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OZET
NOROBLASTIK TUMORLERDE ANAPLASTIK LENFOMA KiNAZ (ALK) GEN
MUTASYONLARININ TANIMLANMASI

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD.
Balcova-Izmir
ozkan.bagci@deu.edu.tr

Noroblastoma merkezi sinir sistemi tiimorlerinden sonra, en yaygin ikinci solid
timordiir ve 15 yas altindaki tan1 almis tim g¢ocukluk ¢agi kanserlerin %7.2 sinden
sorumludur. Noroblastom (NBL), noral krestten kdken alip adrenal medulla ve sempatik sinir
sistemine hedeflenen noroektodermal hiicrelerin embriyonel bir tlimoriidiir. Noroblastom
cesitli klinik ve biyolojik Ozellikler gdsteren, ¢cok sayida bilinmeyeni olan bir tlimordiir.
Tiimdriin biyolojik davranigindaki degiskenlik nedeniyle, ndroblastom spontan regresyonlar,
benign transformasyon yada agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin prognozunu
belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir. Son yillarda ndroblastom olgularinda
Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) gen mutasyonu ilizerine yapilan calismalar ozellikle
noroblastomun ailesel modeli ilizerinde yogunlasmis olup, bu olgularda ALK genindeki
germline mutasyonlar gdsterilmistir.

Tiirkiye noroblastom popiilasyonunu temsil eden 79 sporadik olgularda sporadik ALK
gen mutasyonu olmadigi net olarak gosterilmistir. Bu olgularda ALK geninde mutasyon
saptanmamasi1 literatiirde Onerilen noroblastomun sagaltim modeli i¢in son derecede
onemlidir. Bilindigi iizere ndéroblastomun ailesel formlar1 tim olgularin sadece %1 ini
icermektedir. Bu nedenle yapilan ¢alismalarda heniiz etkili bir tedavi yontemi bulunmayan
noroblastom olgulart i¢in, ALK gen iriiniinliin kinaz bolgesini baskilayan hedef ilaglarin
onerilmesi noroblastomun siklikla meydana geldigi sporadik olgular i¢in uygun bir dnermenin
olamayacag: diisiincesindeyiz.

Sonug olarak Tiirkiye ndroblastom popiilasyonunu temsil eden 79 sporadik olgularda
sporadik ALK gen mutasyonu olmadigi net olarak gosterilmistir. Bu durum literatiirde
noroblastom olgular1 i¢in prognostik faktor olarak oOnerilen ALK’nin kinaz bdlgesinin
tartisilmasi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ALK geni, Sporadik Noroblastom, ALK kinaz bolgesi



ABSTRACT

THE IDENTIFICATION OF ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE (4LK) GENE
MUTATIONS IN NEUROBLASTIC TUMORS

Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Medical Biology and Genetics,
Balcova-IZMIR,
ozkan.bagci@deu.edu.tr

Neuroblastoma is the second most common tumor, following central nervous system
tumors and is the cause of 7.2% of childhood cancer diagnosed before the age of 15.
Neuroblastoma (NBL) is an embryonic tumor of the neuroectodermal cells that stem from
neural crest and target sympathetic nervous system and adrenal medulla. Neuroblastoma is a
tumor that shows a variety of clinical and biological characteristics along with a multitude of
questions not answered yet. Due to the volatility of the tumor in its biological behaviors,
neuroblastoma could show spontaneous regression, benign transformation or aggressive
manner, which results in complications related to the prognosis and treatment of the disease.

In recent years, the researches on Anaplastic lymphoma kinase gene mutation in
neuroblastoma cases have been particularly focused on the familial model of neuroblastoma;
and germ line mutations in ALK gene have been shown in such cases. It has been clearly
presented that there is no sporadic ALK gene mutation in the 79 sporadic cases that represent
the neuroblastoma population in Turkey. Not detecting mutations in ALK gene in these cases
is of the utmost importance for the treatment model of neuroblastoma recommended in the
literature. As known, the familial forms of neuroblastoma consist of only 1% of all the cases.

Hence, for the neuroblastoma cases for which no affective treatment method has been
found yet in the studies carried out, we do not think that prescribing target drugs pressing the
kinase domain of the ALK gene production is an appropriate proposal for the sporadic cases
in which neuroblastoma frequently occurs.

In conclusion, it has been clearly presented that there is no sporadic ALK gene
mutation in the 79 sporadic cases that represent the neuroblastoma population in Turkey. This
situation shows the necessity to discuss ALK kinase domain proposed as the prognostic factor
in the literature for neuroblastoma cases.

Key words: ALK gene, Sporadic Neuroblastoma, ALK kinase domain



1.GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Noroblastom’un Tarihcesi

Malign bir ¢ocukluk ¢agi hastaligi olarak ndroblastomun tarihi Alman patolog R.L.K
Virchow’ un 1864 yilinda yaymlamis oldugu “Beyin epifizi ve bdbrek {istli bezlerinin
hiperplazisi” isimli makalesine dayanmaktadir. Virchow makalesinde adrenal medulladan
meydana gelen, bobrek {iistii bezlerindeki nodiillere dikkat ¢ekmistir. Virchow adrenal
medullanin olagan bilesenlerinin disinda, bazi durumlarda yiiksek miktarda sempatik
hiicrelerin bulunmasini tanimlamak iizere ¢alismalarda bulundu [1].

1910 yilinda “Noroblastom” terimini ilk olarak kullanan J.H. Wright, noral fibrillerin
olugmasini bobrek {istii bezlerinin gelismesiyle kiyasladi. Wright, embriyo olusumu sirasinda
primitif sinir hiicrelerinin gd¢ etmesiyle, viicudun genis bolgelerinde ayni tiimdriin
gelisebilegine dair ¢alismalarda bulundu [1].

Virchow’un c¢aligmasini takiben sonraki ylizyilda ndéroblastom hakkinda bilgi birikimi
yavas bir bicimde gerceklesirken, yirminci ylizyilin ortalarindan itibaren ndroblastom iizerine

yapilan aragtirmalarda ciddi artiglar gerceklesmistir [1].

1.2. Noroblastomun Epidemiyolojisi

Noroblastoma merkezi sinir sistemi tiimorlerinden sonra, en yaygin ikinci solid
timordiir ve 15 yas altindaki tan1 almis tiim c¢ocukluk cagi kanserlerin %7.2 sinden
sorumludur. Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii’niin, siirveyans, epidemiyoloji ve sonuglar
programi tarafindan 1975-2000 yillart arasinda 1424 olgu bildirmistir [2].

Ayni1 program tarafindan noroblastomun toplam insidans1 15 yas altindaki ¢ocuklar i¢in
milyonda 10.2 olarak hesaplanmistir. Erkekler i¢in bu oran milyonda 10.3, kizlarda 10.1 ve
beyazlarda 10.8 iken siyah ¢ocuklarda 8.4 olarak bulunmustur. Diger etnik gruplarda ise bu
oran 7.5 olarak bulunmustur. Yasa gore gruplama yapildiginda insidans oranlari; 0-4 yas igin
milyonda 19.6, 5-9 yas i¢in 2.9 ve 10-14 yas i¢in 0.7 olarak bulunmustur. Noroblastomun
insidans oran1 bebeklerdeki cinsiyete gore de farklilik gostermektedir. Erkek bebeklerde oran

milyonda 62.8 iken kizlarda 59.8 dir [2].



Uluslararas1 olarak kanser kayitlar1 temel alindiginda, noroblastomun uluslararasi
insidans1, Kuzey Amerika, Avrupa, Avustralya ve Israil’den ¢ikan beyaz irka mensup bireyler
arasinda daha yiiksektir. Insidans oram giineydeki bélgelerde, Hindistan ve Cin’i de igeren
Dogu Asya’da, Latin ve Giiney Amerika’da daha diisiiktiir. Japonya’da ise bat1 iilkelerinden
daha digiiktiir [2]. Rutin saglik muayenesinde ya da farkli endikasyonlar i¢in yapilan saglik
incelemelerinde rastlantisal olarak noroblastom tanmi koyma sikligi iilkeler arasinda biiyiik
degiskenlik gostermektedir. ingiltere’de ndroblastom hastalarinin % 7.7’si rastlantisal olarak
tan1 alirken, bu oranin Avusturya ve Almanya’da sirasiyla % 27.1 ve % 33.9 oldugu
goriilmistir [3].

Tirk Pediatrik Onkoloji Grubu NBL 2003 protokoliiniin Ekim 2006 verilerine gore;
Tiirkiye’de ortanca tani koyma yas1 22 aydir ve kiz/erkek orani ise 1.01 dir [4].

[zmir ilinde 1997-2002 yillar1 arasinda ¢ocukluk ¢ag1 kanser inisidansina yénelik bir baska
calismada noroblastomu da igeren periferik sinir hiicrelerinden kaynakli kanserlerin rolatif
siklig1 %7.1 olarak saptanmustir [5].

Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu’nun (TPOG) 2002 yilinda solid tiimdrler ve lenfomaya sahip
olan 1073 c¢ocuk iizerinde yaptig1 calismada, sempatik sistem tiimorlerinin %9.40 ile
goriildigi saptanmistir [6]. Tirkieyedeki 2002 -2005 pediatrik tiimor kayitlarina gore, 1435

cocukluk ¢ag1 tiimdrlerinin % 10.6 ‘s1 sempatik sinir sistemi kdkenlidir [7].

1.2.1.Cevresel risk faktorleri:

Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar ndroblastomun etyolojisi lizerindeki dogumsal
karakteristikleri ve reproduktif dykiiniin roliinii incelemistir. Calismalarin sonucunda celiskili
bulgular bulunmakla beraber; 6nceki gebeliklerde meydana gelen diisiikler, gebelik siiresince
olusan enfeksiyonlar, cinsel yolla bulagan hastaliklar, tekrarlayan sezaryan dogumlar, diisiik
dogum agirhig1 (<2,500g) noroblastom igin risk olusturdugu bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir
[2].

Yapilan son ¢alismalarda da erken dogumun (<33hafta) néroblastom riskini (OR:1.9)
artirdig1 bulunmustur. Bir baska ¢alismada ise; erken dogumun hastaligin ileri evrede olma
riskini (OR:3.4) artirdig1r bulunmustur. Daniels ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, 6 aydan

fazla emzirmenin ndroblastom riskini % 40 oraninda diisiirdiigli saptanmustir [2].



Japonya, Avustralya ve Israil’de yapilan olgu serisi ¢alismalarinda anne tarafindan
ovulasyonu indiikleyen ilaglar ile noroblastom arasinda iliski saptanmistir. Yapilan dort olgu-
kontrol ¢alismasinda gebelik siiresince veya dncesinde hormon kullanimi ndroblastom riskini
(OR>2.0) artirmakatdir. Ancak yapilan diger olgu kontrol c¢alismlarinda risk
gosterilememistir. Ayni sekilde annenin gebelik siiresince alkol ve sigara kullanimu ile ilgili
yapilan ¢alismalar ¢eliskili sonuglar vermektedir [2].

