell adhesion molecule”) eksprese etmeyenleri GM hiicre serilerine dogru
yonelirken, VCAM" eksprese eden hiicreler lenfoid ve diger myeloid hiicre serilerine
yonelirler [10]. Immiin sistem elemanlarindan biri olan dendiritik hiicrelerin
hematopoetik kok hiicrelerden koken alindigr bilinmekle beraber bu hiicrelerin lenfoid

onciil hiicrelerden mi yoksa myeloid onciil hiicrelerden mi farklilastigi net degildir [11].

Pluripotent Hiicre
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Sekil 2-1: Hematopoez ve kanin sekilli elemanlar:



Hematopoetik hiicreler morfolojik olarak birbirlerine ¢ok benzemelerine ragmen
fonksiyonel olarak islevleri birbirinden cok farklidir. Hiicreler, monoklonal antikor
panelleri ile taninabilen yiizey proteinleri ile birbirinden ayirt edilebilmektedir. Bu
proteinlerin standart adlandirilmast ‘CD’ (ayirim kiimesi = “cluster of differentitation’)
sayisal tanimlamasidir; bunlar belli bir hiicre serisi veya hiicre farklilasma evresini

tanimlamak i¢in kullanilir [6].

Kendi kendini yenileyebilme ve farklilasma Ozelligine sahip kok hiicrelerin
olgun hiicrelere farklilagsmasi epigenetik diizenlemeler ve transkripsiyon faktorleri gibi
ic etkenler ile sitokinler, hormonlar veya adezyon molekiilleri gibi ¢evresel faktorlerin

kontrolii altinda olur [12].

2.3. B Hiicre Gelisimi

B lenfositleri ilk defa 1960’Ii yilarin sonlarina dogru, kuslarda Bursa
fabricius’da (Bursa fabricii) bulunmus ve antikor iiretiminden sorumlu hiicreler olarak
tanimlanmistir. B lenfositleri memelilerde kemik iliginde (“Bone Marrow”), kuslarda
ise Bursa fabriciusta olgunlasti1 icin adim1 bu organlarin bas harfinden alir [13]. B
hiicreleri ontogeninin erken evrelerinde omentum ve fotal karacigerde iiretilirken
embriyonik donemin ortalarinda iiretimi kemik iliginde gerceklesmeye devam eder.
Insanlarda B hiicrelerinin farklilasmas1 ve olgunlasmasi tiimiiyle kemik iliginde

gerceklesir [14].

Hematopoetik kok hiicrelerden farklilasan genel lenfoid hiicre serisinden, B
hiicre onciilleri olusur. Genel lenfoid hiicre serisinden farklilagsarak olusan ilk B hiicresi
pre-pro B hiicresi, fraksiyon A veya CLP-2 adini alir. Bu hiicreler B hiicrelerine 6zgii
bir yiizey proteini olan B220 proteini tasirlar. B hiicre serisi olusturacak onciil hiicreler
interlokin-7’nin etkisiyle farklilasarak CD34%, CD19, CD22" pro B hiicrelerine
doniisiirler. Olgunlagsmanin bir sonraki basamagi olan pre B I hiicreleri hala erken
donem hiicre ylizey proteini CD34’ii tagisalar da olgun B hiicre belirteci CD19 yiizey
proteini agisindan pozitif hale gelmislerdir. Kromozomun agir zincir lokusundaki
immiinglobulin genleri yeniden yapilandirilarak p agir zincir proteninin olugmasini
saglar [6]. Bu asamadaki B hiicreleri pre B II biiyiik (“pre B II large™) hiicreleri adin
alirlar. Bu hiicreler CD34°, CD19*, CD10*, CD20*"* ve p agir zincirini sitoplazmik
olarak tasidigi icin sIgM’ hiicrelerdir. Pre B II biiyiik hiicreler daha sonra CD34",



CD19", CD10", CD20" yiizey proteinlerini tasiyan pre B II kiigiik hiicrelere doniisiirler.
Bu asamada hala p agir zincir sitoplazmik haldedir [15]. B hiicreleri pre B asamasinda
iken p agir zincir proteinlerinin bir kismi1 dncii bir B hiicre reseptorii olusturmak tizere
hafif zincire benzeyen iki degismez proteine bagl olarak hiicre ylizeyinde bulunurlar.
Bu asama B lenfositlerinin ilk denetim agamasidir. g proteinin yanlis rekombinasyonu
yiiziinden bu proteini iliretemeyen hiicreler, apoptoza ugrayarak elenirler. u proteini ve
erken B hiicre reseptorii kompleksi iki islem icin sinyal saglar. Oncelikle 2.
kromozomdaki Ig agir zincir rekombinasyonu durdurulur. Bunun sebebi her bir B
hiicresinin kalitimsal olarak anne ya da babadan sadece birinin allelinden gelen
immiinglobulini iiretmesidir. Allellik diglama (‘““allelic exclusion™) adi verilen bu islem
ile her bir hiicrenin tek bir 6zgiilliikte reseptdr iiretmesi saglanir. Ikinci sinyal ise Ig
hafif zincir lokusunda 6nce kappa (k) sonra lambda (A) zincirinin rekombinasyonunu
baslatir. Hafif zincirlerden biri iiretildiginde bu zincir agir zincir ile birleserek hiicre
zarinda IgM antijen reseptoriinii olusturur. Bu reseptdr, ¢cogalmayr saglayan sinyaller
gondererek hatasiz IgM reseptorii iireten hiicrelerin korunmasini saglayip, hatali
hiicrelerin apaoptoza giderek 6lmelerini saglar. Bu olay B hiicre gelisimindeki ikinci
denetim asamasidir. Dogru IgM reseptorii iireten hiicrelerin gonderdigi sinyaller
sonucunda rekombinaz enzimleri durdurulur ve rekombine olmamis diger hafif zincir
lokusundaki rekombinasyonlar engellenir. Bu sayede her bir B hiicresi, anne veya
babanin allelinden gelen kappa veya lambda zincirinin sadece bir tanesini iiretir. Hiicre
yiizeyinde IgM iireten B hiicreleri olgunlasma basamaginin bir sonraki evresi olan
olgunlagmamis (immatiir) B hiicreleri adimi alir. Olgunlagsmamis B hiicreleri yiizey

proteinleri agisndan CD34°, CD19*, CD20""*** hiicrelerdir (sekil 2-2).
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Sekil 2-2: B hiicre gelisimi ve hiicrelerin farkh yiizey proteinleri [15]



Bu hiicrelerin olgun B lenfositlerine doniismesi ise kemik iliginde veya kemik

iligini terk ettikten sonra periferik kanda gerceklesir [6].

2.3.1. B hiicre gelisiminde etkili olan yazilim faktorleri

Hematopoetik hiicrelerin gelisimi ve hiicrelerin farklilasmasi transkripsiyon
faktorlerinin ve cesitli sinyal ileti yollarmin kontrolii altindadir. B lenfogenezi erken
donemde {iretimi baglayan yazilim faktorleri ve V(D)J rekombinasyonuna ugrayan
immiinglobulin genlerinin yeniden yapilanmalarinin kontroliinde olur [16]. Erken B
lenfosit gelisimi ve B lenfositlerine farklilagsmasi, IL-7R ve FLT3 ( fms benzeri tirozin
kinaz 3) biiylime faktorleri ile PU.I, E2A, EBF ve PAX5 gibi yazilim faktorlerinin
aktivasyonu sonucu gerceklesir [3]. Hayvan modelleri ile yapilan c¢aligsmalarda,
interlokin 7 reseptorii ve FLT3 geninin susturuldugu farelerde B hiicre yetmezligi
olustugu goriilmiistiir [17]. Yine PU.I ve IKAROS gibi genler sadece B hiicresine 6zgii
genler olmamakla birlikte bu genlerdeki bozukluklarin B hiicre gelisimini bozdugu
yapilan caligmalarda gosterilmistir [16]. Erken dénem yazilim faktorlerinden E2A ve
EBF yoklugunda B hiicrelerinin IgH yeniden yapilanmasi gergeklestirmeden onceki

safhada gelisimlerinin durdugu gozlemlenmistir [16].

PAXS5 yazilim faktorii ise yine erken B hiicre gelisiminde rol oynayan dnemli bir
gendir (Sekil 2-3).

PAXE peni
Pre-BCR BCR fonksiyonlarimin
rekambmast opu sinyali sinyali inhibisyonu
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1 By
dncil 3
lenfoid Pre-pra-B Pra-B Pre-B Immatur Matur aktive B Plasma
B B hiicresi

hiicreler

PAXS EKSPRESYONU

Sekil 2-3: B hiicre gelisimi siirecinde PAX5 anlatiminin rolii [3]

B hiicre reseptoriiniin agir zincirinde meydana gelen V J ve hafif zincirinde

meydana gelen V(D) J yeniden yapilanmalari, lenfositlere 6zgii rekombinaz genleri olan



RAGI (“recombination activating gene 17) ve RAG2 (“recombination activating gene
2”) ile TdT kontroli altinda gerceklesen ve pro B asamasindaki hiicreler igin
karakteristik bir siirectir [15]. Ilk meydana gelen 6ncii B hiicre reseptorii iki agir zincir
ve bunlarin VpreB (VPREBI1) ve A5 (IGLLI1) adli iki bileseninden meydana gelir.
Olgun B hiicrelerindeki B hiicre reseptdr kompleksi, sitoplazmik domainlerinde ITAM
motifi (“immunoreceptor tyrosine-based activation motif”’) bulunduran Iga (CD79a) ve
IgB (CD79b) iizerinden SYK, SRC ailesi kinazlarindan olan LYN, FYN, BLK ve bruton

tirozin kinaz (BTK) sinyal yolagini kullanarak B hiicresinin ¢ogalmasin saglar [18].

2.4. PAX gen ailesi ve PAX5 geni ozellikleri
PAX gen ailesi oldukga eski ve evrimsel siirecte korunmus bir gen ailesidir. 4 alt

grupta incelenen toplam 9 iiyesi bulunur.

Grup 1’de PAXI ve PAX9 grup 2°de PAX2, PAX5, PAX8 grup 3’te PAX3 ve
PAX7, grup 4’te ise PAX4 ve PAX6 yer alir. Embriyonik donemde ve organogenezde
gorev alan PAX ailesi iiyeleri; 128 aminoasitlik N-terminal “paired domain” bdlgesi,
“homeo domain” bolgesi ve DNA’y1 baglayarak transaktivasyonu azaltan “octapeptid
domain” bolgesi bulundurarak hedef genlerini transkripsiyon asamasinda etkiler ve bu

genlerin anlatimlarini diizenler [2].

PAXS, ilk olarak 1989 yilinda deniz kestanesinde kesfedilmis ve dokuya 6zel
aktivator protein (TSAP “tissue spesific activator protein”) adini almistir. Daha sonra
1991 yilinda memelilerde B hiicre gelisimde gorev aldig1 kesfedilmis ve adi BSAP (“B
cell spesific activator protein”) olarak degistirilmistir [19]. Biyokimyasal saflastirmasi
ve klonlanmasi sonucu bu genin PAX ailesi iiyesi oldugu anlagilmis ve PAX5 olarak
adlandirilmistir [20]. PAX5 geni temel olarak B hiicre gelisiminde gorevli bir gen olsa

da ortabeyin gelisiminde de rolii oldugu gosterilmistir [21].

9pl3te yer alan PAX5’in 10 ekzonu olmasina ragmen; TATA bdlgesi igeren
ekzon 1A ve TATA bolgesi acisindan fakir ekzon 1B olmak iizere 2 ayr1 promotdr
bolgesi bulunur. Ekzon 1B’ye sahip olan PAX5, B lenfositlerinde aktive olurken,

EkzonlA’ya sahip olan PAXS ise santral sinir sistemi ve testiste aktive olur [22].