Yapilan ¢esitli calismalarda, babanin meslegi ile ndroblastom riski arasinda iligkinin
olduguna yonelik sonuglara ulagilmistir. Elektrikli cihazlarin ve elektrik hatlarinin tamiri gibi
elektrik ile ilgili mesleki bir pozisyonda calisan babalarin noroblastom riskini artirdigi
(OR>2.0) saptanmistir. Ayn1 sekilde plastik, boya ve endiistri sanayisinde calisanlarin da
hastalik riskini artirdig1 bulunmustur [2].

Annenin meslegi ile néroblastom riski iliskisine yonelik yapilan ¢aligmalarda ise, plastik,
elektrik ve metal {irlinlerin retilmesine yonelik is kollarinda c¢alismanin riski artirdigi
saptanmistir. Sonug olarak noroblastom riskini hesaplamak i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmis

ancak hastalik i¢in hi¢cbir neden ya da nedenler izole edilememistir [2].

1.3. Noroblastomun Biyolojik ve Genetik Ozellikleri

Noroblastom (NBL), noral krestten koken alip adrenal medulla ve sempatik sinir
sistemine hedeflenen néroektodermal hiicrelerin embriyonel bir tlimoériidiir. Bunun sonucunda
tliimor sempatik sinir sisteminin herhangi bir yerinde gelisebilir. Ancak ¢ogunlukla tiimdrlerin
%65°1 abdomende gozlenir. Diger yaygin bolgeler ise boyun ve gogiisdiir [8].

Noroblastom c¢esitli klinik ve biyolojik 6zellikler gosteren, ¢ok sayida bilinmeyeni olan
bir tiimordiir. Tiimoriin biyolojik davranisindaki degiskenlik nedeniyle, noéroblastom spontan
regresyonlar, benign transformasyon ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin
prognozunu belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir [9-12].

Bir yasindan biiyiik ¢cocuklarda, olgularin yaklasik % 75’1 yaygin metastazlar sergiler (evre 4)
ve bu tiimorler kemoterapiye direncli, sagaltima yamit vermeyen tliimorlerdir. NBL’un
cocukluk cagi kanser mortalitesine katkida bulunan kismi (Gelismis iilkelerde g¢ocukluk
caginda kanserle ilgili 6limlerin % 15°1) bu gruba giren tiimdrlerden olugmaktadir. Bunun
tersine, diisiik evre hastalik ozellikleri gosteren (evre 1, 2, 4S) NBL olgularmin klinik
davranisi, agresif gruba giren tiimorlerinkinden son derece farklidir. Bu gruptaki tiimoérler

kemoterapiye duyarli olup, yiiksek sagaltim oran1 gdsterirler.



Dahasi, yaygin metastaz gosteren evre 4S tiimorleri de dahil olmak {tizere, disik evreli
tiimorlerin bir kismi1 kendiliginden gerilemektedir.

Kétii prognozun bilinen klinik belirtegleri, tan1 alan hastanin 1 yasin {izerinde ve ileri
evrede olmasidir. Ayrica; gangliyonik farklilasma, Schwann hiicre stromasinin diizeyi gibi
tiimor histolojisine dayanan risk belirleme sistemleri de gelistirilmistir [13-17].

Histolojik olarak farklilagmig tiimorlerde Schwann hiicresi stromasi yaygin olarak
gozlenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda Schwann hiicrelerinin  ndronal hiicrelerin
diferansiyasyonunu indiikledigi ve proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [18].

Ancak, stromal bilesenin kaynagi ve stroma varliginin bir sonu¢ mu yoksa neden mi oldugu
heniiz bilinmemektedir [19].

Son yillarda noroblastomda prognostik bir timor faktorii belirlemek icin ¢aligmalar
yapilmustir. Riley ve arkadaslarinin néroblastomda prognostik faktorler igin yaptiklari literatiir
calismasi sonucunda otuzbir prognostik faktor rapor ettiler. Prognostik faktorlerden 6’s1
genetik aberasyonlardan olusmaktadir. Bunlar ploidy, MYCN amplifikasyonu, 1 no’lu
kromozomun kisa kolunun (1p) kaybi, 17 no’lu kromozomun uzun kolunun (17q) kazanimu,
kromozom 14q kayb1 ve kromozom 11q nun kaybidir.

Prognostik marker {izerinden gergeklestirilen meta-analiz c¢alismalarinda MYCN
amplifikasyonunun ve DNA ploidisinin giiglii bir prognostik etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir.  Yapilan calismada MYCN amplifikasyonu i¢in risk oram1 5.48
(%95 G.A: 4.30-6.97) , DNA near diploidisi icin risk orani 3.23(%95 G.A: 2.08-5.00) olarak
hesaplanmistir [20].

Tiumor polidisi ile ilgili olarak, “near triploidi” iyi prognozla iliskiliyken; MYCN onkogen
amplifikasyonu, 17q kazanimi, 1p veya 11q allelik kayb1 agresif tiimor ozellikleri ve koti

prognozla iliskili oldugu gosterilmistir [21, 22].

MYCN Geni
MYCN amplifikasyonu NBL tiimdrlerinde yaklasik %20-40’1inda gbzlenen bir 6zelliktir.
Bu anomalinin hastaligin ilerlemis evresiyle birliktelik gosterdigi bilinmektedir [23, 24].
Yapilan caligmalarda MYCN geninin asir1  eksprese oldugu transgenik farelerde
noroblastomun gelistigi saptanmistir [15]. MYCN amplifikasyonu evre 3 ve 4 de %30-40
oaraninda bulunmaktadir. Amplifikasyon daha diisiik evrelerdeki (evre 1 ve 2 de, %4 evre 4S

de) tiimorlede daha az siklikla (%8) meydana gelmektedir [20, 25].



1p allelik kayb:

Bir no’lu kromozomun ndroblastom genetigindeki dnemi primer tiimorlerde ve NBL
hiicre hatlarinda yapilan sitogenetik analizlerde anlasilmistir. Yapilan bir c¢alismada 915
noroblastom Ornegi taranmis ve 1p36 bolgesinde meydana gelen delesyonun MYCN
amplifikasyonu ile iligki oldugu bulunmustur [20]. Diger sitogenetik c¢alismalarda da
ozellikle 1p delesyonlar1 olmak tizere 1p degisimleri yiiksek siklikta saptanmistir. Bir no’lu
kromozomun kisa kolunda NBL gelisiminde rol oynayan bir ya da daha fazla sayida genin
bulundugu diisiincesi boylece agirlik kazanmistir.
1p delesyonlar1 yalnizca NBL tiimorlerinde degil, ayn1 zamanda hematolojik maliniteler ve
solid tiimorler de dahil ¢ok sayida insan malign hastaliklarinda neoplastik hiicrelerde
gozlenmektedir [20, 25].

Kromozom 1p nin allelik kayb1 agresif tiimor davanist ile iligkilidir. Delesyon siklikla
ilerlemis evredeki hastaliga sahip olan hastalarda gortilmektedir [25]. Ancak, Ip
delesyonunun prognostik énemi konusunda ¢alismalar tartismalidir. Ornegin, bir seri tiimorde
yapilan c¢alismada 1p kaybmin sagkalim iizerindeki etkisinin olumsuz etkisinin MYCN
amplifikasyonu goézlenen tiimorlerle sinirli oldugu saptanmistir [20]. Diger yandan, yapilan
cesitli sitogenetik calismalar 1p delesyonunun olumsuz hastalik siireci i¢in anlamli derecede
bagimsiz bir 6ngorii belirteci oldugunu gostermistir.

Heterozigosite kaybin1 (LOH) saptamaya dayali olarak yapilan diger c¢alismalarda,
Ip’de LOH gozlenmesinin hastalik prognozu i¢in en gii¢lii 6ngdrii etmeni oldugu

gosterilmistir [26].

17q kazanimi

Noroblastom olgularinin %60°’dan daha fazlasinda 17. kromozomun tamaminin veya

17q kolunun kismi bir paragasinin kazanimi gozlenmektedir [20].

DNA ploidisi

Noroblastom DNA icerigi agisindan, near-diplodi (%45) ve near triploid (%55) olarak
ikiye ayrilabilir. Near triploid ndéroblastomlar yapisal genetik aberasyonlar olmaksizin tam bir

kromozom kazanimi veya kaybi ile karakterizedir. Klinik olarak near-triploid tiimdrler daha



1yi bir prognoza sahiptirler. Near-diplodi tiimoérler MYCN amplifikasyonu, 17 q kazanimi ve

diger kromozal kayiplar gibi genetik aberasyonlarin varligi ile karakterizedir [20].

11q allelik kaybt
Kromozom 11q kaybt olgularin yaklastk %40’inda gdsterilmistir.  Yapilan

calismalarda 11q delesyonuyla olumsuz klinik parametreler arasinda giiglii bir iliski bulunmus
ve kromozom 11q kayb1 MYCN amplifikasyonu ile ters yonde korelasyon gostermektedir
[20, 27-31].

1.4 ALK Geninin Genel Ozellikleri

Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) geni 2. kromozomun kisa kolu iizerinde 2p23 de
728,793. bazda lokalize olmus bir gendir. ALK geni 29 ekzon ve 29 introndan olugmaktadir.
ALK geni tirozin kinaz aktivitesi gostermekle birlikte sinir sisteminin gelismesinde ve sinir
sisteminin normal fonksiyonunda dnemli bir rol oynadig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
[32].

ALK geni; reseptOr tirozin kinaz iliskili, tek yon gecisli tip 1 transmembran proteini
kodlamaktadir. ALK geninin kodladig1 protein merkezi sinir sisteminin bazi hiicrelerinde
eksprese olurken ve diger normal hiicrelerde hemen hemen hi¢ eksprese olmamaktadir [33].
ALK geni tarafindan kodlanan protein, 1,620 aminoasitden olusup 177 kDa agirligindadir. Bu

proteinden, glikolizasyon isleminden sonra 200kDa luk olgun glikoprotein olusur [34].
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Sekil 1: ALK geninin 2.kromozom iizerindeki lokalizasyonu [34, 35].



1.4.1 ALK Geninin Rol Oynadigi Metabolik Yolaklar

ALK geninin rol oynadigi metabolik yolaklar: kalsiyum sinyal yolagi, apoptozis, VEGF
sinyal yolagi, axon olusumu, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi, insiilin sinyal yolagi

seklinde siralanabilir.

1.5 ALK geni ile Kanser iliskisi

ALK geni ilk olarak biiyiik hiicreli anaplastik lenfomalarda tanimlanmistir. Morris ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada, biiyiik hiicreli lenfoma tiimorlerinin yaklasik iicte birinde 2
ile 5. kromozomlar arasinda translokasyon t(2;5)(p23;q35) saptanmustir.

Besinci kromozomda bulunan niiklefosmin geni ile transloke olan 2. kromozomun p23
bolgesi daha Onceden tanimlanmamis olmakla birlikte, bu c¢alisma sonucunda Morris ve
arkadaslan tarafindan bu bolge, Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) geni olarak tanimlandi
[36].

Sonraki yillarda yapilan bir bagka ¢alismada biiyiik hiicreli anaplastik lenfomalarda
ALK geninin TPM3-ALK seklinde yeni bir fiizyon geni t(1;2)(q25;p23) olusturdugu
saptanmistir  [37].  t(2;5)(p23;q35) translokasyonu sonucunda olusan hibrid proteini,
niikleofosmin geninin amimo terminali ile ALK geninin katalitik bolgesi arasinda
baglantilandirilmistir. Bu anormal NPM-ALK fusion geninin transkripsiyonu tirozin kinaz
olarak islev yapan ve p80 olarak isimlendirilen anormal proteini olusturur. Olusan bu protein
niikleus ile ilintili fosfoprotein ribozomlarin olusmasinin son asamasinda stoplazma ile
niikleolus arasinda ribozom komponentlerinin tasinmasinda gorev alir. Tipik olarak
t(2;5)(p23;q35) translokasyonuna sahip olan hastalarda bu protein hem niikleer hem de
stoplazmada ALK-1 antikoru ile boyanarak gdsterilmistir.

Sonuglar olduk¢a farkli olmasina ragmen, ALK nin ekspresyonu malign periferal sinir
kilifi  tiimoér  olgularinin  %40°inda, rhabdomyosarkom  olgularinin = %19-22’sinde,
leiyomyosarkom olgularmin  %10’unda, Malign fibréz histiyositom olgularmin %9’unda,
noroblastom olgularinin  %39’unda ve Ewing's/ Primitif noroektodermal tiimdrlerin
%?22’sinde, enflamatuar miyofibroblastik tumorlerin %?28-62’sinde rapor edilmistir [33].
Yapilan diger calismalarda ALK geninin programlanmamis ekspresyonunun lenfomalarin
malign transformasyonuna katkida bulundugu gosterilmistir [38]. Buna ilaveten, biiyiik

hiicreli akciger kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda, 2. kromozomun p kolu ic¢indeki



inversiyon ile olusan ALK ve EML4 genlerinin yeni bir fiisyon geni olusturdugu gosterilmistir

[39].
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Sekil 2: ALK geninin gesitli hastaliklarda diger genlerle yaptig1 translokasyonlar [34].
1.5.1 ALK Geni ile Néroblastom Iliskisi

ALK geni ile noroblastom arasindaki iligskiyi ilk olarak; ailesel noroblastom
soyagaglarinda SNP (Tek Niikleotit Polimorfizmi) array ¢alismalar1 2. kromozomun p23-24
bandlarinda 6nemli bir linkaj sinyalini Mossé ve arkadaglart tanimlamistir. Ayni
aragtirmacilar bolgesel aday genleri tekrar sekanslayarak, ALK geninin tirozin kinaz
bolgesinde missense mutasyonlar1 saptadi. Buna ilaveten bu ¢alismada, 194 yiiksek riskli
noroblastom oOrneklerinin %12.4’linde tirozin kinaz bolgesinde somatik olarak kazanilmis
mutasyonlar1 gosterdiler. Yapilan ¢alismada ALK geninin 29 ekzonun sekanslanmasiyla,
saptanan probandlarin 8’inde ALK tirozin kinaz bélgesinde 3 farkli tek baz degisimi
tanimlanmis olup 218 normal kontrol allelinde ise ALK tirozin kinaz bdlgesinin
seknslanmasinda mutasyon saptanmamustir. Yapilan ¢alismada mutasyona ugrayan ALK nin
fosforillendigi immiinblotlama yontemi ile gdsterilmistir [40]. Ayn1 ¢calismada, mutasyonlarin
ALK proteinin hangi boélgesinde olduguna dair yapilan analizlerde, ailesel olgularda
tanimlanan mutasyonlarin siklikla, ALK protein yapisinin p ilmegi, aktivasyon ilmegi ve 4
fiberinde bulundugu saptanmistir [40].

Yapilan diger ¢aligmalarda, somatik olarak kazanilmis mutasyonlarin ise, ALK proteinin

katalitik bolgesinde ya da C heliksinde bulundugu gdsterilmistir [36]. Bir baska ¢aligmada ise
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saptanan somatik mutasyonlarin ALK proteinin N terminalinde, C heliksinde ve katalitik
ilmekte bulundugu gosterilmistir [37].

Ayni calismada genomdaki kopya sayisi degisimlerini degerlendirmek amaciyla “Single
Niikleotit Polimorfizm” (SNP) temelli mikroaray c¢alismasi yapilmig ve 112 olgunun
%22.8’inde ALK lokusunu da igeren 2p bdlgesinde dengesiz kazanim —kismi trizomi-
saptanmistir. Buna ilaveten olgularin %3.3’linde yiiksek diizeyde ALK amplifikasyonu
gosterilmisitir  [37]. Ayrica; ALK kopya sayisindaki degisimlerin (kazanim veya
amplifiksayon) agresif klinik fenotiple ve noéroblastomun mortalitesi ile yiiksek derecede
iligkili oldugu bulunmustur [40, 41].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular, kalitsal néroblastomun
tiimdr olusumunda ALK onkogeninin 6nemli bir rol oynadigini desteklemektedir [41, 42].
Yapilan bir baska ¢alismada, ALK nin sekanslanmasi sonucunda, 215 ndroblastik timor
dokusunun %6.1’inde ve 24 ndroblastom hiicre hattinin %33’linde 8 yeni mutasyon
saptanmistir. Calismada mutasyona ugrayan kinazlarin otofosforile oldugu saptanmistir.
Ayrica kinaz aktivitesinin, yabanil tiplerle karsilatirildiginda mutasyonla birlikte arttigi
gosterilmisitir [39]. Bununla birlikte RNA interferans yontemiyle, ALK nm kismi
susturulmasinin, mutant ALK agisindan pozitif olan ndroblastom hiicrelerinin
prolifrerasyonunu baskiladig1 gosterilmistir. Bu calismada saptanan mutasyonlarin %90’ 1nin
kinaz bolgesinde oldugu gosterilmisitir. Ayni ¢aligmada ALK mutasyonunun MYCN
amplifikasyonu ile yiiksek derecede korelasyon gosterdigi saptanmustir [43].

Hiicre hatlar1 iizerinde gergeklestirlen diger bir ¢alismada ALK’ nin knockdown edilmesiyle

hiicrelerde apoptozun arttig1 ve proliferasyonun azaldig: saptanmistir [44].
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2. AMA

ALK geninin NBL ile iligkisini gosteren ¢alismalarda, ALK geninin yiiksek diizeyde
eksprese oldugu gosterilmis ve bu amplifikasyonun ALK nin kinaz aktivasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Buna ek olarak genin MYCN onkogeni ile birlikte amplifiye oldugu durumlarda
malign tiimor olusumunu indiikledigi gosterilmistir. Ayrica ALK geninin mutasyonunun ileri
diizeyde MYCN geni ile korelasyon gosterdigi saptanmustir.

Bu sonuglara dayanarak arastirmacilar ALK geninin ndroblastom i¢in prognostik bir
faktor olabilecegi yoniinde dngoriilerde bulunmuslardir. Ancak, literatiirde yapilan ¢alismalar
incelendiginde ALK gen mutasyonunun siklikla, ndroblastomun tiim olgularinin i¢inde sadece
%1 siklikla meydana geldigi ailesel olgularda saptandigi goriilmektedir. Buna ilaveten,
noroblastom olgular1 siklikla sporadik olarak meydana gelmesine ragmen, sadece sporadik
olagular {izerinden yiiriitiilen bir calisma literatiirde bulunmamaktadir. Ayni1 zamanda, ailesel
olgular iizerinden yliriitilen calismalarda saptanan mutasyonlardan hareketle, ALK kinaz
bolgesinin inhibitdrii olabilecek ajanlarin biitlin noroblastom olgular1 i¢in bir sagaltim
yontemi olabilecegi onerilmektedir.

Literatiirde sadece spradik olgular iizerinden ALK gen mutasyonunu arastiran herhangi
bir ¢calismanin olmamasi ve c¢alismalarda Onerilen sagaltim yontemlerinin sporadik olgular

icinde gegerli olup olamacagini aragtirmak i¢in bu ¢alismay1 planladik.
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3.YONTEM

3.1 Hasta ve Kontrol Gruplarimin Belirlenmesi

Calismamizda hasta gruplari, Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) 2003 tedavi
protokolii kapsaminda Tiirkiye genelindeki cesitli liniversite ve devlet hastanelerinden olusan
35 merkezden bize ulasan ndroblastom tiimoér o6rnkelerinden 79’u c¢aligmanin olgu grubunu
olusturmaktadir. Laboratuarimiza ulasan noéroblastom tiimor dokusu ornekleri -80°C’de
saklanarak caligmalarda kullanilmak {izere tiimor dokusu bankasi olusturulmustur.
Noroblastom tiimor dokusu drnekeleri hasta yakini tarafindan imzalanan aydinlatilmig onam
formu karshiginda alinmistir (Bkz.Ek-1).

Calismamizin kontrol grubunu, Dokuz Eyliil Univeristesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyloji
ve Genetik Aanbilimdali’nda yapilan baska bir tez calismasinda (Sait Tiimer “Kalitimsal ve
Non-sendromik isitme Kaybi Olgularinin Aday Lokuslarindaki Mutasyonel Analizi” 2007,
D.E.U, S.B.E, Yiiksek Lisans Tezi, Danisman Ogretim Uyesi: Do¢. Dr. Oguz Altungéz)

noroblastom tanisi almadigi bilinen 96 hasta DNA’s1 olusturmustur.

3.2 Doku Orneklerinden DNA izolasyonu

Hastaya ait timor dokusundan DNA oOrnekleri, fenol-kloroform-isoamil alkol
yontemiyle genomik DNA ekstraksiyonu ve amonyum asetat presipitasyonu yontemiyle elde
edilmistir. Ayn1 zamanda fenol-kloroform-isoamil alkol yontemiyle DNA elde etmek icin
uygun miktarda olmayan timor dokusu orneklerinden DNA eldesi i¢in “High Pure PCR
Template Preparaiton Kit” (Roche , Cat no:11796828001 version june 2007) kullanilmustir.
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3.2.1 Kullanmilan Stok Cozeltiler ve Hazirlanislar

1- TNE +SDS cozeltisi:

Stok Alinacak miktar Son konsantrasyon
5M Na(Cl 2ml 0.1M

0.5 M EDTA 2ml 20mM

IM Tris-Cl Sml 25mM
%10 SDS 10ml %1

Cozelti 81 ml dH20 ile 100 ml ye tamamlanip, otoklavlanarak steril edilip ve oda
sicakliginda saklandi.

5M NaCl 100 ml

29.2 gr NaCl tartilir

100 ml ye tamamlanip otoklavlandi.

IM Tris-Cl 100 ml

12.1 gr Tris-baz tartilir
pH 8.0 a %37 lik HCL ile getirildi.