PAXS; diger PAX ailesi tiyeleri gibi; N terminal ucunda bulunan bir “paired
domain” bolgesi, oktapeptid bolgesi, “homeo domain” bolgesi ile sadece grup 2 PAX

ailesi iiyelerinde bulunan (pax2, pax5, pax8) ve hedef genlerinin anlatimini arttirmasini



saglayan bir prolin, serin ve threonin agisindan zengin (PST) transaktivasyon (TD)
bolgesi ve hedef genlerini C-terminal bolgesinden yakalayarak anlatimlarimi azaltan

baskilayici (inhibitory) bolgesinden olusan bir gendir [2]. (sekil 2-4)

( PD H m ToA, [N

Ekzon 1B' Fl I 3 Tgl 5 J 6 7 F's T 9 T1p

Sekil 2-4: PAX5 Geni yapisi; PD; Paired Domain, O;Oktapeptid bolgesi, H;
Homeodomain, TD-A;Transaktivasyon bolgesi, I;Baskilayici (Inhibitory)
bolge[4]

PAX2, PAX5 ve PAX8’1 iceren PAX ailesinin 2. alt grubunda bulunan genlerde
insanlarda farkli protein dizileri ve karboksi ucundan degistirilmis farkli sekillerdeki
alternatif kirpilmalar1 da tespit edilmistir. Bu alternatif kirpilmalar, sadece
transaktivasyon veya sadece baskilayic1 bolgede, ya da her ikisini kapsayan bir sekilde
olabilmektedir. PAX5 geninin ugradigi degisimler ise 3’ ucundan ve ekzon 7-8-9’u
kapsayacak sekildedir (sekil 2-5). Yapilan caligmalarda, pax5A7, pax5A7/8 ve
pax5A7/8/9 formlarmin yeni bir protein olusturdugu, bu proteinin transaktivasyon
bolgesindeki (TA) PST a¢isindan zengin kismi1 ¢cok daha fazla tasidigi ve bu nedenle TA
bolgesinin daha giiclii bir baglanma sagladigi gosterilmistir. Pax5A8 ile pax5A9
delesyonunu tasiyan formlarda ise transaktivasyon ag¢isindan bir farklilik tespit
edilmedigi gosterilmistir. Ayrica biiyiikk delesyonlarla meydana gelen ekzon kayiplari

PAXS5 geninin diger hedef genleri ile etkilesimini etkiledigi diisiiniilmektedir [5].
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Sekil 2-5: PAX5 geninde goriilen delesyonlar [5]

Bu delesyonlarin onkogenik olup olmadigi hala bilinmemekle beraber bu
varyantlarin PAX5 ve diger hedef genlerinin anlatimim degistirebilecegi i¢in timor

gelisiminde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir [23].

PAXS5 geninin diger Onemli bir Ozelligi ise allellik dislama &zelligini
gostermesidir. Bir ¢cok memeli genleri anne ve babadan gelen iki farkl allel tarafindan
tiretilir. Bunun avantaji, mutasyonlar sonucu herhangi bir allelde bir sorun olustugunda
diger allelin gorevini yerine getirmeye devam etmesidir. PAX5 geni, B hiicre gelisimi
sirasinda allel 6zgii anlatim gosterir. Hiicrelerin PAX5 anlatimi, pro B asamasindan
olgunlasmamis B hiicresine gelene kadarki siirecte, sadece iki allelden biri tarafindan
gerceklestirilir. Bu gende olusacak mutasyonlar, sadece B hiicrelerinde mutant

proteinin iiretilmesine neden olacaktir [24].

2.4.1.1. PAXS5 geninin B hiicre gelisimindeki rolii

PAXS5 geninin DNA baglama aktivitesi ilk olarak Cobaleda ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir [3]. PAX gen ailesinden sadece PAX5 hematopoetik sistemde
gorevlidir. PAX5 gen anlatimi lenfoid Onciil hiicrelerden pre-pro asamasindaki B
lenfositlerine geciste baslar, B hiicrelerinin plazma hiicresine farklilagsmasiyla son bulur
[3]. PAX5’in transaktivator ve baskilayic1 bolgesi olmasi nedeniyle hedef genlerini hem
baskilama hem de aktive etme 6zelligine sahiptir. Bu sayede PAX5 B hiicre gelisiminde
rol oynayan 6nemli genleri aktive ederken, diger hiicre serilerinin gelisiminde gorevli

Onemli genlerin susturulmasm saglar. T hiicre gelisiminde 6nemli rolii olan NOTCHI,
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makrofaj gelisiminde gorevli MCSF-R (“Macrophage colony-stimulating factor-
receptor / Makrofaj koloni stimiile edici faktor-reseptor”), Onciil hiicrelerin
farklilagmasinda 6nemli olan FLT3 gibi farkli hiicre serilerinde gorevli genlere ek
olarak Scal gibi hiicre yiizey proteinleri, CGRP, Gp49p gibi myeloid hiicrelerin
farklilagmasinda gorevli genler ile CCL3, CCL9 gibi baz1 kemokinler ve EMB, CCR5
gibi adezyon ve hiicre gogiinde gorevli genler gibi yaklasik 110 adet gen PAX5

tarafindan baskilanan genler olarak tanimlanmistir [25].

Bunun yaninda B hiicre gelisimi ve B hiicre reseptor sinyal iletisinde énemli bir
cok genin aktive olmasi PAX5 tarafindan kontrol edilir. Pre B hiicre reseptoriinde ITAM
motifi ile iletiyi saglayan Igo (CD79a), VpreB, AS ve yine B hiicre reseptoriinde gorevli
CD19 ve CD21 yiizey proteinleri, merkezi adaptor protein olan BLNK (“B cell linker
protein”), Ig yeniden yapilanmasinda gorevli RAG2, PAXS tarafindan aktive edilen 170
gen arasindan birkagidir [26]. (sekil 2-6)

pre-BCR
cD19 V-DJ
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Sekil 2—-6: B hiicre reseptor yolagi; kirmiz ile gosterilen genler PAX5 tarafindan etkilenen
genlerdir [3].

PAXS5 olgun B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasmasim da engeller.
XBPI1 (“X-box binding protein 17), J Chain, BLIMP-1 (“B lymphocyte-induced
maturation protein-1") gibi B hiicrelerinin plazma hiicresine doniismesini saglayan

genler PAX5 tarafindan baskilanan genler arasindadir. Tavuk olgun B hiicrelerinde Pax5
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geni susturuldugu zaman bu hiicrelerin belirli antijenler ile uyarilmasi sonucu Blimp-1
gibi genlerin anlatimini arttirarak plazma hiicresine doniistiigii ve IgM salgiladigi

gosterilmistir [27].

Busslinger ve arkadaglarimin yaptigi bir calismada Pax5” farelerde B hiicre
gelisiminin pro B asamasinda kaldigi gosterilmistir [28]. Pax5" pro B hiicrelerinin
kendi kendini yenileyebilme 6zelliklerini kazandigi, B hiicrelerine ait olmayan Fit3 gibi
genleri aktive ettigi, CD19 gibi Pax5 bagimli genlerin aktive olmadigi ve bu hiicrelerin
IgH yeniden yapilanmalarini gerceklestiremedigi goriilmiistiir. Ayrica bu hiicrelerin
cesitli sitokinler ile uyarilmasi sonucu diger hiicre serilerine farklilagabildiklerini

gozlemlemiglerdir. (sekil2-7)

ii i  THiicresi
Makrofaj NK Hiicresi I

3 ©-®:

Eritrosit @i \ \
8 N\
\

Paxs™"

T

__*________

N | S —
— sl p ==
@@+ @ > @~
Lenfosit dnciil ProB Pre B Matir B Plazma
Hiicreleri q Hicresi
PAXS5 ANLATIMI

Sekil 2-7: Pax5" Hiicrelerin Diger hiicre serilerine doniisebilme yetenegi [12]
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Aym grup olgun B hiicrelerinde Pax5 genini susturdugunda, bu hiicrelerin 6nce pro B
asamasina geri dondiigiinii daha sonra sitokinler ile uyarildiginda farkl: hiicre serilerine
farklilagabildiklerini, bu kars1 hiicre serisine farklilagmanin (“transdifferentiation™)

hiicrelerin olgun B asamasindayken gergeklesemedigini gostermislerdir [12]. (sekil:2-8)

Onciil T hiicresi Olgun T hiicresi

= ¥

i ‘\II 4
@ — "\g}
‘x i kar;l-farkllla;ma

. PAXS
gerl farklilasma |nakt|vas'y'onu
Pro 8 PreB Matiir B Plazma
Hicresi
?

Lenfoma Pre B ALL

Sekil 2-8: PAX5 inaktivasyonu sonucu meydana gelen karsi farkhilasma ve geri
farklilasma

2.5. KANSER

Kanser, somatik hiicrelerin genetik bir hastaligidir. Tiimor karyotiplerinin ¢cogu
sayisal ve yapisal bircok bozukluk tagir. Gelismis iilkelerde, ortalama olarak bes kisiden
biri kanser nedeni ile hayatim kaybetmektedir. Kanserin 6nemi ise cok hiicreli
organizmalarda hiicre davranig bozukluklarini yansitmasindan ileri gelmektedir. Kanser
hiicreleri, ¢ok hiicreli organizmalarin kurulus ve gelisimi ile ilgili en temel davranig
kurallarim1 bozarak gelisim gosterirler. Asir1 bliinme ve normalde baska hiicrelere ait
olan bolgelere yayllma ve o bdolgelerde klonlasma kanser hiicrelerinin en belirgin

ozelliklerindendir.

Kanserler, koken aldiklar1 doku ya da hiicre tipine gore siniflandirilirlar. Epitel

hiicrelerden kokenlenen tiimorler karsinoma, bag dokusu ya da kas dokusundan
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kokenlenen tiimorler sarkoma olarak adlandirilir. Her iki simiflandirmaya da uymayan

ve hematopoetik hiicrelerden kbkenlenen kanserler ise l6semi adi alirlar [29].

2.5.1. Losemilerin Tanmimu ve Siniflandirilmasi

Losemiler, hematopoetik hiicrelerin habis transformasyonu sonucu gelisen,
heterojen, neoplastik hastaliklar grubudur. Morfolojik yonden, hastaliga tutulan hiicre
dizisinin tipine gore (myeloid ya da lenfoid) ve prolifere olan kan hiicresinin geng ya da
olgunlagmis olmasina gore (akut ya da kronik) siniflanirlar [30]. Losemiler diger kanser
tiplerinden farkli olarak ¢ok nadir sekilde ailevi karakter gostermekte ve bu da olayin
nedeninin tek gen defektinden ¢ok multifaktdryel iligkisinin  oldugunu

diistindiirmektedir.

Akut Iosemiler, olgunlasmamis blast hiicrelerinin kemik iligindeki normal
hematopoetik elemanlarinin yerlerini almalariyla ortaya ¢ikar, myeloid ya da lenfoid
hiicre serilerinden kokenlenirler. Kronik 16semiler ise, myeloid Onciil hiicrelerin

yayilmasindaki ve farklilasmasindaki artis ile ortaya ¢ikar [30].

Akut 16semilerde 16semik hiicrelerin kemik iligini asir1 istilas1 sonucu normal
kan hiicrelerinin yapimi engellenir ve buna bagl olarak anemi, enfeksiyon, kanamalar

meydana gelir. Losemik hiicrelerin kdkenine gore akut l6semiler 2 ana gruba ayrilir:
1- Akut Lenfoblastik Losemi

2- Akut Myeloblastik Lésemi

2.5.2. Akut Lenfoblastik Losemi

ALL, cocuk ve yetigkinleri etkileyen, lenfoid progenitér hiicrelerin malign
hastaligidir [31]. Tiim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin yaklasik %25’ini olusturmaktadir.
Terapotik ajanlarin son 20 yilda gelismesiyle ¢ocukluk cagi ALL tedavisinde bir ¢ok
ilerleme kaydedilmistir. Hastalarin hala %25’i niikse ugrarken biiyiik cogunlugu
tamamen iyilesme sansma sahip olabilmektedir. Hematopoetik kokenli tiimdrlerin
sebebi genellikle farklilasmayr kontrol eden proto-onkogenlerin aktivasyonuna veya
cogalmasina neden olan spesifik kromozomal translokasyonlar sonucu olur. ALL’de
anoploidiler ve kromozomal translokasyonlar tam1 ve tedavi icin biiyilk Onem
tasimaktadir. ALL hastalarinin yaklagik %25°1 yiiksek hiperdiploidi (>50 kromozom)
gosterirler. Bu durum hastalar i¢in kemoterapiye iyi yamit vermek demek iken,

hipodiploidi (<45 kromozom) olan hastalar genelde kotii prognoz gosterirler.
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ALL’lerin yaklasik %75’inde kromozomal translokasyonlar —mevcuttur
t(12;21)(p13;922) translokasyonu olan hastalar daha iyi prognoz gosterirken, BCR-ABL
fiizyon proteinin olusmasimma sebep olan ve ALL hastalarinin %2-5’inde goriilen
t(9;22)(q34;q11) translokasyonu ile t(4;11) translokasyonu kotii prognoz belirteci olarak
bilinir [32].