100 ml ye tamamlanip otoklavlandi.

0.5M EDTA 100 ml
18.61 gr EDTA tartilir
20 gr NaOH pelleti kullanilarak pH 8.0 ayarlandi.

100 ml ye tamamlanip otoklavlandi.

%10 luk SDS 100 ml

10 gr SDS tartilir iizerine 80 ml su kondu ve pH 7.2 ye ayarlandi.
100 ml ye dH20 ile tamamlanip filtreleme yapilarak steril edildi.
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2-3M NaOAC 100ml

24.6 gr
pH 5.2
100 ml

NaOAC
ye glasiyal asetik asit ile ayarlandi..

ye dH20 ile tamamlanip filtreleme yapilarak steril edildi.

Filtreleme islemi 10 ml lik enjektore 0.2 um lik filtreleme aygit1 takilarak yapildi.

1.GUN

1)

2)

3)

4)

2.GUN

1)

2)

3)

4)

3.2.2 Fenol-kloroform-isoamil alkol Yéntemiyle DNA Eldesinde Kullanilan Protokol

-80 ° C den alan ornekler oda sicakliginda ¢oziindiikten sonra 150-200 mg doku
pargasi ayrilir.

150- 200 mg doku parcasi, petri kab1 i¢inde pipet ucu ve bisturi yardimiyla kiigiik
parcalara ayrilir ve i¢ine 3 ml Hanks solusyonu konur.

Tiim pargalar pipetér yardimiyla 15 ml lik mavi kapakli tiiplere konup, petri kabi
tekrar 3 ml lik Hanks ile yikanip tiipe konur ve 200 g de 10 dk santrifiij yapilir ve {ist
faz s1v1 atik kabina atilir.

Tiipte kalan pellet vortex yapilarak kaldirilir ve iizerine 4 ml TNE+SDS tamponundan
ve 20 mg/ml proteinaz-K dan 100 pl eklenerek alt-list ettikten sonra 37 © C ye

ayarlanmig su banyosunda bir gece inkiibasyona birakilir.

37° C deki siispansiyon tam homojenize olmamigsa 10 -15 dk 55 © C de bekletilerek
homojenize olmasi saglanir.

Siispansiyonun iizerine esit hacimde steril cam pipet ¢eker ocakta 4.5 ml fenol-
kloroform-izoamil alkol eklenir. Karisim siit kivamina gelinceye kadar alt-iist edilerek
karistirilir.

Karisim + 4 ° C de 3640 g (3540 rpm) 20 dakika santrifiij yapilir. Ust faz kesik uglu
1000 mk lik pipetle yeni bir mavi kapakli tiipe aktarilir. Pellet olan tiip deney sonunda
DNA gorene kadar saklanir.

Yeni tiipe alinan sulu fazin iizerine 3.5 FKI konularak 10 dk boyunca alt - iist edilir ve

yine 3640 g de 20 dk santrifiij yapilir
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5) Ust faz yeni bir mavi kapakli tiipe kesik uglu pipetle almir alt fazin oldugu tiip
saklanir. Yeni tiipe alinan sulu faz iizerine cam pipetle 4.5 ml kloroform eklenir ve 10
dk boyunca alt-iist ettikten sonra yine 3640 g de 20 dk santrifiij yapilir.

6) Ust faz yeni bir mavi kapakli tiipe kesik uglu pipetle alimir ve alt fazmn oldugu tiip
saklanir. Sulu fazin iizerine -20 ° C de dnceden sogutulmus %96 lik etanolde 8.4 ml ve

700 ul amonyum asetat (10x) eklenir.

7) Yatay hareketler ile karigtirilip DNA ipliklerinin olusumu gozlenir.

8) DNA ipliklerinin olusumu goézlendikten sonra steril plastik 6ze ile alinip 500 pl
% 70 lik alkol olan mikrosantrifijj tiipiliniin icinde 10 sn kadar bekletilerek yikanir.

9) Alkolden cikarilan plastik 6ze oda sicakliginda 1-2 dk bekletilerek alkoliin ugmast
saglanir.

10) Steril ependorf tiipii icine ImM EDTA c¢ozeltisinden 750 pl konulur ve 6ze ucu
bogum oldugu yerden kirilip bu ¢ozelti icerisine birakilip + 4 °C veya -20 °C’de

saklanir.

3.2.3 High Pure PCR Template Preparation Kit ile DNA eldesinde kullanilan protokol

1) Doku miktart 25-50 mg olacak sekilde tiimorden O6rnek alinip bistiiri yardmiyla petri kabi

igerisinde cok kiigiik parcalara ayrilir.

2) Steril edilmis 1.5 ml lik mikrosantrifiij tlipline, kiiclik par¢lara ayrilmis tiimér dokusu,

200 pl Tissue Lysis buffer ve 40 pl proteinaz-K eklenip karigtirilir.

3) 55 °C’deki su banyosunda 1 saat inkiibe edilir.

4) 200 pl Binding Buffer eklenir ve 70 °C’deki su banyosunda 10 dk inkiibe edilir. Aym

zamanda Elution Buffer 70 °C’deki su banyosuna konur.

5) Oda sicakliginda bulunan izopropanolden 100 pl eklenir.
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6) Toplama tiipiiniin icine High Filter Tube yerlestirilir. Ornek filter tiipiin iist rezervuarina

bosaltilarak 1 dk 8000g de santrifiij yapilir.

7) Santrifiij sonrasi collection tliptinden filter tiip ¢ikarilir ve toplama tiipii atilir.

8) Filter tiip yeni bir toplama tiipline konur.

9) Filter tiipiin {ist rezervuarina 500 pl inhibitdr removal buffer eklenir ve 1dk 8000g de
santrifiij yapilir.

10) Filter tiip yeni bir toplama tiiptine konur.

11) Filter tiipiin iist rezervuarina 500 pl wash buffer eklenir ve 1dk 8000g de santrifiij yapilir.
12) Filter tiip yeni bir toplama tiipiine konur.

13) Filter tiipiin iist rezervuarina 500 pl wash buffer eklenir ve 1dk 8000g de santrifiij yapilir.
14) “Flowthrough” s1vis1 uzaklastirildiktan sonra 10 sn maksimum hizda santrifiij yapulir.

15) Filter tiip steril 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilir. Filter tiipiin iist rezervuarina
70 ° C deki su banyosunda isitilmig Elution Buffer dan 200 pl eklenir ve 1 dk 8000g de

santrifiij yapilir.

16) 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiinde toplanan DNA -20 ° C de saklanir.
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3.2.4 Elde Edilen DNA 'nin Konsantrasyonunun ve Safliginin Saptanmasi

Protokoller ¢ergevesinde elde edilen DNA lar, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii

(IYTE) Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Merkezi Arastirma Laboratuar’inda bulunan sekiz
kanalli UV spektrofotometre (NanoDrop8000 USA) ile 260 nm de optik yogunlugu (O.D)

oleiildii. Orneklerin spektrofotometrik 6l¢iimii sonucunda 260 ve 280 nm deki absorbans

degerlerinden 6rneklerin konsantrasyonu saptandi. Her bir 6rnek i¢in 6l¢iim 3 kez tekrarlanip,

hesaplanan konsantrasyon degerlerinin ortalamasi alindi.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla (PCR) Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi:

Calismada 8 farkli primer ¢ifti kullanilarak ALK geninin 20-28 ekzonlar1 ¢ogaltildi.

Primer olarak, Chen Y. ve arkadaslarinin kullandig: ileri ve geri primerler segildi.

Primerlerin kontrolii NCBI veri tabani tizerinden ALK geninin tiim dizisi indirilerek Fast PCR

programi araciligiyla yapildi.

3.3.1 ALK Geni 20. Ekzonun Cogaltilmasi

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 323 bp den olusmaktadir.

697801
697861
697921
697981
698041
698101
698161
698221
698281
698341
698401
698461

aatacaaata
cttcaattaa
ggttcagagc
TGTAGTGctt
taccgccgga
aagctgagca
gctggcaaga
attcggtgag
TTATcacagc
acccctagcc
ttaactccca
ttcattcaga

attattttcc
agacacacct
tcaggggagg
caagggccag
agcaccagga
agctccgcac
cctcctccat
cgccctgetg
accgcagact
ctcctaggag
tagtttatgg
tgtgctctct

Sekil 3: ALK geni 20. ekzon primer

edilecek gen bolgesi.

Forward: AGGAAGTGGCCTGTGTAGTG

Reverse: ATAACATTCAGCCCCTACAC

atatatctga
tctttaatca
atatggagat
gctgccagge
gctgcaagcc
ctcgaccatc
cagtgacctg
ccgtcctggg
cctctagcca
gacaagcctt
agtttataca
ccaagtctac

oturma bolgeleri (koyu ve biiyiik harf)

tttttagcectt
ttttattagt
ccagggaggc
catgttgcag
atgcagatgg
atgaccgact
aaggaggtgc
aggagagggg
caaaaggccg
gacattcagg
atgagaggag
ctggctccce

tgcatttact
atttctaagt
ttcctgtAGG
ctgaccaccc
agctgcagag
acaaccccaa
cgcggaaaaa
TGCAGTGTAG
gcagagccct
gccatgtatg
aaccagggct
ttccctccag

ttaaatcatg
atgatggaaa
AAGTGGCCTG
acctgcagtg
ccctgagtac
ctactgcttt
catcaccctc
GGGCTGAATG
ccctatgggc
ttggcttaca
ctcctcaaaa

gggagcaggg

ve amplifiye
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3.3.2 ALK Geni 21-22. Ekzonun Cogaltilmast

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 381 bp den olugsmaktadir.

698761
698821
698881
698941
699001
699061
699121
699181
699241
699301
699361

cttaccagtt
ggtattactc
gcccaggctc
TGTCttctcc
aggtgtccgg
gctcactctt
gcctcctect
aacaggacga
caccctcacc
tatctccaag
caaacattct

ttcaggtgaa
ctgagtgtgt
aggaccccca
tttgcacagg
aatgcccaac
gagcctgccc
cctccccacc
actggatttc
ccaactcccc
ggaaatcgtg
agacacttct

gaactggaag
atgttacccc
gctgcctcat
ggtctgggcc
gacccaagcc
ttggcttgeg
ctccecttct
ctcatggaag
tctgccccca
ttgtccctag
taccagaatg

cccgagattg
cgcctctegt
tattgtggcc
atggcgcctt
ccctgcaagt
gactctgtag
ctgcccagac
ccctgatcat
aaGAACCTGG
catgtcccct
gaacaaccct

catagcaaag
gtttgtccac
TtgttTGACTC
tggggaggtg
ggctgtgaag
gctgcagttc
gctgcctgaa
caggtaaagc
AGAGGTTTCT
tttctccagt
tgatggttgt

ccatgttgag
taaatgtgac
TGTCTCCTCT
tatgaaggcc
gtaagaagtg
tcagctcaca
gtgtgctctg
cacagagaga
AAcagatcga
aggagactcc
ttcagaaaca

Sekil 4: ALK geni 21-22. ekzon primer oturma bolgeleri (koyu ve biiylik harf) ve amplifiye

edilecek gen bolgesi.