2.5.2.1. B Hiicreli Akut Lenfoblastik Losemi (B-ALL)

Pediyatrik 16semi hastalarinin yaklasik %75°1 immiinglobulin gen yeniden
yapilanmalar1 ve hiicre yiizey proteinlerindeki artisa bakilarak B-ALL olarak
simiflandirilmaktadir [33]. B-ALL’de karyotipik ve molekiiler genetik anormallikler
kapsamli bir sekilde tanimlanmistir. Hastalarin %30’undan fazlasinda TEL-AMLI,
MLL-AF4 ve E2A-PBX translokasyonlar1 saptansa da B-ALL hastalarinin biiyiik
cogunlugu bagka genetik anomalilikler ve yaygin olmayan kromozom degisimlerini
tagimaktadir. Bu hastaligin temelinde apoptoza kars1 direng ve malign hiicrelere biiylime
avantaj1 kazandiran genler veya sitokin gibi dig faktorlerin olabilecegi diistiniilmektedir.
Pediyatrik B-ALL kemik iligi kokenli bir hastaliktir. Ancak bu hastalik yenidogan ve
cocukluk cagi hastalarinda biyolojik ve klinik olarak farkliliklar gostermektedir [34].
Yenidogan B-ALL hastalarinda MLL-AF4 t(4:11) translokasyonu bifenotipik B/myeloid

serili 16semiye neden olabilir.

Baz1 pro B-ALL hastalarinda bulunan E2A-HLF fiizyon genine neden olan
t(17:19) translokasyonunun apoptoza karsi dirence sebep oldugu gosterilmistir [35].
E2A geninin katildig1 diger bir translokasyon ise E2A-PBX] fiizyon genine sebep olan
t(1;19) translokasyonudur. Bu translokasyon pre B-ALL hastalar1 i¢in karakteristik olup
bu alt grup hastalarinin yaklasik %25’ inde goriiliir [36].

2.5.3. PAX5’in onkogenezdeki 6nemi

PAXS5 geni dzellikle ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semilerde oldukca dikkat
ceken bir hedef gendir. Onciil B hiicreli malignansilerin %30’u PAX5 monoallelik kayip
veya nokta mutasyonlar1 gosterir. 2007 yilinda Mulligan ve arkadaglarinin yaptigi bir
calismada 242 pediyatrik B-ALL hastasinin %31,7 sinde PAX5 geninde mutasyon tespit
edilmistir [4]. Yine Familiades ve arkadaslarinin 119 yetigkin Pro B-ALL hastasinda
yaptig1 ¢calismada hastalarin %30’un da PAX5 mutasyonu tespit edilmistir [37].
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Izotip déniisiimii veya somatik hipermutasyonlarin lenfomagenezde onkogenik
mutasyonlara veya kromozomal translokasyonlara sebep olabilmektedir. Aktivasyon
bagiml sitidin (AID - “activation-induced cytidine”) geninin bu iki siiregte Snemli rolii
oldugu bilinmektedir. AID geninin PAX5’in aktive ettigi genler arasinda yer almasindan
otiirli, B hiicrelerinde gelisen izotip doniisiimii ve somatik hipermutasyonlara dolayl

olarak PAX5 geninin de etkisi bulunmaktadir [26].

Yaygm biiyiik B hiicreli lenfomalarin (DLBCL) %50’sinden fazlasinda atipik
hipermutasyonlar tespit edilmistir [38]. Immiinohistokimyasal ¢alismalarda da klasik
Hodgkin lenfomalarda ve B hiicre serili lenfomalarda pax5 proteinin artig
gozlemlenmistir [39]. Kontrolsiiz PAX5 anlatimi sadece 16semilerde degil glioblastoma,

noroblastoma ve medulloblastomada da gosterilmistir [40].

Delesyonlar ve mutasyonlar haricinde hematolojik kanserlerde PAXS5’in
tanimlanmig bircok translokasyonu vardir. En sik rastlanan B hiicreli non hodgkin
lenfomalarda goriilen PAXS-IGH fiizyon proteini olusturan t(9;14) translokasyonudur
[40]. Bu translokasyon olgun B hiicrelerinde pax5 inaktivasyonunu engelleyerek bu
hiicrelerin plazma hiicresine farklilasmasim engeller [41]. PAX5 geninin katildig1 diger
bir translokasyon ise PAX5 ile elastin (ELN) genini iceren t(7;9)(ql1;pl13)
translokasyonudur. Yapilan ¢alismalarda in vitro olarak PAXS-ELN fiizyon proteinin
CD19 anlatimin1 bloke ettigi gosterilmistir. Bu yiizden bu translokasyonun hiicrelerin B
hiicre farklilasmasin1 pro B asamasinda durdurarak 16semiye yol actig1 diisiiniilmektedir

[42].

B hiicreli ALL hastalarinin %1’inden azinda yeni bir fiizyon proteine yol acan
t(9,22)(p13;q13) translokasyonu yine PAX5 geninin TEL geni ile fiizyon protein
olusturmasi ile olusur [43]. PAX5’in FOXP1, ZENF521, PML, AUTS2 ve C20o0rf112
fiizyon proteinlerini olusturan translokasyonlar1 tanimlanmis olsa da fonksiyonlari

bilinmemektedir [44].

Diger bir taraftan, Pax5” farelerde B hiicrelerinin pro B asamasina geri dénmesi
ve kendi kendini yenileyebilme (“self-renewal”) ozelliklerini kazanmalar1 PAX5
anlatimimin mutasyonlar veya negatif diizenleyici translokasyonlar1 sonucu durmasinin
onkogenezde rolii olup olmayacagi diisiincesini dogurmustur. Yapilan calismalarda
Pax5” farelerin bir kisminda B hiicreli lenfoma gelisirken, IgH lokusunun susmasina

neden olan t(9;14) (Pax5-Igh) translokasyonuna ugratilmig farelerde beklenmedik
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sekilde T hiicre gelisiminin bozularak bu farelerde T hiicreli lenfoma gelistigi

gozlemlenmistir [40].

Bu calisma ile B hiicre gelisimi i¢in kritik 6neme sahip olan PAX5 geninin, B-
ALL hastalarinda ve hastalik alt gruplarinda (erken ve olgunlagsmamis ddnem)
aragtirilmasint amaglanmistir. Planlanan bu ¢alisma ile dncelikle PAX5 gen ve protein
anlatimlar1t normal B hiicrelerde, 16semi hiicre serilerinde ve B-ALL hastalarina ait
primer tiimoér oOrneklerinde belirlenmistir. Ikinci olarak hastalardaki PAX5 gen
mutasyonlar1 ve delesyonlar saptanmistir. Sonucta amaclanan PAX5 geninin B-ALL
hastalarinda nasil ve neden bozuldugu ve bu genin B hiicreli 16semi patogenezindeki

roliiniin aydinlatilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Calisma, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklart AD.
Hematoloji/ Onkoloji Bilim Dali (n=21), 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg
ve Hastaliklar1 ve I¢ Hastaliklari AD’lart Hematoloji Bilim Dali (n=26), Saglk
Bakanhigi Goztepe Hastanesi (n=24), Saglik Bakanlhigi Bakirkdy Hastanesi (n=20) ve
Saglik Bakanligt Okmeydanm Hastanesi (n=11) Cocuk Hematoloji Birimleri, Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar1 AD. Hematoloji/ Onkoloji
Bilim Dali (n=1), Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhig1 ve Hastaliklar1 AD.
Hematoloji / Onkoloji Bilim Dali (n=3), Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar
Egitim ve Arastrma Hastanesi (n=2),Van Yiiziincii Y1l Universitesi (n=1), Malatya
Universitesi (n=1), ve Sisli Etfal (n=3) birimlerinden B-ALL tanis1 almis ¢ocukluk cag1
(0-18 yas) 134 olguda gerceklestirilmistir. Hasta materyali 2007-2010 yillar1 arasinda
anabilim dalimiza rutin translokasyon hizmeti almak i¢in gelen hastalarin sonuclari
raporlandiktan sonra, arta kalan 6rneklerden elde edilmistir. Calisma I1.U. Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisii (DETAE) Genetik ve Immiinoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
yapilmigtir. Calisma 6ncesi 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul’'undan onay alinmis
ve Ornekleri alinan tiim hastalara ¢alismanin kapsamim detaylar1 ile anlatan goniillii
onam formu imzalatilmistir. Hastalarin immiinfenotiplerine gore ayrimi EGIL
siiflamasina uygun olarak yapilmistir [45]. Kontrol grubu olarak; 3 saglikli kontole ait
periferik kandan ayristirilan CD19 + hiicreler, travma nedeniyle ortopedi klinigine
basvuran goniillii olur formu imzalatilmis saglikli kemik iligi 6rnekleri ve bu 6rneklerin
iciinden akan hiicre 6lcer yardimiyla ayristirilmis pro B(CD34+,CD22+,CD19-) pre B
(CD34+,CD19+,CD20+) ve olgunlagmamis B (CD34-,CD19+) hiicreler kullanilmistir.

3.1.2. B-ALL Hastalarina ait klinik parametreler

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6zellikleri Tablo 3-1’de gosterilmistir.
Akut 16semi hastaliginin prognostik belirteclerinden birisi de hastalarin kemik iligi blast
yiizdelerinin %20’den yiiksek olmasidir. Hastalarimizdan bir tanesinin kemik iligi blast
yiizdesi %16 olmasina ragmen immiinfenotip bulgularina bakilarak hastaya B-ALL
teshisi koyulmasi sebebiyle bu hastada ¢aligmaya dahil edilmistir.



Tablo 3-1: Hastalarin Klinik Parametreleri

KLINiK PARAMETRELER

CINSIYET
Kadin
Erkek
YAS
<lyas
<10 yas
210 yas
Tani beyaz kan hiicresi
degeri (WBC) (G/L)
Medyan
Minimum-maksimum
degerler

Tani Hb degeri(g/dl)

Medyan
Minimum-maksimum
degerler
Tani Plt degeri (G/L)
Medyan
Minimum-maksimum
degerler
Kemik iligi blast yiizdesi (%)
Medyan
Minimum-maksimum
degerler

Translokasyonlar
t(4;11)
t(9;22)
t(12;21)
Tumor lysis
Var
Yok
Bilinmeyen
Merkezi Sinir Sistemi
Tutulumu
Var
Yok
Bilinmeyen
Lenfadenopati
Var
Yok
Bilinmeyen
Splenomegali
Var
Yok
Bilinmeyen
Hepatomegali
Var
Yok
Bilinmeyen

PRO B ALL
(n=17)

12800
3110-238000

9.2
5.1-11.3

77000
1500-363000

84
41-100

(o]

10

PRE B ALL
(n=107)

62
45

88
19

12900
1700-702000

8.25
1.4-11.9

52500
3000-490000

92
16-100

11

66
38

31
76

37
35
35

45
31
31

48
29
50

Olgunlasmamig B ALL
(n=10)

59400
6200-290000

6.5
5.3-13

37000
34000-130000

94
88-100

19

Toplam B ALL
(n=134)

74
60

103
31

28360
1700-702000

1.4-13

55.500
1500-490000

90
16-100

12

86
44

44
89

47
46
40

56
42
36

64
35
55



3.1.3. Kimyasallar

B-Merkaptoethanol Sigma, Almanya
Etil Alkol Merck, Almanya
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Bromfenol mavisi Sigma, Almanya
Gliserol Sigma, Almanya
Tris baz Sigma, Almanya
Ponceau S Sigma,Almanya
Nonidet P40 (NP40) BDH, Almanya
Sodyum florid Sigma,Almanya
EDTA Sigma, Almanya
TEAA Buffer A Wave System
TEAA Buffer B Wave System
Syringe Wash Solution Wave System
Buffer D Wave System

%40 Akrilamid Sollisyon AppliChem,Almanya

Agaroz invitrogen, Isvicre
Yagsiz siit tozu Santa Cruz, Ingiltere
Sheat Fluid BD, ABD

TEMED Sigma, Almanya
Amonyum persiilfat Applichem, Almanya
Metanol Merck, Almanya

3.1.4. PZR Materyali
GoTaq DNA polimeraz (10U/ul) Promega, ABD

5X Colorless Flexi Buffer Promega, ABD

25mM MgCI2 Promega, ABD
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10mM dNTP miks MBI Fermentas, Litvanya

3.1.5. cDNA Sentez Materyali

5X RT Buffer MBI Fermentas, Litvanya
10 mM dNTP miks MBI Fermentas, Litvanya
DTT MBI Fermentas, Litvanya
RNaz inhibitor (20U/ul) MBI Fermentas, Litvanya
Revers Transkriptaz (200 U/ ul) MBI Fermentas, Litvanya
Random primer MBI Fermentas, Litvanya

3.1.6. Kullanmilan Tampon ve Cozeltiler

Etidyum Bromiir
Steril ddH,O ile 10mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

Agaroz jel yiikleme tamponu (50X)

10 ml steril ddH,O icinde %0,25 Bromfenol mavisi, %30 gliserol olacak sekilde

hazirland.
Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)

121 gr Tris baz, 28,5 ml glasiyal asetik asit, 50 ml EDTA 0,5M ddH,O ile 500 ml’ye

tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

Soliisyon D

10 ml EL (eritrosit lizis) ¢ozeltisi icinde 100 pl f-Mercaptoetanol eklendi.
Lysis Buffer

250 ml ddH,O icinde 1mM Tris (pH:8) , SM NaCI, 0.5M EDTA, 0.5M NaF, 25 ml
%100 gliserol, 2.5ml NP40 olacak sekilde hazirland1.

0.5 M Tris pH 6.8
15.1 gr Tris’e 250 ml’ye kadar ddH»O eklenir. SN HClI ile pH ayar1 yapild1.
1.5M Tris pH 8.8

45.4 gr Tris’e 250 ml’ye kadar ddH,O eklenir. SN HCI ile pH ayar1 yapild1.
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Elektroforez Buffer
1000 ml ddH,O igerisine 145 gr glisin, 30 gr tris, 50 ml %10 SDS eklendi.
10X blot buffer pH 8.0

1000 ml ddH,O icerisine 144.1 glisin, 30.3 tris eklendi. 1X blot buffer hazirlanirken

%20 metanol eklenerek sulandirildi.

10X TBS

1000 ml ddH,O igerisine 100 mM Tris, 1.5M NaClI eklendi. SN HCI ile ph 7.4°e

ayarlandi.
TBS-Tween

100 ml 10X TBS iizerine 900 ml ddH,O koyuldu. Hazirlanan soliisyona %0.05 tween
20 eklendi.

2X Protein Loading Buffer

30 ml ddH,O icerisine 6ml 1.5M Tris pH 6.8, 4.5 ml beta-merkapto-ethanol, 9ml %20
SDS, 10.34 ml %87 gliserol, 250ul, Broom fenol mavisi eklendi.

StripBuffer
50 ml ddH;O igerisine 6.25 ml 0.5M tris pH6.7, 10 ml %10 SDS, 349 ul B-ME eklendi.
3.1.7. Kullanmilan Cihazlar
Hassas terazi (Shimadzu)
Otomatik pipetler (Glison, Eppendorf)
Ceker ocak (Kermanlar)
Otoklav (Kermanlar)
Distile su cihaz1 (Millipore)
Buzdolab1 ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Arg¢elik, Sanyo, Bosch,
Heraeus Sepatech)
Sogutmali santrifiij (Eppendorf)
Masa iistii mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)

CCD kamera- bilgisayar donanimi (BIO-RAD)
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Elektroforez aleti (Stratagene)

Gii¢ kaynag1 (Stratagene)

PZR cihazi (Techne)

Vorteks (Kermanlar)

Flow kabin (Thermo Scientific)

Spektrofotometre (Nanodrop)

DHPLC (Wave System)

Flow Sitometri- FACS Aria II (Becton Dickinson)
Blotting cihaz1 (Thermo Scientific)

Mini SDS/PAGE elektroforez (Thermo Scientific)

VI-CELL cell viability analyzers (Beckman Coulter)

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Lokosit izolasyonu

Hastalardan alinan kan/kemik iligi o©rneklerinden fikol-histopak (Ficoll-
hypaque) yontemi kullanilarak Iokosit izolasyonu yapilmistir. Fikol ile ayristirma
yontemi yogunluk gradientine dayanmaktadir. Pihtilagmamis kan veya kemik iligi
ornegi fosfat tampon ¢ozeltisi ile (PBS) sulandirildiktan sonra dikkatlice fikolun iizerine
yayilir. 2060 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte 3 faz gdzlemlenir.
Ornekler; en altta sedimentasyona ugrayarak dibe ¢oken eritrositler ve yogunluklari
nedeniyle ayristirma soliisyonu olan fikolu gegebilen graniilositler, orta fazda “buffy
coat” adi verilen ve ayristirma fazinin iistiinde toplanan mononiikleer hiicreler (lenfosit,
monosit, trombositler) en iist fazda ise plazma olacak sekilde ayrilirlar (sekil: 3-1).
Pastor pipeti ile yeni tiibe toplanan mononiikleer hiicreler, trombositlerden
uzaklastirilmak icin 2 defa PBS ile yikandi. Elde edilen Lokosit pelleti 600ul soliisyon
D icinde coziilerek, steril vidali kapakl tiipte -80°C’de saklandh.



Santrifaj Oncesi

Santriflj Sonrasi

(Dilte kan veya
kemik iligi)

<] Ficoll-Paque
(ayirma
anlisunni

Diltie plazma

Yhzuk
fragmani (MN)

Ayirma solusyonu

ttt ¢

Entrosit ve
granulositler
iceren pellet

Sekil 3-1: Fikol yontemi kullamlarak tam kandan mononiikleer hiicre izolasyonu

3.2.2. RNA Eldesi
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600ul soliisyon D (guanidyum tiosiyanat ve beta merkaptoetanol iceren kuvvetli

denaturan madde) icindeki 16kosit 6rneklerinden, standart kit protokoliine uygun bir

sekilde RNA izole edildi. (Qiagen, Almanya) RNA konsantrasyonu ve kalitesinin tayini
icin spektrofotometre (ND-1000, NanoDrop Technologies, Inc. USA) kullanildi.

3.2.3. cDNA Sentezi

Spektrofotometre kullanilarak RNA orneklerinin kalitesi ve miktarlar1 dl¢iildii.

1pg RNA ile cDNA sentezine baslandi. 20 uM random primer eklenerek 65°C’de 10

dakika bekletildi. Daha sonra reaksiyon karigimi ilave edilmek iizere buza alind1 (Tablo

3-2).
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Tablo 3-2: cDNA sentezinde kullanilan reaksiyon karisiminin kondiisyonu

Karisim miktar
5X RT Tampon 4ul

10 mM dNTP miks 2ul
DTT (0,1M) 1l
RNaz inhibitor (20U/ul) 1ul
Revers Transkriptaz (250 U/

ul) 1ul
Toplam 9ul

Hazirlanan karigim, érneklerin {izerine eklendikten sonra ornekler, 25°C’de 10
dk, 42°C’de 1 saat ardindan da 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra cDNA
ornekleri -20°C’de saklandi.

3.2.4. Es Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Es zamanli kantitatif PZR, amplifikasyon gerceklesirken izlenebilen, floresan
isaretleyicilerin kullanildig1 ve alinan floresan yogunlugunun, amplifikasyon iiriinii ile
dogru orantili olarak arttif1 bir yontemdir. Ozgiin (isaretli problar) ya da 6zgiin olmayan
isaretleyiciler (SYBR green vb) kullanilmaktadir. Isaretli problardan en sik
kullanilanlar1 hidroliz ve hibridizasyon problar ile “Molecular beacon” ve “Scorpion”

problardir [46].

Bu c¢alismada hidroliz prob c¢alisma prensibine dayanan UPL problari
kullnailmistir. Hidroliz problari DNA’ya komplementer olan ve floresan isaretlenmis
tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda ‘“fluorophore” (6-
karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6-karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) olarak adlandirilan isaretli eklentiler bulunmaktadir. 3’ uctaki baskilayici
TAMRA boyasi, 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob
hedef DNA’ya baglanma durumunda floresan sinyal ol¢iimii diisiiktiir. Cogaltilma
sirasinda ise hedef niikleik asit dizisi {izerinde primerler baglanma bolgeleri arasinda
hidroliz problar baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir olugmaya
baslar. Probun bagl oldugu bolgeye gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3
niikleaz aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gecen FAM sinyal olusturur.
DNA zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongiide iirlin cogalimi oldukca

floresan salinimi da bu artiga bagli olarak devam eder. (sekil 3-2)
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Sekil 3-2: Hidroliz probunun ¢calisma prensibi

Bu calismada, Light Cycler 480 cihazi kullanilarak (Roche Applied Sciences,
Manheim, Germany) B-ALL hastalar1 (n=134) PAX5 geni anlatim seviyeleri tespit
edildi. PAX5 genine 6zgii primer ve problar “Roche Applied Sciences” firmasinin
hizmeti olan insan uluslar arasi prob kiitiiphanesinden (UPL) yararlanilarak tasarland:.
(sekil 3-3)

Use probe #36 (cat. no. 04687949001)

Primer Length Position Tm %GC Sequence
Left 20 405 - 424 60 60 gtccecagetteccagtcacag
Right 18 452 - 469 60 67 gtgctcaceogaggacace

Amplicon (65 nt)

Sekil 3-3: PAXS5 genine uygun primer ve prob cifti
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Es zamanh kantitatif PZR’da kullanilacak karisim; Forward ve reverse
primerlerden 5uM, hidroliz probundan 0.5uM, Light Cycler 480 probe master
karisimindan (Roche Applied Sciences, Germany) Sul eklenip son hacmi 8ul olacak
sekilde hazirlanarak 96 kuyucuklu plakalara dagitildi. Karigim dagitilan her bir
kuyucugun iizerine hasta drneginden 2 ul (100 ng/ul) cDNA eklenerek gercek zamanl
PZR gerceklestirildi.

3.2.4.1. Referans genlerin belirlenmesi

Referans genler her dokuda esit miktarda ekspresyonunun oldugu bilinen
hiicresel yasam fonksiyonlarindan sorumlu genler arasindan segilir. Verilerin
normalizasyonu gercek zamanlt PZR yonteminde gen kantifikasyonu icin ana
basamaklardan biridir [47]. Bu genlerin anlatim diizeyleri, es zamanh kantitatif PZR ile
oOlciilerek, Microsoft-Excel tabanl bir yazilim olan GeNorm programi (V3.4, Belgium)
kullanilarak analiz edilmistir. GeNorm her bir deney i¢in en uygun aday referans
genlerin belirlendigi bir sistemdir. Alt yapiyr olusturan prensipler ve formiiller
Vandesompele ve ark. tarafindan tanimmlanmistir [48]. Analizler sonucunda
normalizasyon icin ABL, B-aktin, GAPDH, Siklofilin, HPRT, TBP, MRL olmak {izere
toplamda 7 referans gen analiz edilmis, Siklofilin ¢alisma grubunda en stabil olan

referans gen olarak belirlenmistir.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PAXS5 geninin promotdr, transaktivatdr ve inhibitdr bolgelerine 6zgili primerler
CLC workbench 3.6.1 (Danimarka) programi kullanilarak tasarlandi. Se¢ilen primerler
‘NCBI Blast Search’ DNA dizi karsilastirma sayfasinda taranarak bu primerlerin hem
PAXS5 geninde (NM_016734) yerlesimli oldugu hem de insan genomunda baska
bolgelere baglanmadigr kontrol edildi. Tasarlanan primerler Tablo 3’te gosterilmistir.

Primerlerin PAX5 geni iizerindeki yerlesimleri sekil 3-3’te gOsterilmistir.
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Tablo 3-3: PAXS geni delesyon ve mutasyonlar tespit etmede kullamilan primerler

Primer adi Primer dizisi Im badlanma isisi |iiriin boyu
EkzonlF AGCACTGCTGCTCTCCCG 60,4
EkzonlR COCTCACAGGTCGGAATAAT 54,8 60 341
EkzonsE AAGCGCAAGAGAGACGAA 541 | i
Ekzon9R TTCAGGCAAGTGGGGEGEAT 36,5 a5 714

Sekil-3—4:Tasarlanan primer ciftlerinin PAXS geni iizerindeki yerlesimi

EKZON 1 | 2 | 3 | a4 | 5 | 8 | 7 | 8 | @ 10
Paired| Domain Okta Hetero | Transdktivator inhibitc‘ir‘ \
pepti dimer
Lb L
F1 F2 R1 F3 R2 R3 F5 R9

Promotdr bolge (ekzon 1) mutasyonlar1 taramak i¢in F1R1 bolge PZRleri
yapildi. Transaktivator (ekzon 7-8) ve inhibitor (ekzon 9) bolgede olusan delesyonlari
ve mutasyonlar1 tanimlamak icin ise FSR9 PZR yapildi. PZR kosullar1 (tablo 3-4) ve
PZR kondiisyonlar1 (tablo 3-5) asagida belirtilmistir.

Tablo 3-4:PZR kondiisyonlari

F1R1 PZR F5R9 PZR

10X buffer S5pI| 10X buffer 5l
Mgcl2 2.5 plMgcl2 3l
dNTP (5mM 4 pl|dNTP (5mM) 3ul
F1(5pmol) 2.5 ul|F5 (5pmol) 2.5ul
R1 (5pmol) 2.5 ul|R9 (5pmol) 2.5ul
taq 0.1 puljtaq 0.3l
dH20 32.4 pl|dH20 31.7ul
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Tablo 3-5: PZR Kosullari

F1R1 PZR kosullan
Denatiirasyon 95°C 5dk

35 siklus
denatiirasyon 94 °C 1dk
primer baglanma 60 °C 45sn
uzatma 72°C 45sn
uzatma 72°C 10dk

F5R9 PZR kosullan
Denatiirasyon 95°C 5 dk

40 siklus

denatiirasyon 94 °C 1dk
primer baglanma 59 °C 50sn
uzatma 72°C 2dk
uzatma 72°C 10dk

3.2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

%?2’lik konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1gr agaroz tartilarak 50 ml
1X TAE soliisyonu icinde bir beherde c¢oziildii. Karigim mikrodalga firinda homojenize
olana kadar kaynatildi. Takiben 56°C’ye kadar sogutularak icerisine 10mg/ml stok
olarak hazirlanmig etidyum bromiir soliisyonundan 1pul ¢ceker ocak altinda eklendi. Sivi
haldeki agaroz elektroforez tepsisine dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi
icin beklendi. Tepsi 1X TAE soliisyonu iceren yatay elektroforez tankina yerlestirildi.
Toplam 50ul voliimde gergeklestirilen PZR ile cogaltilmis bolgenin kontrolii amaci ile
10 pl drnek alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile karnstirildi. %2’°lik agaroz jele
100bp DNA (Promega) marker ile yiiklenen PZR iiriinleri, 90 miliamper akimda
yaklagik 30dk. yiiriitildi. UV 151k altinda CCD kamera ile goriintiiler bilgisayara
aktarildi.