Forward: TGACTCTGTCTCCTCTTGTC

Reverse: TTAGAAACCTCTCCAGGTTC

3.3.3 ALK Geni 23. Ekzonun Cogaltilmasi

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 250 bp den olusmaktadir.

700561
700621
700681
700741
700801
700861
700921

agcaagattc
tttatacatt
TGCCCAGACT
Cccaccagaac
gctggagctc
ggtgagtgag
ggagcaagag

tgggtttagg
gtagctgctg
CAGCtcagtt
attgttcgcet
atggcggggag
aaccagtctt

tgggcagcct

Sekil 5: ALK geni 23. ekzon primer

edilecek gen bolgesi.

Forward: AAGATTTGCCCAGACTCAGC

Reverse: TGTCCTTGGCACAACAACTG

ctcagcccgg
aaaatgtaac
aattttggtt
gcattggggt
gagacctcaa
tgctgCAGTT

gggtagcaag

gacccctgct
tttgtatcct
acatccctct
gagcctgcaa
gtccttccte
GTTGTGCCAA
ttcctcgatg

gcccatgttt
gttcctccca
ctgctctgca
tccctgecce
cgagagaccc
GGACAggagc

gaacccaggg

acagaatgcc
gtttAAGATT
gcaaattcaa
ggttcatcct
gccctcgecc
aaggatggaa
tgtcaacttt

oturma bdlgeleri (koyu ve biiylik harf) ve amplifiye
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3.3.4 ALK Geni 24.Ekzonun Cogaltilmast

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 259 bp den olugmaktadir.

707281
707341
707401
707461
707521
707581
707641
707701
707761

ccagagaggt
tctaatgtge
tgtgagcact
gtggcccget
gcacgtggct
ccggtgagtc
CcgCAGATCTC
gccatttgga
tcactttgtt

ctgggttggg
agccagggcc

ggaagccagc
tctgtctccc
cgggacattg
aaagtgactg
AAGGGCTCAC
tgtaggatga
gcccaggctg

Sekil 6: ALK geni 24. ekzon primer

edilecek gen bolgesi.

Forward: AGATTTCCCTCCTCTCACTG

Reverse: ATGTGAGCCCTTGAGATCTG

gcccaggcat
gaggcccctg
atttcAGATT
cacagagcca
cctgtggctg
tgctcttect
ATttccccct
ttcagctttg
gtctcgaatt

oturma bolgeleri (koyu ve biiyiik harf)

3.3.5 ALK Geni 25. Ekzonun Cogaltilmasi

ccaaattctt
gtgtagctgc
TCCCTCCTCT
gccctectcce
tcagtatttg
gtcatcctgt
tcagagcaga
ttttattgtt
tctgggctcce

tcaaatgcct
atgttcacgg
CACTGacaag
ctggccatgc
gaggaaaacc
cgctgatctg
atactaggtc
tttttgtgag
agtaatcctc

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 283 bp den olugsmaktadir.

711541
711601
711661
711721
711781
711841
711901
711961

ctcacactga
tcagcttgga
ttaggaaatg
gtccaggccc
ggtgagtaaa
tggggtgtgg
aatttcacta

cctaaatctg

agtatactat
gataaaatcc
catttccttt
tggaagagtg
gactgcctca
ctgcttgTCC
agttcctttt
ggatcacact

actaaaggaa
TAGTGATGGC
cttcccagag
gccaagattg
ccccteccggg
CTTACATCAT
caggctatgg
tcctgcagta

atatagggaa
CGTTGTACAC
acattgctgc
gagacttcgg
cctgtctctt
CTCCTGGtac
gaaaccttaa
attgacacca

gggaaggaac
tcatcttcct

cagaaactgc
gatggcccga
ccacctcagc
cctgtcaact
ttagtgacca
agecttttttt

ccaggtgatt
tctgcctect
ctcctcgtca
tggaccttct
acttcatcca
tgtgcttcce
tccctccaga
agacagggtc
ccaccttggc

ve amplifiye

tatttaaact
agggataaaa
ctcttgacct
gacatctaca
ccctcaagaa
ttctacctaa
tgcccgaagg
Tttt

Sekil 7: ALK geni 25. ekzon primer oturma bolgeleri (koyu ve biiyiik harf) ve amplifiye

edilecek gen bolgesi.

Forward: TAGTGATGGCCGTTGTACAC

Reverse: CCAGGAGATGATGTAAGGGA
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3.3.6 ALK Geni 26. Ekzonun Cogaltilmasi

Primerler dahil olmak tizere amplifiye edilen alan 274 bp den olusmaktadir.

714061
714121
714181
714241
714301
714361
714421
714481
714541

Sekil 8: ALK geni 26. ekzon primer oturma bdlgeleri (koyu ve biiyiik harf)

tcattcctct
taactaaatg
ttcagacctt
GATGCTTAAT
ctactataga
catggaagga
tatccctgca
Geceegtgtgt

caaacgtgag

edilecek gen bolgesi.

catgcctctc
atctgtgtgc
taatgggtag
GCCATCtcca
aagggaggct
atattcactt
gccataaggt
tagtagggag
catctatcag

Forward: GGCAGATGCTTAATGCCATC

Reverse: CTCCCGGCTTAGAGTATAGA

gtggtttgtt
ccctgctcte
actatattgt
gatcctagtt
gtgccatgct
ctaaaacaga
ggtgctcctg
ggaaaagaga

aattcataaa

3.3.7 ALK Geni 27. Ekzonun Cogaltilmasi

ttgtcttcta
ctcctgaacc
tgccactttc
tggttttcct
gccagttaag
cacatggtaa
ggccaaagga
agaatcaata

gacttgttaa

ttaaatgaca
gccaaggact
tcaactttcc
ctccttccee
tggatgcccc
gtcagccatc
CTCTATACTC
cacccgacaa

aattcagatt

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 246 bp den olugsmaktadir.

723661
723721
723781
723841
723901
723961
724021
724081
724141

ctcagcacag
agtattttct
tataatgggg
gtgggTGGGT
gtgctgctat
gaagttctgg
cctgtgtatg
aaatatccag
aatatgcccc

aaacgactta
tattttttaa
gaaaaaaagg
GTGTCTATAT
gggaaatctt
agtttgtcac
actcttttaG
agccacatat
aagatgcgaa

aaaatcaaca
atttttctac
ttgaaattgt
CCATCtccat
ttctcttgga
cagtggaggc
GAACACTTCT
gcttctttaa
tgtgactgcg

ggggttgtct
attttaagag

atgtctgtgt
gtcctctgtc
tatatgccat
cggatggacc
GCTAGTTACt

gatgaagggg
acttcagtga

tttaagggag
ttctatgtta
gcctgtgtgt
ccatgcccag
accccagcaa
cacccaagaa
aagcagtttt
cagatggctg
gatggatgcg

ccaaagttct
catggttaat
cagcagGGCA
acagggcgag
cagaggcctt
atcctccagg
TAAGCCGGGA
cagtggttct
attggaccct

ve amplifiye

catcatgtgt
tggaaaaggg
gtgtgtgaat
gtcctttgga
aagcaaccag
ctgccctggg
tcttttcaaa
ccctececttt

tctcccagge

Sekil 9: ALK geni 27. ekzon primer oturma bolgeleri (koyu ve biiyiik harf) ve amplifiye

edilecek gen bolgesi.

Forward: TGGGTGTGTCTATATCCATC

Reverse: GTAACTAGCAGAAGTGTTCC
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3.3.8 ALK Geni 28. Ekzonun Cogaltilmasi

Primerler dahil olmak iizere amplifiye edilen alan 320 bp den olusmaktadir.

724441
724501
724561
724621
724681
724741
724801
724861
724921
724981

Sekil 10: ALK geni 28.

gaatattctg
cataaacatc
tcagcagggg
ATTCGTTGCA
tttaattaat
cctgaagaca
aaacattttc
taccgaaata
aaattaattt
atattagtaa

edilecek gen bolgesi.

tccccaaagt
aggatgtctg
gcagcatagg
accctggggc
gtgcttcttc
ggcccaactt
tccetttggt
tgaaaTAGGT
tctctaaaat

cttcaccagc

ggctttaact
tgttagatac
ccaagtacac
tggaagaaaa
ttttagatac
tgccatcatt
caacatttac
CAAGCCAGTC
gaaatgactg
acacagcaca

caggaatgga
ctttacacct
ggggcctaga
tatatttttc
cggataatga
ttggagagga
tctatatgaa
AGAGTacaag
gtgtctccat
gtgccagaca

gtgacagcag
gcgcactctt
cgagttcgca
atcattgtgc
ctcagtgctg
ttgaatactg
acagtcttaa
atttatgatc
ttgcccattt
cacagtaaaa

ccgtggttaa
ccttgaccaa
CCCTCAACGT
ttctccttat
gcaacatcag
cacccaggta
agatggcaaa
aaaatagtga
tgtaaaataa
actggggaat

ekzon primer oturma bdlgeleri (koyu ve biiyiik harf) ve amplifiye

Forward: CCCTCAACGTATTCGTTGCA

Reverse: ACTCTGACTGGCTTGACCTA

3.3.9 PCR’da Kullanilan Komponentler ve PCR in Hazirlanist

Primerlerin Hazirlanmasi (Alpha DNA)

Liyofilize halde gelen tiim primerler firmanin 6nerdigi dogrultuda son konsantrasyon

100 pmol/ul olacak sekilde steril distile su ile ¢oziildii. Coziilen primerler ana stok olarak

kullanildi. Ara stok olarak her primer 25 pmol/ul olacak sekilde 1:3 oraninda steril distile su

Biological Industries Ultra Pure Water (Cat No:01-866-1A) ile seyreltildi. Hazirlanan ara

stoklar 25 pl hacimlerde béliinerek ana stoklarla birlikte -20°C’ye kaldirildi.

DNA Taq Polimeraz Enzimi (5U/ul): Bioron (Cat No: 101005)

PCR reaksiyonuna; 25 pl i¢in 1-1,5 iinite, 50 pl i¢in 3 {inite olacak sekilde eklendi.
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10X Tag Tamponu (MgCl,’siz) KCI ‘li: Fermentas
PCR reaksiyonuna toplam hacimde 1X olacak sekilde ve primerlere uygun ( + KCI)
tampon kullanildi. Bu tampon Taq Polimeraz enzimi ile birlikte iiretici firma tarafindan

verilmigtir.

dNTP’ler (100 umol/ml): Larova (Cat No: NU-1019S)

100 mM’lik her bir ANTP’den (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) 10 pul alind1 (toplam 40
ul). Uzerine 460 pl steril distile su ilave edildi. Karistm 100 pl halinde tiiplere boliiniip eksi
20°C’ye kaldirildi. PCR reaksiyonunda bu stoktan (2mM dNTP) alinip kullanildi.