3.2.6. DHPLC

DHPLC (denatiire edici yiiksek performans sivi kromatografisi) metodu,
onceden tanimlanmig genleri, bilinen ve bilinmeyen genetik varyasyonlar ve
mutasyonlar1 i¢in analiz etmeye yarayan bir metodtur. Genlerdeki mutasyonlar1 dHPLC
sistemiyle taramak, komplementer ipliklerin DNA cift heliksini olusturmak i¢in spesifik

baglanmasina dayanir. Eger gende tek niikleotidlik bir mutasyon olusursa dahi iki
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homodupleks ve iki heterodupleks olusur ve baglanma daha gevsektir. DNA cift
sarmalin1 denatiire etmek icin yiiksek sicakliklar kullamilabilir. Eger bir mutasyon
olusursa, heterodupleksin erime 1sisi, homodupleksinkinden daha diisiik olacaktir.
dHPLC de UV deteksiyon icin UV lambas1 kullanilmaktadir. Kismen erimis DNA,
mutasyon icermeyen erimemis DNA homodupleksinden daha erken denatiire
olacagindan kolondan daha erken gececektir. Boylece analiz sirasinda, homodupleks
pikinden daha erken donemde baska bir pik gozlenecektir [49]. dHPLC sisteminin
dizilemeden ©Once kullamlmasi hem maliyeti diisiirmesinden, hem de uygulama ve

analiz kolayligindan dolayr mutasyon ve SNP taramalarinda avantaj saglamaktadir.

%2’lik jelde amplifikasyonu gosterilen Ornekler, PAX5 amplikonlarina gore
belirlenmis olan 1silarda dHPLC’ye yiiklendi (Tablo 3-5). Bu yiikleme sirasinda her
enjeksiyon basina 6rneklerden 8 pl kullanildi. Bu ¢alismada orneklerin yam sira 2 adet
standart (low ve high standartlar) ve her amplikon i¢in mutant olmadigim bilinen 2
ornek kullanildi. dHPLC’de 6rnek analizler bu standart ve kontrol 6rneklerine gore

yapildi. Farklilik arz eden hasta drnekleri ¢ift yonlii dizilemeye gonderildi.

3.2.7. Dizileme Analizi
dHPLC’de farklilik gosteren ornekler icin dizileme ve saflagtirma hizmetleri
ticari firma araciligi ile alindi. Dizileme sonuglarina online olarak ulasildi ve CLC

workbench 3.6.1 (Danimarka) programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.8. Akan hiicre olcer (Akim sitometri) ile hiicre ayristirma

Sitometri, hiicrelerin veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal
karakterlerinin incelenmesidir. "Akim" sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki
hiicrelerin ozelliklerinin incelenmesi olarak tanimlanabilir. Akan hiicre Olcer genel
olarak; akis sistemi, 151k kaynag (lazer), filtreler ve sinyal dedektorleri, ayirma
mekanizmasi, bilgisayar ve yazihim programindan olusmaktadir [9]. Analiz kismi ise
hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi, hiicrelere monoklonal antikor eklenmesi, cihazin
kalibrasyonu, kontrol ve Orneklerin cihazda islenmesi, veri analizi ve veri yorumu
asamalarindan olusur. Akan hiicre Olgerde hiicre biiyiikliigii, graniilitesi ve hiicrede
incelenmek istenilen antijene 6zgii monoklonal antikorlar kullanilarak hiicre yilizey
proteinleri arastirilabilir. Tek floresan boya kullanilarak hiicreler tek tip ylizey

proteinine gore incelenebilirken, ¢oklu boyama (multicolor) 6zelligi olan akan hiicre
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Olcerlerde birden fazla floresan boya kullanilarak hiicreler alt gruplara ayrilabilir. (sekil

3-5)

Flow
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(atidan kisim)

Sekil 3-5: Coklu boyama ile akan hiicre 6lcerde birden fazla hiicrenin ayrilmasi

Ayristirma islemi Oncesi cihazin giinliik kalibrasyon ayar1 olan CST ( Cytometer
Setup & Tracking Beads, BD) boncuklar1 ile ayar1 yapildi. Daha sonra hiicrelerin
istenilen saflikta ve kalitede aymrimini kalibre etmek icin Accudrop Delay boncuklari
kullanilarak cihaz ayar1 yapildi. Bu islemlerden sonra hiicreler FACS Aria II cihazinda
okutuldu. Tiim ¢aligmalar FACS Aria II (Becton Dickinson, ABD) ile yapildi. Analizler
FACS Diva 6.1.2 (Becton Dickinson, ABD) yazilimu ile gerceklestirildi.

3.2.8.1. Mononiikleer hiicrelerden olgun B hiicre ayrilmasi

Fikol ayristirma yontemi ile ayrilan lokositler hiicre sayim cihazinda (Vi-CELL
cell viability analyzers, Beckman Coulter, ABD) sayildi. Elde edilen hiicreler fosfat
tampon c¢ozeltisi ile 3000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilerek 2 defa yikandi. Daha sonra
olgun B lenfositlerini isaretlemek icin hiicreler PBS+ %1 FBS (Fotal buzag
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serumu/fetal calf serum) yikama soliisyonu igerisine alindi ve 1 x 10° hiicre’ye 5 ul
antikor (CD19-FITC, Klon HIB19, BD) eklenerek karanlikta, buz iizerinde 20 dk.
inkiibasyona birakildi. Boyama islemi sonrasi hiicreler tekrar yikama isleminden
gecirildi. Akan hiicre dlgerde onden sacilim (FS) —yandan sag¢ilim (SS) grafiginde
lenfositler kapilandi. Lenfosit kapist igerisinde yandan sagcilim ve FITC floresan

siddetlerini gosteren dot-plot ekrani ile caligildi.

IST. UNL. IST. TIP FAK. DETAE IMMUNOLOJI AB.
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Sekil 3-6: Olgun B lenfosit izolasyonu

FITC floresan 1s1mas1 veren hiicreler ayr1 bir tiibe ayristiridi. Ayristirma
(sorting) sonrasi elde edilen 500.000 olgun B hiicresi RNA izolasyonu i¢in soliisyon D

icine alindi.

3.2.8.2. B hiicre gelisiminde goriilen B hiicre alt gruplarimin ayrilmasi
Hiicre sayim cihazinda sayilan hiicreler PBS+ % 1 FBS soliisyonunun icerisine

alindi. 1 x 10° hiicre’ye 5 pl antikor (CD19-FITC, Klon HIB19, BD) eklenerek
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karanlikta, buz iizerinde 20 dk. inkiibasyona birakildi. Akan hiicre olcerde Onden

sacilim (FS) —yandan sa¢ilim (SS) grafiginde lenfositler kapilandi. (sekil 3-7)
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Sekil 3-7: Onden-sacilm / Yandan sacihm grafiginde alinan lenfosit kapist

Oncelikle hiicreler CD19 yiizey proteini tagiyip tasimadiklarina gore 2 ayri tiibe

ayrildi
Specimen_001-Tuke_001
g B
= S
& 83
< 2
5T
m -
=l
1 ik
IIIIII”II
| 5
g5 010 0 w0
D19 FITC-A

Sekil 3-8: FITC floresan siddetine gore CD19+ ve CD19- hiicrelerin ayri ayr1 kapilanmasi

CD34+,CD19-,CD22+ pro B hiicrelerini izole etmek i¢in CD19- hiicreler CD34
(anti-CD34-PE Klon 563, BD) ve CD22 (anti-CD22-FITC Klon S-HCL-1,BD)

antikorlar1 ile muamele edildi.

CD19+ hiicreler ise CD34, CD20 (anti-CD20-PerCP-Cy5.5 Klon L27, BD ) ve
IgM (anti-IgM-APC, Klon G20-127,BD ) boyalar1 ile muamele edildi.

CD19+ hiicreler B gelisimi sirasinda goriilen alt gruplara gore (sekil 2-2) ayr1
ayr1 kapilandi. Pre B I hiicreleri R3 ,Pre B II kiiciik hiicreleri R7, Pre B II biiyiik
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hiicreler R6 bolgesi ile kapilandi. Hastalar Pro B, Pre B ve Olgunlasmamis B ALL

olarak gruplandirildigindan biitin pre B lenfositleri ayn1 tiibe ayristirildi.
Olgunlagsmamis B hiicreleri ise RS bolgesi ile kapilanarak ayristirildi. ( Sekil 3-9 )
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Sekil 3-9: CD34 / CD20 grafiginde B hiicre alt gruplarinin kapilanmasi

R5 bolgesinden izole edilen hiicrelerden olgunlasmamig B hiicrelerini ayirt

etmek i¢in yiizeyinde IgM olan hiicreler (olgun B hiicreleri) ayristirildi. ( sekil 3-10 )
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Sekil 3-10: Olgun ve olgunlasmamis B hiicrelerini ayirt etmek icin IgM boyamasi yapildi.
M1 ile isaretli hiicreler yiizey IgM pozitif olgun B hiicrelerdir.

3.2.9. Western Blot
Western blot, diger adiyla protein immiinblot, bir hiicre ya da doku

ekstraktindaki aranan 6zgiin proteinleri tespit etmeye yaranan bir yontemdir.

3.2.9.1. Protein Lizatin hazirlanmasi

Kan/kemik iligi orneklerinden izole edilen lokositler PBS ile sulandirilarak
sayildi. 50 x 10° hiicre’ye 1 ml lizis tampon ¢ozeltisi olacak sekilde hiicreler lize edildi.
Olusan lizata 5’te 1 oraninda proteaz inhibitor eklendi. Lizat 98°C’de 5 dk. kaynatildi.
Hiicreler 12000 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen iist faz yeni tiibe

alind1. Hazirlanan protein 6rnekleri ¢alisma gergeklestirilene kadar -80°C’de saklandi.

3.2.9.2. SDS-PAGE Jel elektroforezi ve Blotting

%40’ 11k akrilamid stok soliisyonundan 2.4 ml, 1.25 ml 1.5M Tris pH:8.8, 50 ul
%10 SDS, 25 ul %10 APS ve 5 pul TEMED Kkarstirilarak %10’luk akrilamid jel
hazirlandi. Jel hizlica 75 mm’lik standart taraklar ile hazirlanmis dikey elektroforez
camlarina dokiildii. %10’1uk yiiriitme jeli donduktan sonra ayirici jel (550 pl akrilamiks,
300 ul 0.5M Tris pH 6.8, 25 ul %10 SDS, 25 ul %10 APS ve 5 ul TEMED) hazirland1
ve yiirlitme jelinin tizerine dokiilerek hizlica taraklar yerlestirildi. Jel tamamen
donduktan sonra taraklar kaldirildi ve elektroforez tankina yerlestirildi. Jellerin arasi
elektroforez tamponu ile dolduruldu. Protein lizatlara jele yiiklenmeden once 1:1

oraninda 2X protein yiikleme tamponu eklenmelidir. Lizat 6rnekleri 98°C’de 5 dk
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kaynatildiktan sonra jele yiiklendi. Jel 30 mA’de yaklasik 70 dk yiiriitildii. Yiriitiilen
jeldeki proteinler yari-kuru transfer cihazinda PVDF membrana aktarildi. Aktarim
sonrasi protein bantlar1 kontrol edilmek istenirse memran Ponceau S ile boyanabilir.
Ozgiin olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in membran 1 saat oda sicakliginda %35’lik
yagsiz siit tozu iceren TBS-Tween icerisinde bekletildi. Daha sonra membran %5’lik
yagsiz siit tozu icerisinde birincil antikor ile +4°C’de gece boyunca inkiibe edildi
(Human PAXS anti-mouse, 42kDa, Klon 24, BD, ABD). Baglanmayan antikorlar1
membrandan uzaklagtirmak i¢in membran 3 defa TBS-Tween, 2 defa ise TBS
soliisyonu ile yikand1. Birincil antikoru tespit edebilmek icin HRP boyal1 ikincil antikor
%5’lik yagsiz siit tozu igerisinde 1 saat oda sicakliginda membran ile inkiibe edildi
(Anti-mouse, Milipore, ABD). Aym sekilde baglanmayan ikincil antikorlari
uzaklastirmak icin membran 3 defa TBS-tween, 2 defa ise TBS ile yikandi. HRP
boyasini goriiniir kilmak i¢in kemiluminesans substrati (Lumi-Light Western Blotting
substrate, Roche Applied Sciences, Almanya) eklenerek karanlik odada goriintii alindi.
Calismamizda referans protein olarak Beta-Aktin proteini kullanilmigtir. (Human Beta-
actin anti-rabbit,42 kDa) Pax5 ve Beta-aktin proteinlerinin agirliklar1 ayni oldugu igin
Once beta-aktin proteini tespit edilmis daha sonra membran 1 saat 55°C’de strip buffer
ile bekletilerek iizerindeki biitiin baglanmalar kaldirilmistir. Bu sayede ayni membran
Pax35 protein tespiti icin kullanilmistir. Pax5 proteini pozitif kontrol 6rnegi olarak pre B-

ALL hiicre serisi NALM-6 kullanilmistir.