25 mM MgCl,: Fermentas
PCR reaksiyonu basina toplamda primere gore optimizasyonlar yapilarak 1 ile 4 mM

arasi eklendi. Bu ¢6zelti Taq Polimeraz enzimi ile birlikte {liretici firma tarafindan verilmistir.

PCR’in Hazirlanist

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl veya 50 pl olacak sekilde Tablo 1°deki bilesenler
sirastyla 0,2 pl steril ve niikleaz enzimlerinden armndirilmis tiiplere kondu. Coklu PCR
calismalarinda bu bilesenlerden su ve kalip DNA hari¢ digerleri karisim halinde hazirlanip
reaksiyonlara eklendi. Reaksiyonda kullanilan bilesenler siirekli buz lizerinde tutuldu.

PCR reaksiyonlar1 Tablo 1°deki miktarlara gore kuruldu. Coklu PCR reaksiyonlari
kurulurken ilk olarak H,O ardindan kalip DNA eklendi. Hazirlanan reaksiyon karisimina Taq
polimeraz enzimi en son eklendi. Karisim iyice homojenize edildikten sonra tiiplere dagitildi.
Her bir tiipte kopiirtiilmeden iyice pipetaj yapildi ve hizla cihaza yerlestirildi. PCR islemi
otomatik sicaklik dongiisii saglayan aygitla (96 Universal Gradient Pegstar, Thermal Cycler)
yapildi.
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Tablo 1: 25 ve 50 ul’lik PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Ik Son 50 ulrx 25 plrx
Konsantrasyon  Konsantrasyon

H,O (Niikleaz icermeyen, steril) 394l 19.7 ul
10X Taq tamponu 10X 2X 5.0 ul 2.5 ul

2 mM dNTP Karisimi 100 mM 2 mM 1.0 pl 0.5 ul
Ileri Primer 25 pmol/ul 1 pmol/pl 0,5 ul 0.25 ul
Geri Primer 25 pmol/ul 1 pmol/pl 0,5 ul 0.25 ul
Taq Polimeraz Enzimi 5U/ul 0.75U 0.6 ul 0.3 ul
25 mM MgCl, 25 mM 1-4 mM 2.0 ul 1.0 pl
DNA Kalip 40pg 1.0 ul 0.5 ul

3.3.10 PCR Kosullar: ve Optimizasyon Deneyleri

Her bir primer seti i¢in optimizasyon deneyleri yapildi. Primere gore ise Taq
polimeraz tamponu (+ KCl ) ve MgCl, miktarlar1 belirlendi. Optimizasyon deneyleri
sonucunda her bir primer i¢in optimum MgCl, miktari, tampon tiirii ve 1s1l degiskenleri

belirlendi. Reaksiyona katilan bilesenler Tablo 1 referans alinarak ve 25 pl hacimde kuruldu.

Tablo 2: 20 ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 20.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicakhik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5 ul On Denat. 96 °C 5 dk
2 mM dNTP mix | 0.5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
20F 0,25 ul Annealing 57,4 °C 30 sn
20R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA lul
Su 18.55 323 bp
25 mM MgCI2 1.75 ul
Toplam 25ul
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ALK geni 20. ekzonun primer seti i¢in MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 agagidaki

gibidir.
Marker A B C
oy
A. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl,
B. KCl taq tamponu + 1.50 M MgCl,
323bp i — —
- C. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
100pp N

Sekil 11: Amplifiye edilen ALK geni 20.ekzon goriintiisii

ALK geni 20. ekzonun primer seti i¢gin MgCl, optimizasyonundan sonra Annealing sicakligi
optimizasyon deneyinin kosullar1 asagidaki gibidir. Kosullar Annealing sicakligi gradienti
yapilarak olusturuldu. Buna gore merkez sicakigi 55 °C alinarak merkezin saginda ve

solundaki kuyulara farkli sicakliklar olusturuldu.

A. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicakligi 53,3 °C
B. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicaklig1 54,7 °C

C. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicaklig1 55.2 °C
D. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicakligi 55,8 °C

E. KCI taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicaklig1 56,5 °C

F. KCl taq tamponu + 1,75 mM MgCl, + Annealing sicakligi 57,4 °C
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Marker A B C D E F

Sekil 12: ALK geni 20.ekzonunun annealing sicaklig1 i¢in yapilan optimizasyon goriintiisii

Tablo 3: 21-22. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 21-22.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicakhik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5ul On Denat. 96 °C 5 dk
2 mM dNTP mix | 0.5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
21-22 F 0,25 ul Annealing 55°C 30 sn
21-22R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 19.2 381 bp
25 mM MgCl12 2ul
Toplam 25ul
ALK geni 21-22. ekzonun primer seti i¢in MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 agagidaki
gibidir.
Marker A C D
H

381bp ! T — S

A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,
B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
C. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 13: Amplifiye edilen ALK geni 21-22.ekzon goriintiisii
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Tablo 4: 23 ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 23.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicaklik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5ul On Denat. 96 °C 5dk
2 mM dNTP mix | 0.5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
23 F 0,25 ul Annealing 58 °C 30 sn
23R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Tagq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 19.3 250 bp
25mM MgCl2 | Lul
Toplam 25ul

ALK geni 23. ekzonun primer seti icin MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar: asagidaki
gibidir.

A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,

: B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
25008 - C. KClI taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
el w— —
— — : - e D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,
-

Sekil 14: Amplifiye edilen ALK geni 23.ekzon goriintiisii

Tablo 5: 24. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 24 EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicakhik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5 ul On Denat. 96 °C 5 dk
2 mM dNTP mix | 0,5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
24 F 0,25 ul Annealing 55°C 30 sn
24 R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 18,3 259 bp
25 mM MgCl12 2ul
Toplam 25ul

ALK geni 24. ekzonun primer seti i¢in MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 asagidaki
gibidir.
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Marker A B C D
A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,

B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
!:: C. KClI taq tamponu + 2.0 mM MgCl,

259bp : : _— D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 15: Amplifiye edilen ALK geni 24.ekzon goriintiisii

Tablo 6: 25. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 25.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicakhik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5ul On Denat. 96 °C 5 dk
2 mM dNTP mix | 0,5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
25F 0,25 ul Annealing 58 °C 30 sn
25R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 18,8 283 bp
25 mM MgCI12 1,5ul
Toplam 25ul

ALK geni 25. ekzonun primer seti i¢in MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 asagidaki
gibidir.

Marker A B C D

A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,

= e — B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,

e = — — C. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 16: Amplifiye edilen ALK geni 25.ekzon goriintiisii
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Tablo 7: 26. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 26.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicaklik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5ul On Denat. 96 °C 5dk
2 mM dNTP mix | 0,5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
26 F 0,25 ul Annealing 55°C 30 sn
26 R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Tagq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA lul
Su 18,8 274 bp
25 mM MgCI2 1,5
Toplam 25ul
ALK geni 26. ekzonun primer seti icin MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar: asagidaki
gibidir.
Marker A B C D
A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,
B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
A - C. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,

D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 17: Amplifiye edilen ALK geni 26.ekzon goriintiisii

Tablo 8: 27. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 27.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicakhik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5ul On Denat. 96 °C 5dk
2 mM dNTP mix | 0,5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
27F 0,25 ul Annealing 55°C 30 sn
27R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 188 246 bp
25 mM MgClI2 1,5
Toplam 25ul
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ALK geni 27. ekzonun primer seti i¢in MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 asagidaki

gibidir.

Marker A

C D

A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,
B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
C. KClI taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 18: Amplifiye edilen ALK geni 27.ekzon goriintiisii

Tablo 9: 28. ekzonun optimize edilen PCR degiskenleri

Bilesenler 28.EKZON TERMAL PROFIL
Miktarlar Sicaklik Zaman
10x Taq Buffer | 2,5 ul On Denat. 96 °C 5dk
2 mM dNTP mix | 0,5 ul Denatiirasyon | 96 °C 30 sn 33 siklus
28 F 025 ul Annealing 55°C 30 sn
28 R 0,25 ul Elongation 72 °C 30 sn
Taq Pol. 0,2 ul Final ex. 72 °C 5 dk URUN
DNA 1 ul
Su 18,8 320 bp
25 mM MgClI2 1,5ul
Toplam 25ul
ALK geni 28. ekzonun primer seti icin MgCl, optimizasyon deneyinin kosullar1 asagidaki
gibidir.
Marker A C D
A. KCl taq tamponu + 1.0 mM MgCl,
B. KCl taq tamponu + 1.5 mM MgCl,
C. KCl taq tamponu + 2.0 mM MgCl,
i D. KCl taq tamponu + 2.5 mM MgCl,
3200p ©

Sekil 19: Amplifiye edilen ALK geni 28.ekzon goriintiisii
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3.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Goriintiilenmesinde Kullanilan Kimyasallar ve

Gerecler

5X TBE (Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlanisi

54 gr Tris-Base (Sigma, T-8524) ve 27.5 gr Borik Asit (Sigma, B-0394) tartilarak 800
ml distile suda ¢6ziildii. Uzerine 20 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0) (Sigma, E-5134) ilave edilerek
1000 ml’ye tamamlandi. Jel hazirlamada ve elektroforez tankinda tampon olarak 0.5X TBE

hazirlanilarak kullanildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer) 6.X:
100 bp lik DNA belirteci ve PCR fiirlinlerinin agaroz jele yiiklenmesinde, Fermentas
6x Mass Loading Dye Solution (Cat:R0621) kullanildu.

100 bp lik DNA belirteci:
PCR irlinlerinin uzunluklarin1 saptamak igin, Bioron 100 bp DNA belirteci

(Cat:306005) kullanildi.

Agaroz Jelin Hazirlanisi:

PCR firiinlerinin boyutu 246bp ile 381 bp arasinda oldugundan %2’lik jel hazirlandi.
Yiizde ikilik jel i¢in 0.60 gr agaroz (Promega, V312A) tartilarak 200 ml’lik erlen igerisine
aktarildi. Uzerine son hacmi 30 ml olacak sekilde 0.5x TBE tamponu ilave edilerek
mikrodalga firinda kaynatilarak ¢6ziildii. Cesme suyu altinda el yakmayacak sicakliga kadar
sogutulan jel icerisine 2.0 ul Lonza Gel Star (Cat No: #50535) ilave edilerek karistirildi.

Hazirlanan jel, yatay mini jel yatagi (Thermo, EC330) igerisine dokiildii ve igine
yiikleme kuyular1 olusturmak i¢in taraklar yerlestirilip oda sicakliginda donmaya birakildi. Jel
donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilarak 6rnek yiiklenmesi i¢in elektroforez tankina

(Thermo, EC330) yerlestirildi.
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PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

Tanka yerlestirilen jelin lizerini 1-2 mm gegecek sekilde 0.5 X TBE tamponu ilave
edildi. PCR firiiniinden 5pl, yiikleme tamponundan 1 pl alinarak iyice karistirildi. Karigim
jelde olusturulan kuyulara sirayla yiiklendi. Jele yiiklenen PCR iiriinleri 80 V sabit gerilim
(Thermo Scientific EC 300 XL) ve 25-30 mA akim kosullarinda, 100 bp DNA agirlik
belirteci ile birlikte yiirtitiildii.