3.2.10. Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda insan pro B-ALL (FLEB14-4), pre B-ALL hiicre
serileri (NALM6, REH), karisik lenfosit populasyonu olan hiicre serileri (MV4:11,
SUPB27), T-ALL (JURKAT, MOLT4, CEM, RPMI8402) ve AML hiicre serileri (NB4)
kullanilmistir. Hiicreler (106/m1) %10 FBS, streptomisin (100mg/mL) ve penisilin
(100U/mL) (50mg/mL; Invitrogen Life Sciences, USA) iceren RPMI 1640 (Invitrogen
Life Technologies, USA) besi yerinde %5 CO, igeren ortamda 37°C de inkiibasyona
birakilmistir.

3.2.11. istatistiksel Analiz
Hastalarin ve kontrollerin relatif mRNA diizeylerinin karsilastirilmasi igin

Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Mann-Whitney U testi niceliksel olgekli
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gozlemleri verilen iki Orne8in aymi dagilimdan gelip gelmedigini incelemek icin

kullanilan bir parametrik olmayan istatistik testidir.

B-ALL hastalarinin alt gruplar1 arasinda PAX5 anlatimlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olup olmadigini analiz etmek icin Kruskal-Wallis testi
kullanilmigtir. Kruskal-Wallis testi, birbirinden bagimsiz iki yada daha fazla grubun
bagimli bir degiskene iliskin dl¢iimlerinin karsilastirilarak iki dagilim arasinda anlaml

bir fark olup olmadigin1 test etmek amaci ile kullanilir.

PAXS5 anlatim1 ve delesyonlarmin klinik bulgular ile arasindaki farkliliklar

aragtirmak amactyla “ki kare” testi kullanilmastir.

Hastalarin klinik bulgular ile korelasyonlarini anlayabilmek i¢in, degiskenlerin
alt gruplar1 arasindaki bagimliliklarin, birlikte degisim olup olmadigini ortaya ¢ikarmak

icin kullanilan bir test olan “Multiple regresyon” kullanilmistir.

Analizler StatGraph Centruion 15.1 (U.S.A version) ve GraphPad Prism 5.0
yazilimlart kullamilarak yapilmistir. Testler iki yonlii gerceklestirilmistir ve p<0.05

anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. B-ALL hastalarinda PAX5 mRNA ve protein anlatim

Normal kemik iligi ornekleri (n=10) ve cocukluk c¢agi B-ALL hastalarinin
(n=134) primer tiimor 6rneklerinde ger¢ek zamanli PZR yontemi kullanilarak mRNA
anlattmi  arastirllmistir. Hastalara ait PAX5 mRNA anlatimlari, Kkontrollerle
karsilastirildiginda ileri derecece anlamli olmak iizere artmis olarak bulunmustur.
(p<0,0001, Mann-Whitney U test) (Sekil 4-1). B-ALL hastalarinin %88’i kontrollere

gore daha yiiksek seviyede anlatim gostermistir.
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Sekil 4-1: B-ALL hastalarmin ve saghkh kontrollerin relatif PAX5 mRNA diizeyleri (%)
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PAX5 anlatiminin B hiicre gelisimi {izerindeki etkisini daha iyi inceleyebilmek
icin hastalar immiinfenotiplerine gore 5 alt grupta toplanarak incelenmistir.(Sekil 4-2)
Incelen alt gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik saptanmamasina ragmen
(»p=0,40, Kruskal Wallis testi ) erken donemde PAX5 mRNA diizeyinin fazla oldugu

daha sonra giderek azaldig1 gdzlemlenmektedir.
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Sekil 4-2: Relatif PAX5 mRNA diizeyinin alt gruplar seviyesinde incelenmesi

Kemik iligi hiicreleri biiyiik 6lciide B hiicre populasyonunu yansitmakla beraber,
hasta alt gruplarindaki PAX5 anlatimlarim1 daha giivenilir bir sekilde yapabilmek icin
akan hiicre olger ile pre B, pre B II biiyiik ve pre B II kiiciik hiicreleri ayristirilmistir.
Ancak her bir hiicre grubu ayr1 ayr1 RNA izolasyonu i¢in yetersiz sayida oldugundan bu
3 alt grup “pre B” hiicreler olmak {izere tek bir grupta toplanmis ve analiz edilmistir.
Hasta ve saglikli kemik iligi 6rnekleri pro B, pre B ve olgunlasmamis B olmak iizere 3
ana grupta incelenmistir. Mann-Whitney U testine gore pro B-ALL hastalar1 (p = 0,009)
ile pre B-ALL hastalarinda (p=0,04) saglikli donem hiicrelerine gére PAX5 mRNA
anlatimini anlamh sekilde artirmistir. Buna karsin olgunlagsmamig B-ALL hastalari
saghkli donem olgunlasmamis B hiicrelerine gore bir artis gosterse de bu artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (p=1,00) (Sekil 4-3)
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Sekil 4-3: Hasta alt gruplarimin 6zgiin donem kontrolleri ile karsilastirilmasi

Hiicre serilerinde PAX5 mRNA diizeyleri incelenmis ve B-ALL hiicre serileri
disinda hig bir hiicre serisinde PAX5 mRNA anlatimi tespit edilmemistir. Hastalardaki
bulgulara paralel olarak, pre B hiicre serilerinde (REH, NALMS6), pro B hiicre serisine
gore (FLEB14-4) daha fazla PAX5 mRNA anlatimi gdzlemlenmistir (sekil 4-4). Hiicre
serileri protein yOniinden incelendiginde B-ALL hiicre serilerinde protein varligi
gozlemlenirken diger hiicre serilerinde proteine rastlanilmamistir. Pre B-ALL hiicre

serisi olan REH hiicre serisinde A8 varlig1 protein diizeyinde gosterilmistir (sekil4-4).

BETA-AKTIN

Sekil 4-4: Losemi hiicre serilerinde PAX5 mRNA ve protein anlatimlari

Hastalarda saptanan artmis mRNA anlatiminin protein diizeyinde de var olup
olmadigim1 saptamak i¢in 15 B-ALL hastasinda ve hiicre serilerinde western blot
yontemi ile Pax5 protein varligi incelenmistir. PAXS5 gen anlatimi artmig olarak bulunan
hastalarin 13 tanesinde mRNA anlatiminin proteine de doniistiigii gosterilmistir (Sekil

4-5).
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Sekil 4-5: B-ALL hastalarinda PAXS5 proteini varhig

Protein diizeyinde arastirilan B-ALL hastalarindan bazilarinda (H21,H53) 8.
ekzonun delesyonu (A8) sonucu olusan kisa protein varyanti da kolaylikla ayirt

edilebilmektedir.
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Sekil 4-6: B-ALL hastalarinda PAX5 delesyonlarinin proteine yansimasi: (NALMG6 pozitif
kontrol, H68, H103, H58, H70, H96 Pax5 proteini pozitif hastalar, H21 ve H53 A8
hastalar ve H40 Pax5 proteini negatif hasta)

4.2. B-ALL hastalarinda PA X5 mutasyon ve delesyonlarin tespiti

B-ALL hastalarinda PAX5 gen mutasyonlar1 ve delesyonlar aragtirilmistir. PAXS5
geninin 3° UTR bolgesi (ekzon-1) ve transaktivator bolgesindeki (ekzon 7-8-9)
mutasyonlarin tespiti icin PZR ile cogaltilan bolgeler uygun isilarda dHPLC’ye
yiikklenerek analiz edilmistir. dHPLC’de farklilik gosteren Orneklerde dizi analizi
yapilmistir. B-ALL hastalarinda PAX5 geninde herhangi bir mutasyon saptanmazken,
hastalarin %90’1nda (71/79) geninin 10. ekzonunda yer alan rs3780135 tek niikleotid
degisimi (SNP) saptanmustir. (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: rs3780135 (T>C) ve rs35469494 (G>A) degisimi gosterilmesi

B-ALL hastalarinin %3,8’inde (3/79) PAX5 geni 9. ekzonda tanimlanmis olan
1s35469494 polimorfizmi tespit edilmistir (Sekil 4-7). Tespit edilen varyasyonlarin
PAXS5 mRNA diizeyini etkileyip etkilemedigini tespit etmek i¢in yabanil tip ve herhangi
bir SNP’ye sahip olan hastalar PAX5 mRNA anlatim1 yoniinden karsilastirilmis ancak
anlatim diizeyleri ag¢isindan anlamli bir farkliliga rastlanilmamistir (p=0,61) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Yabanil tip ve SNP iceren hastalarin PAX5 anlatimi yoniinden karsilastirilmasi

PAX5 geninde alternatif kirpilma ile olusan C’ terminal bolge delesyonlarim
saptamak i¢in, cDNA Ornekleri kullanilarak ekzon 6-7-8-9’u kapsayan 715 baz ciftlik
bir bolge cogaltilmis ve bu Ornekler %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek var olan

delesyonlar tespit edilmistir.

Goriilen delesyonlarin hangi ekzonlar1 kapsadigin1 dogru analiz etmek i¢in jelde

goriilen bantlar saflastirilarak edilerek dizi analizi yapilmistir (sekil 4-9).
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Sekil 4-9: Delesyon 7/8/9’un tanimlanmasi
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Saglikli kontrollerin hepsinde delesyona ugramamis tam anlatim gdsteren

yabanl tip ( “full length = FL” ) goriilmiis, baz1 kontrollerde PAX5-A8 ‘e rastlanilmistir.

(Sekil 4-10)

Sekil 4-10: Saghkh kontrollerde delesyon tespiti

Hastalarin biiyiik cogunlugu yabanil tip ile birlikte delesyonlu varyantlar1 da

tasimaktadir. Sadece 4 hastada yabaml tip bulunmadig
gozlemlenmektedir (Sekil 4-11).

halde delesyonlar
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Sekil 4-11: B-ALL hastalarinda PAX5 geni transaktivator bolgesinde goriilen delesyonlar

Delesyona ugramamis yabanil tip (FL) olan 6rnekler ile herhangi bir delesyonu
olan 6rnekler PAX5 mRNA diizeyleri acisindan karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir. (p = 0,46) (sekil 4-12)
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Sekil 4-12: A) Yabanil tip ve herhangi bir delesyon iceren hastalarin anlatim diizeylerine

gore karsilastirilmasi B) Delesyon 7 varhigi ve PAX5 anlatimu iliskisi

A7 PAX5 geninin hedef genleri ile etkilesimleri agisindan ayri bir Oneme
sahiptir. Hastalarin A7 varligi ve A7 yoklugu acisindan inceledigimizde, PAX5 geni

anlatiminin degismedigi gozlenmistir. (sekil 4-12)

Hastalarimiz1 genel olarak degerlendirecek olursak %59°u yabanil tip anlatim

gosterirken, % 13’1 A8 , %9’u A8/9 ve %19’u A7/8/9 ‘a sahiptir.

4.3. PAXS5 Bulgularinin B-ALL hastalarmin klinik 6zellikleri ile iliskisi

PAX5 geninin fenotipteki yansimalarin tespit etmek icin, PAX5 mRNA diizeyleri,
SNP ve delesyonlarin varligi ile B-ALL hastalariin klinik 6zellikleri arasindaki
iliskiler arastirllmigtir. PAX5 mRNA anlatiminin; immiinfenotip (p = 0,33) , cinsiyet
(»p=0,50) , yas (p = 0,73) , tam1 zamani beyaz kan hiicre sayis1 ( p=0,39), CD34
pozitifligi ( p= 0,28) ve CD10+CD19 pozitifligi (p= 0,77) acisindan anlamli bir
farklilig1 olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 4-1). Bununla beraber genel olarak hastalarin
%12’si saglikli kontrollerden diisiik anlatim gosterirken yenidogan hastalarinin (n=3)
PAXS5 anlatim1 kontrollerden yiiksektir. Ayrica CD10 ve CDI19 yiizey antijeninin
beraber anlatimi olan hastalarin %11°i kontrollerden daha diisiik anlatim seviyelerine
sahipken CD10 ve CD19 negatif olan hastalarin hepsi saglikli kontrollere gore artig

gostermistir.
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Tablo 4-1:Klinik bulgular ile PAX5 anlatim iliskisi

KLINIK PAX5 ANLATIMI

BULGULAR < KONTROL | 5 KAT | 5-15 KAT [25-50 KAT | >50 KAT | P degeri
PRO B 0 3 8 2 1

FENOTIP PRE B 11 13 24 14 16 P=0,33
IMMATUR B 2 3 4 0 1
YENIDOGAN 0 1 1 0 1

YAS 1-10 YAS 10 13 23 14 12 P=0,73
>10 YAS 3 6 13 2 4

CINSIYET K1z 4 12 18 8 7 p= 0,50
ERKEK 9 8 19 8 11

TANI BEYAZ KAN <50.000 7 16 25 12 12 P=0,39
HUCRESI DEGERI >50.000 5 3 10 2 6

CD34 POZITIF 2 10 12 6 7 P=0,28
NEGATIF 8 6 20 9 10

CD10+CD19 POZITIF 6 9 13 11 11 P=0,77
NEGATIF 0 1 3 1 2
TAM URUN (FL) 5 10 19 5 8

DELESYON A8 0 0 4 2 4 P=0,46
VARLIGI A7/8/9 1 5 4 3 2
A8/9 1 0 2 2 2

SNP VAR 6 15 24 11 13 P=0,61
YOK 0 1 5 1 1

Dort hastada sadece biiyilkk ekzon kayiplar1 ile karakterize delesyonlar
mevcuttur. Bu hastalarin hepsi pre B hastalar1 olmakla beraber 10 yasindan kiiciik,
beyaz kan hiicre degeri 50.000’in altinda, her hangi bir t(9;22), t(4;11), t(12;21)
translokasyonu, CD34 anlatimi olmayan hastalardir. Bu hastalarin PAX5 geni

anlatimlar1 kontrollere gore artig gostermektedir.

Hastalarda goriilen delesyonlar ile immiinfenotip (p = 0,08), cinsiyet (p=0,37),
CD10+CD19 pozitifligi (p=0,95), tam zamam beyaz kan hiicre degeri (p=0,10)
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilia neden olmamaktadir (Tablo 4-2).
Olgunlasmamis B-ALL hastalarinda (n=10) sadece A7/8/9 goriiliitken, pro B ve
olgunlasmamis B ALL hastalarinda hi¢ A8/9’a rastlamlmamigtir. Hastalar beyaz kan
hiicre degerlerine gore incelendiginde degerleri 50.000’in altinda olan hastalarda
genellikle A8/9 varken, 50.000’in {izerinde olan hastalarda A7/8/9 vardir. Delesyon
varlig, yas ile anlaml bir sekilde degisim gostermektedir (p=0,01). Yenidogan 16semi
hastalarinin hepsinde delesyon varken, 10 yas iizeri hi¢c bir hastada A8/9’a
rastlanilmamigtir. Delesyon varligi, CD34 anlatimu ile de anlamli bir sekilde degisim
gostermektedir (p= 0,05). CD34 anlatim1 olan hastalarda genellikle A7/8/9’a

rastlanilirken CD34 olmayan hastalarda A8 siktir.
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Tablo 4-2: Klinik bulgular ile delesyon varhg iligkisi

KLINIK DELESYON VARLIGI

BULGULAR TAM URUN (FL) A8 A7/8/9 A8/9 P degeri
PRO B 8 3 1 0

FENOTIP PRE B 35 7 10 7 p=0,08
iMMATUR B 3 0 4 0
YENIDOGAN 0 1 2

YAS 1-10 YAS 36 8 9 5 P=0,01
>10 YAS 11 2 5 0

CINSIYET KIZ 22 7 7 2 p=0,37
ERKEK 26 3 8 5

TANI BEYAZ KAN <50.000 34 7 13 2 P=0,10
HUCRESi DEGERI >50.000 12 3 2 4

CD34 POZITIF 17 1 7 0 P=0,05
NEGATIF 23 8 7 6

CD10+CD19 POZITIF 15 6 8 5 P=0,95
NEGATIF 2 1 2 1
SNP VAR 39 8 11 6
YOK 6 0 3 0
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5. TARTISMA

Losemi, olgunlasmamis blast hiicrelerinin asir1 c¢ogalarak kemik iligindeki
normal hematopoetik hiicrelerin yerini almasiyla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Cocukluk
cagl losemi hastalarimin yaklagik %75’°1 immiinglobulin gen yeniden yapilanmalar1 ve
hiicre ylizey proteinlerindeki artiga bakilarak B-ALL olarak siiflandirilmaktadir [33].
Kendi kendini yenileyebilme ve farklilasma ozelligine sahip hematopoetik hiicrelerin
gelisimi ve farklilagsmasi, yazilim faktorlerinin ve cesitli sinyal ileti yollarinin kontrolii
altindadir. B lenfogenezi, erken dénemde {iiretimi baglayan yazilim faktorlerinin ve
V(D)J rekombinasyonuna ugrayan immiinglobulin genlerinin yeniden yapilanmalarinin
kontroliinde olur [16]. PAX5, onciil lenfoid hiicrelerin hematopoetik hiicre serilerine
farklilagmasini engelleyip bu Onciil hiicrelerin B hiicrelerine yonlendirilmesini saglayan

0zgiin bir yazilim faktorii olmasi agisindan B lenfositleri i¢in ¢ok dnemlidir.

PAX5’in B lenfositlerin gelisimindeki kritik rolii uzun zamandir bilinmekle
birlikte, bu genin molekiiler diizeydeki anomalilerinin malign B hiicrelerinde ve
hastalarda arastirilmast konusu olduk¢a yenidir. Hematopoetik kok hiicreler ve onciil
hiicrelerdeki kontrolsiiz PAX5 anlatimi T hiicrelerinin azligina, B hiicrelerinin agiri
cogalmasma neden olmaktadir [26]. PAX5 anlattmimin Onciil lenfoid hiicrelerde
basladig1 ve olgun B hiicre evresine kadar devam ettigi bilinmektedir [50]. Fakat kemik
iligindeki pro, pre ve olgunlasmamis hiicreler arasinda bir anlatim farki olup olmadigi
bilinmemektedir. Saglikli B hiicre alt gruplarindaki PAX5 anlatimi ilk defa bu ¢aligma
ile gosterilmistir. PAX5 anlatiminin erken evre tek allel tarafindan (“allelic exclusion™),
olgun B hiicrelerinde ise iki allel tarafindan kontrol edildigi daha 6nceki caligmalarda
bildirilmistir [51]. Calismamizda normal kemik iligi hiicreleri saglikli kemik iliginden
ayristirdmigtir.  Pro, pre ve olgunlasmamis B hiicrelerinde PAX5 gen anlatimi
arastirilmig, pre ve pro B donemlerinde PAXS5 anlatiminin esit diizeylerde oldugu,
olgunlagsmamis B hiicre doneminde ise PAX5 anlatiminin yaklagik iki kat arttig tespit
edilmistir. PAX5 geninin olgunlagsmamis evrede daha yiiksek bir anlatima sahip olmasi

PAXS5 kontroliiniin olgunlasmamis B hiicrelerinde iki allele gecmesi ile agiklanabilir.

Calismamizda cocukluk cagi B hiicreli akut lenfoblastik 16semi hastalarimin
(%90) 16semik blastlarindaki PAX5 anlatiminin, normal kemik iligi hiicrelerine gore

anlamli bir sekilde artig gosterdigi bulunmustur. Yapilan ¢calismalarda PAX5 anlatimi B-
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ALL hastalarinda %74, AML hastalarinda %50, B hiicreli lenfomalarda ise %90

civarinda artmig olarak gosterilmistir [52, 53].

PAX5 geninin B hiicre gelisimi {izerindeki etkilerini daha iyi anlayabilmek icin
hastalar immiinfenotiplerine gore 5 alt grupta toplanmis ve hastalik alt gruplar1 arasinda
PAXS5 anlatiminin erken donemde daha fazla oldugu, daha sonra giderek azaldigi
gbzlemlenmistir. B hiicre gelisiminin pre B evresinde gerceklesen ve B hiicrelerinin
olgunlagmasi1 i¢in kritik 6neme sahip V(D)J yeniden yapilanmalar1 ya da B hiicre
reseptorii olusumunda gorevli genlerin biiyiik bir kismi PAX5 geninin hedef genleri
arasindadir. Pre B donemindeki hiicreler i¢cin PAX5 geninin bu dnemini goz Oniinde
bulundurursak malign pre B hiicreleri i¢in yiiksek PAX5 anlatim1 dnemli bir onkogenik
belirte¢ olabilir. Hastalar1 6zgiin donem hiicreleri ile karsilagtirabilmek i¢in 3 ana grupta
topladigimizda (pro B, pre B , olgunlasmamis B) pro B ve pre B hastalarinda PAX5
anlatim1 anlamhi bir sekilde artmigken, olgunlasmamis B hastalarindaki anlatim

farklilig istatistiksel olarak anlamli degildir.

Yiiksek mRNA anlatimi post-translasyonel diizenlenmeler sebebi ile her zaman
protein iiretimine sebep olmayabilir [29]. B-ALL hasta O6rneklerinde goriilen yiiksek
PAX5 mRNA anlatiminin, hastalarin %87°sinde (15 hastanin 13’{inde) proteine de
doniistiigii saptanmistir. Hastalarimizda saptadigimiz artmig Pax5 proteini 6zgiin hedef
genleri araciligi ile diger hematopoetik hiicrelerin gelisiminde rol oynayan genleri
baskilayip, malign B hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olabilir. Ayrica PAX5 B hiicre
adezyonu, hiicre gocii, hiicre ¢ogalmasi, hiicre yiizey proteinleri, membran kanal
proteinleri ve hiicre iskeletinin olusumunda etkili olan genler gibi kritik 6neme sahip bir
cok genin diizenlenmesinden sorumludur [25]. Hastalarimizda goriilen Pax5
proteinindeki artis B hiicre gelisimindeki farkli yolaklar1 tetikleyerek onkogenik etki
gosterebilir. Hasta grubumuzda, PAX5 gen anlatiminin yas, cinsiyet, immiinfenotip, tani
zaman1 beyaz kan hiicre degeri, CD34, CD19 gibi hiicre yiizey antijenleri varligi gibi
klinik parametrelerle iliskisi saptanmig fakat anlaml bir farklilik gbzlemlenmemistir.

Literatiirde de PAXY) ile iliskilendirilen herhangi bir klinik parametre bulunmamaktadir.

PAXS5 genindeki yiiksek anlattiminin sebebi mutasyonlar veya baskilayic1 bolgelerin
delesyonlarindan kaynaklanmiyor olabilir. PAX5 geninin karboksi ucundan meydana
gelen farkli sekillerdeki alternatif kirpilmalarinin biiyiik delesyonlara yol actigi

bilinmektedir [54]. Bu delesyonlarin onkogenik etkilerinin olup olmadig hala
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bilinmemekle beraber bu varyantlarin PAX5 geninin hedef genlerinin anlatimini
diizenledigi TA ve baskilayic1 bolgeyi kapsamasi nedeniyle hedef genlerinin anlatimini
degistirerek tiimor gelisiminde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [23]. Calismamizda
normal kemik iligi hiicreleri ile hastalar arasindaki farkliliklar1 gorebilmek icin ekzon 7-
8-9’u kapsayan bir bolge cogaltilmis ve bu bolgedeki delesyonlar tespit edilmistir.
Kontrollerin hepsi tam iiriin (FL) anlatimina sahip iken, birkacinda delesyon 8’e de
rastlanilmistir. Daha once yapilan calismalarda, delesyon analizlerinde, saglikli kemik
iliginde bulunan saglikli 6nciil hiicrelerde (CD34+ veya CD19+ hiicreler) FL iiriin
anlatimi1 gosterilmistir [55]. Ayrica saglikli olgun B hiicrelerinde FL iiriiniin yam sira
PAXS5AS8 varliginin goriilebildigi bildirilmektedir [56]. Hastalarimizin %59°u sadece FL
anlatimma sahipken, %41’in de en az bir ekzonun delesyonu tespit edilmistir.
Delesyona sahip hastalarin ¢ogu genin FL anlatimi ile birlikte bir veya daha fazla
ekzonun delesyonunu tagimaktadir. En sik goriilen delesyon, hastalarin %19’unda ekzon
7-8-9’u kapsayan en genis delesyondur. Sekine ve arkadaslarinin bulgularina gore; A7,
A7/8 ve A7/8/9 formlarimin yeni bir protein olusturdugu, bu proteinin transaktivasyon
bolgesindeki (TA) PST a¢isindan zengin kismi1 ¢ok daha fazla tasidigi ve bu nedenle TA
bolgesinin hedef genlere daha giiclii bir baglanma sagladigi, A8 ile A9 tasiyan formlarda
ise transaktivasyon acisindan bir farklilik tespit edilmedigi gosterilmistir [57]. Bu
bilgilere dayanarak hastalarimizi A7 varligi ve yoklugu acisindan kargsilagtirdigimizda,
PAXS5 anlatiminin bu delesyona bagh olarak degismedigi goriilmiistiir. Ayrica hastalar
kok hiicre yiizey antijeni olan CD34 varligi ile karsilastirildiginda CD34 tasiyan
hastalarda genellikle A7/8/9 igeren kayiplar varken, CD34 tasimayan hastalarda
genellikle A8 igeren kayiplar vardir. Hematopoetik kok hiicre belirteci CD34+ olan
hastalarda olusan PAXS5 delesyonlar1 ¢cok daha genis ekzonlar1 kapsarken, daha geg
donemdeki hastalarda genellikle saglikli insanlarda da rastlanan A8’e rastlanilmistir.
Hastalarda yapilan protein miktar1 tayininde bazi hastalarda Pax5A8 proteini de tespit
etmemiz bu delesyonlarin proteine doniisiimiinii de kanitlamaktadir. Bu delesyonlarin
16semi gelisimi tizerine etkilerinin aciga c¢ikarilabilmesi icin PAX5 in hedef genlerinin

aragtirilmasi gerekmektedir.