3.4.1 PCR Uriinlerinin Kontrolii ve Goriintiilenmesi

Molekiil agirligina ve jelin agaroz derisimine bagli olarak 30-40 dakika yiiriitiilen PCR
tiriinleri, ultraviyole 1s1k (~304 nm) altinda transiliiminatorle (Hoefer UV-25) nitel olarak
saptandi. Amplikon DNA dizisine gore sirasiyla;

e ALK Ekzon 20 i¢in 323 bp  (Sekil 12)

e ALK Ekzon 21-22 i¢in 381 bp (Sekill3)

e ALK Ekzon 23 i¢in 250 bp (Sekil 14)

e ALK Ekzon 24 i¢in 259 bp (Sekil 15)

e ALK Ekzon 25 i¢in 283 bp (Sekil 16)

e ALK Ekzon 26 i¢in 274 bp (Sekil 17)

e ALK Ekzon 27 igin 246 bp (Sekil 18)

e ALK Ekzon 28 i¢in 320 bp (Sekil 19)
Uzunluklarinda beklenen PCR fiiriinleri, amplikon boyutlariyla DNA belirtecinin saptama
sinirlar1 i¢inde ortiisecek sekilde elde edildi.
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3. 5 DNA Dizi Analizi ve Hazirhk Asamalari

ALK geninin 20- 28 ekzon bolgeleri i¢in 50 pl olacak sekilde PCR reaksiyonlari
kurularak amplifiye edildi. %2’lik agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerde her bir ekzona ait uygun
biiyiikliikte bantlar gdzlendi. Ornekler “Macrogen, (Giiney Kore)” firmasina 96’lik kapakli
tiiplere konularak gonderildi.

3.5.1 Orneklerin Dizi Analizinin Yaptirulmas:

Ornekler “Macrogen, (Giiney Kore)” firmasina génderilerek DNA dizi analizi hizmet
alimiyla saglandi. Gonderilen PCR iiriinleri saflagtirma isleminden sonra ilk olarak ileri
primerler kullanilarak Otomatize Sekans Cihaz1 3730xl ile dizi analizi gerceklestirildi. ikinci
asamada; sonuglara gére mutasyon veya SNP saptanan bireylerin tekrar amplifikasyonlar

yapilarak geri primerler ile dizi analizi yapildi.

3.5.2 Kramotogramlarin Degerlendirilmesi

Dizi analizi yaptirilan sirket tarafindan gonderilen veri formatlar1 (pdf, gif ve metin)

dizi analizi programi kullanilarak degerlendirilme yapildi.

Dizi Analiz Programi

Program olarak “Chromas Pro 1.50” kullamildi. Veri olarak “gif” formati tercih
edildi. Bu formattaki grafik verileri lizerinden heterozigot baz degisimleri tanimlandi. Bu
program araciligiyla ayni zamanda online olarak NCBI sekans servsinden saglanan “Homo
sapiens chromosome 2, GRCh37 primary reference assembly” referans alinarak blast
(karsilagtirma) yapildi. Karsilastirma i¢in Chromas Pro 1.50 programi iizerinden internet
tizerindeki www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi adresi kullanildi. Blast analizi niikleotid
diizeyinde yapildi. Bu igslemde blast programina girilen ALK geni ekzonlar1 i¢in olgu ve

kontrol grubunda gergeklestirilen dizi analizi verileri ile ALK geni karsilagtirildu.
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4.BULGULAR

Calismamiza elimizde bulunan tiimdr bankasindaki 79 hasta alinmistir.
Hastalara ait genetik ve histopatoljik bulgular timor bankasinin olusturulmasi ile birlikte
kayit altina alinmistir. Calismaya dahil edilen 79 olgunun demografik 6zelikleri ve onkolojik
verileri asagida verilmistir. Hasta grubunda bulunan 26 hastanin verileri heniliz merkezlerden

ulagsmadig icin veri dagilimi 53 hasta iizerinden yapilmustir.

4.1 Olgu Grubunun Demografik ve Onkolojik Verileri
Tablo10: Olgularin cinsiyete gore dagilimi.

Cinsiyet Say1 Yiizde
Erkek 31 58.5
Kadin 22 41.5
Toplam 53 100.0

Calismaya alinan olgularin % 58.5°1 erkeklerden olusmkatadir.

Tablo11: Olgularin yaglarina gore dagilimai.

Yas grubu Say1 Yiizde
>1 36 68.0
<1 17 32.0

Toplam 53 100.0

Calismaya alinan olgularin %68’1 1 yasin lizerindedir.

Tablo12: Olgularin MYCN geni amplifikasyonuna gore dagilima.

MYCN geni amplifikasyonu | Sayi Yiizde
Var 14 26.0
Yok 38 72.0
Sonug ¢ikmayan 1 2.0
Toplam 53 100.0

Caligmaya alinan olgularin %26’sinda MYCN geni amplifikasyonu mevcuttur.
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Tablo13: Olgularin histolojik evrelerine gore dagilimi.

Evre Say1 Yiizde
1 8 16.0
2A 3 5.0
2B 2 4.0

3 9 17.0

4 27 51.0
4S 4 7.0
Toplam 53 100.0

Caligmaya alinan olgularin %51°1 evre 4 de bulunmaktadir.

Tablo14: Olgularin “Shimada” sinifllandirmasina gore histolojik durumlari.

Histolojik 6zelligi Say1 Yiizde
Iyi Prognoz 11 21.0
Kétii prognoz 28 53.0
Bilinmeyen 11 21.0
Doku tanisi olmayan 3 5.0
Toplam 53 100.0

Calismaya alinan olgularin %531 kotii prognoza sahiptir.

Tablo15: Olgularin izlem sonunda son durumlarina gore dagilima.

Son durum Say1 Yiizde
Oldii 12 23.0
Yasiyor 28 53.0
Takipsiz 6 11.0
Tedavi aliyor 7 13.0
Toplam 53 100.0

Caligsmaya alinan olgularin %531 yasamaktadir.

Ayrica olgu grubu “Children Oncology Group” risk gruplamasina gore degerlendirme
yapildiginda, hastalarin %53 ‘i yiiksek risk grubunda bulunmaktadir.

4.2 Olgularin DNA izolasyonu ve Ol¢iim Degerleri

Calismada hastalara ait tiimor dokusu 6rnekerlerinden manuel olarak fenol-kloroform-
isoamil alkol yontemiyle ve kit ile DNA elde edildi. Elde edilen DNA lar Nano Drop 8000
cihaz1 ile spektrofotmetrik olarak Ol¢iildii. Her bir 6rnek i¢in birbirini takip eden 3 6l¢lim

yapildi ve ortalamasi alinarak DNA miktar1 ng/ul olarak belirlendi.
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Tablo16: Tiimor orneklerine ait genomik DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari.

Hasta

Abs 260 Abs 280

21,04
1,81
10,93
3,08
13,40
43,05
14,81
0,76
13,26
30,13
18,67
56,05
73,47
6,66
20,73
39,82
43,54
75,81
10,97
23,21
36,98
48,80
72,87
20,94
25,60
12,96
22,98
11,918
13,86
16,98
19,30
2,20
13,13
2,64
5,97
20,12
3,15
2,53
21,99
18,34
16,65
11,19
22,94
12,83
4,06
6,37
1,60
1,43

10,87
0,94
5,83
1,59
6,38
22,38
7,64
0,41
6,87
15,41
9,60
29,05
45,30
3,35
10,60
20,95
22,52
50,96
5,88
12,01
19,22
25,47
43,40
10,10
13,33
6,73
12,06
6,32
7,25
8,65
10,10
1,10
7,01
1,35
3,11
10,56
1,61
1,55
11,63
9,57
8,60
5,87
12,01
6,90
2,07
3,29
0,83
0,74

Ratio
1,94
1,93
1,88
1,94
1,95
1,92
1,94
1,87
1,93
1,96
1,95
1,93
1,62
1,99
1,97
1,90
1,93
1,49
1,90
1,93
1,92
1,92
1,68
1,90
1,92
1,93
1,91
1,89
1,91
1,96
1,91
2,00
1,88
1,95
1,92
1,91
1,96
1,64
1,89
1,92
1,94
1,91
1,90
1,86
1,96
1,94
1,91
1,93

ng/ul
1051,95
90,31
546,29
153,79
669,67
2152,70
740,69
38,02
662,89
1506,47
933,41
2802,68
3673,07
332,92
1036,47
1990,99
2177,12
3790,54
548,47
1160,40
1848,77
2438,02
3643,54
1047,07
1280,23
647,73
1148,76
595,90
692,83
848,91
964,58
110,16
656,67
131,97
298,28
1005,81
157,42
126,71
1099,47
919,16
832,32
559,35
1146,91
641,42
202,94
318,21
79,68
71,55

63
64
71
75
78
79
80
82
83
84
85
86
87
88
89
95
96
97
98
99
100
101
102
103
105
109
113
115
116
117
118

4,95
2,50
2,91
1,48
5,50
13,67
11,57
9,73
15,25
2,79
11,05
3,78
7,20
3,58
2,29
1,13
1,99
2,23
1,50
4,90
6,80
0,54
5,47
10,38
2,74
5,23
7,52
3,44
4,80
6,89
3,51

2,61
1,35
1,52
0,75
2,87
7,06
6,11
5,11
7,88
1,40
5,50
1,87
3,77
1,89
1,18
0,64
1,03
1,17
0,79
2,59
3,52
0,29
2,79
5,43
1,43
2,68
3,949
1,80
2,43
83,63
1,84

1,90
1,85
1,92
1,98
1,92
1,93
1,89
1,90
1,93
1,99
2,01
2,03
1,91
1,90
1,95
1,78
1,93
1,90
1,91
1,89
1,93
1,86
1,96
1,91
1,92
1,95
1,90
1,91
1,98
1,90
1,91

247,60
125,18
145,45
73,96

274,98
683,25
578,26
486,23
762,55
139,09
552,72
189.00
360,01
178,94
114,51
56,61

99,32

111,61
74,94

244,80
340,04
27,05

273,54
519,15
137.00
261,65
375,89
171,91
239,80
344,20
175,57
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4.3 Olgularin PCR Uriinlerinin Olusturulmasi ve Kontrolii

Spektrofotometrik ol¢limler ve jel goriintiilerine gore uygun saflik ve konsantrasyonda
olan DNA’lar PCR’da kalip olarak kullanildi. PCR deneyleri, optimize edilen reaksiyon ve
151l kosullarda yapildi.

4.3.1 ALK geninin 20. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmasi

ALK geninin 323 bp’lik 20.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 20°de, 20.
ekzonun hastalara ait PCR f{iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii
goriilmektedir.