B hiicreli 16semilerde Pax5 gen/protein anlatimi ve mutasyonlarinin arastirildigi
caligmalar son derece yetersizdir. Pre B hiicreli malignansilerde PAX5 geninde

monoallelik kayip veya nokta mutasyonlar1 bildirilmistir. Mullighan ve arkadaglarinin
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yaptig1 calismada 242 pediyatrik B-ALL hastasinin %32’sinde PAX5 geninde mutasyon
tespit edilmistir [4]. Yine Familiades ve arkadaslarinin 119 yetiskin Pro B-ALL
hastasinda yaptig1 ¢alismada, hastalarin %30’un da PAX5 mutasyonu tespit edilmistir
[37]. Calismamizda PAX5 geninin 5’-UTR bolgesi ile ve hedef genleri etkiledigini 7-8-
9. ekzonlarmm1 kapsiyan transaktivator (TA) ve baskilayic1 bolgelerinin mutasyon
taramasi1 yapilmistir. Yukarida bahsedilen iki caligmadan farkli olarak hastalarimizda bu
bolgelerde herhangi bir mutasyona rastlanilmamistir. Calismamizda kullandigimiz
mutasyon tarama yontemleri, birlikte kullanildiklarinda giivenilirlikleri ¢ok yiiksek
(>%95) ve hassas yontemlerdir. Cocukluk cagi B-ALL hasta grubumuzda mutasyon
tespit etmememizin iki 6nemli nedeni olabilir. Birincisi, calismamizda tiim gen taramasi
yapilmamasi, mutasyonlarin yogun olarak gozlendigi bolgeler olan “paired domain” ve
“heterodomain” bdlgelerininin de taranmasi ile mutasyonlarin tespitinin miimkiin
olmasi, ikincisi ise B-ALL alt gruplarindaki hasta sayilarinin homojen olmamasidir.
Hasta grubu daha homojen bir sekilde olusturulup, hasta sayisi artirilarak tiim gen
mutasyon taramasi ile PAX5 geninin Tiirk ¢cocukluk ¢agi B-ALL hastalar1 i¢in siklig
tespit edilebilir. Hastalarimizda mutasyon tespit edilmemesine karsin daha 6nce saglikli
populasyonda tanimlanmis, iki adet tek niikleotid polimorfizmi (SNP) saptanmuistir.
Hastalarda %3,8 siklikla tespit edilen r$s35469494 polimorfizmi saglikli Giiney Afrika
halkinda %3, saglikli beyaz wrkta ise %6 sikliginda goriilmektedir. Hastalarda %90
civarinda goriilen rs3780135 polimorfizmi ise saglikli insanlarda hastalara gore cok
daha nadir goriilmektedir. Bu polimorfizm saglikli Giiney Afrika halkinda %24, beyaz
rkta ise %36 sikliginda goriilmektedir. Hastalarimizda bulunan polimorfizmler daha
once losemilerde veya baska hastaliklarda tanimlanmamis ya da bu polimorfizmlerin
herhangi bir klinik parametre ile iliskisi gosterilmemistir. PAX5 geninde goriilen
alternatif kirpilmalar 10. ekzonun baglangic kismindan kirpilip buraya yeni bir dizi
eklenmesi ile de olabilir[54]. rs3780135 polimorfizmi 10. ekzonda goriilen hem protein
kodlayan bolgede hem de degisiklige ugrayan bolgede tanimlanmis bir SNP’dir. Bu
nedenle bu polimorfizm PAX5 geninin kirpilma motifini degistirerek yeni bir proteine
sebep olabilir. Ya da bu polimorfizm degisiklige neden olarak PAX5 geninin
stabilitesini etkiliyor olabilir. Sonraki caligmalarda Tiirk populasyonu agisindan bu

SNPlerin sikliklar1 ve fonksiyonel etkileri arastirilmalidir.
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Calismamizda B hiicre gelisiminde onemli olan PAX5 geni cocukluk cagi B-
ALL hastalarinda analiz edilmis ve gen/protein diizeyinde asir1 anlatimi tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada ilk defa saglikli (pro-pre-olgunlasmamis) B hiicrelerindeki
PAX5 anlatimi ortaya konmus ve PAXS5 anlatiminin 6zellikle erken donemde (pre-pro)
daha etkili oldugu go6zlenmistir. Ayrica donemsel kontroller, hasta ornekleri ile
karsilagtirilarak PAX5 geninin B-ALL {izerindeki etkisi anlagilmak istenmistir. Malign
pre B hiicreleri icin yiiksek PAX5 anlatimi karakteristik bir belirte¢ olabilir. Saglikli
hiicrelerde tam iiriin anlatim1 veya A8 goriiliirken hastalarin %41’°in de ekzon 7,8 ve 9’u
kapsayacak sekilde meydana gelen biiyiik delesyonlar dikkat ¢ekicidir. PAX5 geninde
meydana gelen aktivatdr veya baskilayici bolge kayiplar1 PAX5 geninin hedef genlerini
dogru ve etkin bir sekilde diizenleyememesine sebep olabilir. Bunun anlagilabilmesi i¢in
oncelikle bu hastalarda PAX5’in hedef genlerindeki degisimler ortaya ¢ikarimalidir.
Hastalarmm %90°1inda rs3780135 polimorfizmi bulunmustur. Bu polimorfizmin daha
once herhangi bir hastalik ile iligkisi tanimlanmamistir. Bulunan bu polimorfizmin
protein kodlayan bolgede olmasi ve beyaz wrk sikligina gore hastalarda cok daha fazla

olmas1 bu SNP’nin 6nemli olabilecegini gostermektedir.

Hematopoetik kokenli tiimorlerin sebebi genellikle farklilasma ve ¢ogalmada
gorevli proto-onkogenlerin translokasyonlar ya da bagka etkiler sonucu aktive olmasidir
[40]. PAX5 yazilim faktOriiniin, B hiicrelerinin normal gelisim siirecinde kisitlt bir
anlatim gosterirken, malign hiicrelerde asir1 artiy gostermesi nedeniyle onkogenik etki
gosterdigi kolaylikla sdylenebilir. Ayrica PAX5’in delesyonlar ve mutasyonlar haricinde
hematolojik kanserlerde tanimlanmis bir¢ok translokasyonu vardir. B hiicreli non
hodgkin lenfomalarda goriilen t(9;14) (PAXS-IGH) translokasyonu olgun B
hiicrelerinde pax5 inaktivasyonunu engelleyerek bu hiicrelerin plazma hiicresine
farklilagmasin1 engeller [41]. PAX5 ile elastin (ELN) genini iceren t(7;9)(ql1;p13)
translokasyonunun ise CD19 anlatimint durdurdugu bu yiizden hiicrelerin B hiicre
farklilagmasini pro B asamasinda durdurarak 16semiye yol actig1 diisiiniilmektedir [42].
Bu o6zelligi ile PAX5 ozellikle cocukluk cagi akut lenfoblastik losemilerde oldukca
dikkat ¢eken bir hedef gendir. Bugiin B hiicreli akut lenfoblastik 16semi tanis1 i¢in bir
cok belirtec tanimlanmistir. Immiinfenotipleme ve kemik iligi yayma yontemleri ile
hastalarin blast yiikii ve malign hiicre karakteri kolaylikla tespit edilebilmektedir.

Yiiksek PAX5 anlatimi ya da bu gende bulunan delesyon/mutasyonlar hastalik alt
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gruplarmin molekiiler ayrim1 ve Ozellikle pre B-ALL patogenezi ve prognozu icin

onemli bir belirte¢ olarak kullanilabilir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIS HASTA ONAY FORMU
Tarih:
CALISMANIN KAPSAMI

1. “B HUCRELI AKUT LENFOBLASTIK LOSEMILERDE PAX5 GENININ
ARASTIRILMASTI” adli ¢alisma B-hiicreli lenfoblastik 16semi (B-ALL) ile ilgili bir
caligmadir. Bu calisma, B-ALL hastaliinin genetigini aydinlatmak, B-ALL gelisim
siirecini tamimlamak ve hedef tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesini saglamayi
hedeflemektedir.

2. Yapilmas1 planlanan genetik incelemeler i¢in sizden Oncelikle 10ml periferik kan/
kemik iligi 6rnegi alinacaktir.

3. Alman kan Orneginden DNA/RNA materyaliniz izole edilerek saklanacaktir.
Olusturulan bu bankada kisi isimleri kullanilmayacak, ornekler numarali olarak
korunacaktir.

4. Saklanan ornekler B-hiicre farklilagsmasinda rol alan ilgili genler acisindan protein ve
gen ekspresyonlar, mutasyon yoniinden incelenecektir. Cikan sonuclar klinik
parametreler ile iligkilendirilip ilgili genlerin hedef tedavi i¢in aday olup olamayacagi
degerlendirilecektir.

5. Arastirma kapsaminda yapilacak olan ¢aligmanin siiresi 3 yildir.

6. Calismaya 150 goniillii hasta katilacaktir.

7. Calisma sonucunda tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir.

8. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumal1 bir bilgisayar programinda korunacaktir.
Kisisel ve tibbi bilgileriniz isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi {i¢iincii sahislara
aktarilmayacaktir.

9. Arastirma siiresince sizden 1 defaya mahsus kan alinacaktir ve bunun disinda invaziv
bir islem gerceklestirilmeyecektir.

10. Kan alma sirasinda olusabilecek herhangi bir sorun karsisinda iicretsiz olarak tibbi
destek saglanacaktir.

11. Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda, arastirmadan iste8iniz {izere
ayrilabilirsiniz.

12. Bu ¢alismada sizden maddi bir beklentimiz olmadig1 gibi size maddi bir katkis1 da
olmayacaktir.

13.  Bu caligmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu talebiniz, gelecekteki takip ve
tedaviniz iizerine olumsuz etkisi olmayacaktir.

14. Goniillii rizasina bakilmaksizin  arastirmact tarafindan arastirma  harici
brirakilabilirsiniz.

Kararmizdan 6nce size verilen bu bilgileri liitfen okuyunuz.
Yukaridaki yazil bilgileri okudum. B-ALL hastalifinin genetigine yonelik arastirmalar

icin ¢alismaya kan vermeyi kimsenin etkisi altinda kalmadan kendi rizamla kabul
ediyorum.
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Hastanin Adi, Soyadi: Imzas1
Ebeveynin Adi, Soyast: Imzas1
Aileden Sorumlu Kisinin Adi, Soyadi: Imzast
Aciklamalar1 yapan aragtirmacinin Adi, Soyadi: Imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulug gorevlisinin
Ad, Soyadi: Gorevi: Imzas1
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Program

Kullanma becerisi




62
Yaymlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri
Tirk Hematoloji Dernegi Gen¢ katthmci  Odiili: B-HUCRELI AKUT
LENFOBLASTIK LOSEMI HASTALARINDA PAX5 GENI MOLEKULER

ANALIZLERT ,2009

Tiirk Hematoloji Dernegi Geng katilimcr Odiilii : ‘AKUT LENFOBLASTIK LOSEMI
PATOGENEZINDE DKK-1 GEN METILLENMESI’ ,2008

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):