NK: Negatif kontrol
1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
. 9no’lu hasta
10. 10 no’lu hasta

Marker NK 1 2 3 4 6 17 8§ 9 10

j
{

000N R W

| {110

323bp e —————— —

. B N B B I O O

Sekil 20: 20. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii
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4.3.2 ALK geninin 21-22. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmast

ALK geninin 381 bp’lik 21-22.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 21°de,
21-22. ekzonun hastalara ait PCR iiriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

goriilmektedir.
Marker 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 NK

=

381bp:““-“““-—_~“
—
100bp s

A e

10. 10 no’lu hasta
11. 11 no’lu hasta
12. 12 no’lu hasta
Sekil 21: 21-22. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii

NK: Negatif Kontrol

1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
9 no’lu hasta

4.3.3 ALK geninin 23. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmast

ALK geninin 250 bp’lik 23.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 22°de, 23.
ekzonun hastalara ait PCR f{iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

goriilmektedir.

Marker 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 NK

v or NK: Negatif kontrol

-
250bp_----------
100bp

"---i-”--r---

Sekil 22: 23. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii

XA R DN =

1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
9 no’lu hasta

10. 10 no’lu hasta
11. 11 no’lu hasta
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4.3.4 ALK geninin 24. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmast

ALK geninin 259 bp’lik 24.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 23’de, 24.
ekzonun hastalara ait PCR {iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii
goriilmektedir.

NK: Negatif Kontrol
1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
. 9no’lu hasta
10. 10 no’lu hasta
11. 11 no’lu hasta
12. 12 no’lu hasta

00NN L

Sekil 23: 24. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii

4.3.5 ALK geninin 25. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmasi

ALK geninin 283 bp’lik 25.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 24’de, 25.
ekzonun hastalara ait PCR firtinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii
goriilmektedir.

Marker 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 NK

283b Sy S e N T G N S — —
100b

Sekil 24: 25. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii
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4.3.6 ALK geninin 26. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmast

ALK geninin 274 bp’lik 26.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 25°de, 26.
ekzonun hastalara ait PCR {iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

goriilmektedir.
N.K: Negatif

Marker 1 2 3 4 ® 7 8 9 10 11 12 NK Kontrol

1. 1no’luhasta
2. 2 no’lu hasta
3. 3 no’luhasta
t:s 4. 4 1no’lu hasta
6. 6no’lu hasta
7. 7 no’lu hasta
8. 8 no’lu hasta
—— 9. 9no’lu hasta
“~ . 10. 10 no’lu hasta
274bp- ---------- 11. 11 no’lu hasta
- 12. 12 no’lu hasta
100bp ’

Sekil 25: 26. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii

4.3.7 ALK geninin 27. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmasi

ALK geninin 246 bp’lik 27.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 26’da, 27.
ekzonun hastalara ait PCR {iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

goriilmektedir.
N.K: Negatif Kontrol

1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
. 91no0’lu hasta
. 10 no’lu hasta
11. 11 no’lu hasta
12. 12 no’lu hasta

Marker 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 NK

-——

246bp::_-—--—--—---
100bpss

_
SOV E P =

Sekil 26: 27. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii
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4.3.8 ALK geninin 28. Ekzonunun Amplifikasyonu ve PCR Uriiniiniin Saptanmas:

ALK geninin 320 bp’lik 28.ekzonu PCR yontemiyle amplifiye edildi. Sekil 27°de, 28.
ekzonun hastalara ait PCR {iriinlerinin % 2’lik (w/v) agaroz jel elektroforezi goriintiisii

goriilmektedir.

N.K Negatif Kontrol
1 no’lu hasta
2 no’lu hasta
3 no’lu hasta
4 no’lu hasta
6 no’lu hasta
7 no’lu hasta
8 no’lu hasta
9 no’lu hasta

. 10 no’lu hasta

. 11 no’lu hasta

. 12 no’lu hasta

Sekil 27: 28. ekzon PCR amplifikasyonlarinin elektroforez jel goriintiisii

320b
100b

o — o 00N R W~
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4.4 Olgularin ve Kontrollerin DNA Dizi Analizi Verileri

Ekzonlarin ileri primerler ile DNA dizi analizi degerlendirme sonuglarinda olgu
grubuna ait 20.ekzonda 36 farkli niikleotit degisimi saptanmistir.
Ikinci asamada; sonuglara goére mutasyon veya SNP saptanan bireylerin tekrar
amplifikasyonlar1 yapilarak hem ileri hemde geri primerler ile dizi analizi yapildi. Bununla
birlikte ikinici asamada kontrol grubu i¢inde ileri ve geri primerler ile dizi analizi yapildi.
Sonug olarak olgu grubunda edinsel mutasyon saptanmamistir. 192 alleden olusan kontrol
grubunda da tek niikleotit polimorfizmi (SNP) ya da insersiyon/delesyon (INDEL)

polimorfizmi gézlenmemistir.
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S.TARTISMA:

Noroblastom ¢esitli klinik ve biyolojik 6zellikler gosteren, ¢ok sayida bilinmeyeni olan

bir timordiir. Tiimoriin biyolojik davranisindaki degiskenlik nedeniyle, néroblastom spontan
regresyonlar, benign transformasyon yada agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin
prognozunu belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir [9-12].
Noroblastom iizerinde, uzun yillardir prognostik bir faktor belirlemeye yonelik c¢esitli
caligmalar yapilmistir. Genetik parametreler kromozom diizeyindeki degisikliklerden
olusmaktadir. Bunlarda ploidy kaymalar1 ya da sayisal anomalilerdir. Sporadik NBL
olgularinin etiyopatogenezinde rol oynadig: bilinen tek gen MYCN’dir. Son yillarda yapilan
calismalar ise ALK geni lizerinde odaklanmistir. ALK geni ile ndroblastom arasindaki iligkiyi
ilk olarak; noroblastom pedigrilerinde tiim genomun sekanslanmasini kullanarak 2.
kromozomun p23-24 bandlarinda o6nemli bir linkaj sinyalini Mossé ve arkadaslari
tanimlamistir. Yapilan calismalarda ALK, ndroblastom icin bir prognostik faktdr olarak
onerilmistir. Noroblastik tiimdrler siklikla sporadik olarak meydana gelmektedir. Ancak
ailesel olgularda, PHOX2B’nin germline mutasyonlartyla iligkili olarak noral krest’in
konjenital malformasyonlariyla iligkili olarak meydana gelen olgularin bir alt grubunda
gbzlenir [45].

Literatiirde yapilan ¢aligmalar ndroblastomun ailesel olgular1 iizerinde yogunlasmis
olup ALK geninin tirozin kinaz bolgesinde mutasyonlar tanimlanmistir. Ailesel ndéroblastom
gozlenen 20 ailede yapilan caligmada, sekizinde ALK geninin kinaz bolgesinde germline
sessiz mutasyonlar saptanmistir [40]. Baska calismada, ailesel noroblastom gdzlenen alti
ailenin ikisinde mutasyonlar belirlenmistir. Ailelerden birinde anneden kalitildig1 saptanan iki
olguda heterozigot mutasyon (R1275Q), diger bir ailede ise farkli tipte bir heterozigot
mutasyon (R1192P) saptanmistir [45].

ALK geninde, sporadik ndroblastom olgularinda yapilan ¢aligmalarda yaklasik olarak
% 8 oraninda mutasyon veya amplifikasyon saptanmustir [46]. Bu ¢alismalarda ALK geninin
kopya sayisindaki degisimler de vurgulanmistir. Sporadik 491 olguda kopya sayist
degisimlerini saptamak icin SNP - temelli mikroarray calisilmasinda, olgularin % 22.8’inde
kismi trizomi, % 3.3’linde ise yiiksek diizeyde ALK amplifikasyonu saptanmistir. Sporadik
olgularda saptanan ALK kopya sayis1 degisimlerinin agresif klinik fenotiple iliskili oldugu
saptanmustir [40].

43



79 sporadik ndroblastom olgusunda yaptigimiz ¢calismada, sporadik olgularda ALK gen
mutasyonu olmadig1r net olarak gosterilmistir. Literatiirde yer alan ailesel ndroblastom
olgularinda saptanan mutasyonlarin yam sira, yapti§imiz ¢alismada sporadik néroblastom
olgularin1 kapsadigindan, literatiirde ailesel noroblastom olgular1 {izerinde yapilmis olan
calismalardan farklilik gostermektedir. Literatiirde sadece sporadik olgulart kapsayan
yapilmig bir calisma bulunmamaktadir. Elde ettigimiz sonuglar literatiirde bulunan bir
eksikligi tamamlamis olacaktir. Ayn1 zamanda, hiicrelerde mutant ALK ekspresyonunun,
AKT, STAT3 ve ERK sinyal yollarinin fosforilasyonunun artmasiyla aktive edilebilecegi
belirtilmistir [43]. Ancak bu sinyal yolaklarindan AKT hiicre sag kalimini ve apoptozu

diizenleyen bir sinyal iletimi seklinde islev gormektedir.
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6.SONUC ve ONERILER:

Yaptigimiz caligma, Tiirkiye genelinde 35 merkezde yiiriitiilen protokol c¢ercevesinde

saptanan sporadik noroblastom olgularini icermektedir. Bu olgularda ALK geninde mutasyon
saptanmamas1 literatiirde Onerilen noroblastomun sagaltim modeli i¢in son derecede
Oonemlidir.
Literatiirde belirtildigi lizere ndroblastomun ailesel formlart tiim olgularin sadece %]1’ini
icermektedir [46]. Bu nedenle yapilan calismalarda heniiz etkili bir tedavi yoOntemi
bulunmayan néroblastom olgulari i¢in, ALK gen iiriiniiniin kinaz bolgesini baskilayan hedef
ilaglarin Onerilmesi noroblastomun siklikla meydana geldigi sporadik olgular i¢in uygun bir
onermenin olamayacagi diisiincesindeyiz.

Sonug olarak, literatiirde ailesel ndroblastom olgulari iizerinden ALK gen mutasyonlari
gosterilmis olup, sporadik olgular tizerinden ALK gen mutasyonu ile ilgili yaptigimiz ¢alisma
disinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Noroblastom olgulariin siklikla sporadik
olarak meydana geldigi gbz Oniline alinirsa, yapilan calismalarda Onerilen sagaltim yolu
hastaligin tedavisi agisindan biiyiik bir ilerleme kaydedecegi kanisinda degiliz.

Yapmis oldugumuz ¢alisma Tiirkiye populasyonunda sporadik olarak saptanmis néroblastom
olgularinda ALK gen mutasyonunun olmadigin1 gostermistir. Calismamizin ileriki
asamalarinda, noroblastomun sporadik olgularinda ALK geninin ifade diizeyi ve ALK
genindeki kopya sayisindaki degisimlerin aragtirtlmasi hedeflenmistir. Buradan elde
edecegimizi veriler 1518inda literatiirde eksik olan ve noroblastomun siklikla meydana geldigi

sporadik olgular i¢in 6nemli bir veri sunacagi kanisindayiz.
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