Arastirma Makalesi

Kronik Miyeloid Losemi (KML) hastalarinda DNA
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Amag: Kronik Miyeloid Losemi (KML), hematopoetik kok hiicre (HKH) orijinli
klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir. KML'deki Ber-Abl kimerik geni ile
birlikte diger ek mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlar hastaligin blastik
faza dogru ilerleyisi icin gereklidir. DNA metiltransferazlar (DNMT), epigenetik
olarak diizenlenmis genlerin ifade edilmesinde ve baskilanmasinda énemli rol
oynayan genom metilasyonu icin anahtar proteinlerdir. Hematolojik
malignitelerde  DNMT3A ve diger DNA metilasyon diizenleyicilerinde
mutasyonlar tanimlanmistir. R882H mutasyonu DNMT3a’da en sik gozlenen
mutasyondur. Bu calismanin amact DNMT3A R882H mutasyonunun KML
hastalarindaki gortilme oranini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Ber/Abl kimerik gen analizi amaciyla gonderilmis KML
hastalarimin kemik iliklerinden elde edilmis olan cDNA 6rneklerinde, DNMT3A
R882H mutasyonunu taramak igin, Acil restriksiyon enzim kesimi kullanildi.
Kesim sonrasi Ber/ Abl+ ve Ber/Abl- 6rneklerden random segilerek DNMT3A
icin DNA dizi analizi yapildi. Elde edilen verilerin analizleri istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular: 35 Ber/ Abl+ ve 60 Ber/ Abl- 6rnegin Acil restriksiyon enzim kesimi
sonrast bu mutasyonu tagimadiklar: gozlendi. Bu 6rneklerden random segilerek
DNA dizi analizi ile degerlendirilen 6rneklerde de R882H mutasyonunun
olmadig1 dogrulandi.

Sonug: Elde edilen sonuglarimiza gore DNMT3A-R882H mutasyonunun KML

hastalarinda gézlenmedigi, Bcr/Abl+ ve Ber/Abl- bireyler arasinda mutasyon
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ABSTRACT

Objective: Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative
disease of hematopoietic stem cell (HSC) origin. Along with the Bcr-Abl chimeric
gene in KML, other additional mutations and epigenetic modifications are
necessary for the disease to progress to the blastic phase. DNA
methyltransferases (DNMTs) are key proteins for genome methylation, which
play an important role in the expression and suppression of epigenetically
regulated genes. Mutations in DNMT3A and other DNA methylation regulators
have been identified in hematological malignancies. R882H mutation is the most
common mutation in DNMT3a. The aim of this study is to investigate the
incidence of DNMT3A R882H mutation in CML patients.

Materials and Methods: Acil restriction enzyme cutting was used to screen the
DNMT3A R882H mutation in cDNA samples obtained from bone marrow
samples of CML patients sent for Bcr/Abl chimeric gene analysis. After
restriction enzyme cutting, Ber/Abl+ and Ber/Abl- samples were randomly
selected and DNA sequence analysis was performed for DNMT3A. Analyzes of
the data obtained were evaluated statistically.

Results: It was observed that 35 Bcr/ Abl + and 60 Ber/ Abl- samples did not carry
this mutation after Acil restriction enzyme cutting. It was confirmed that there
was no R882H mutation in the samples evaluated randomly by DNA sequence
analysis from these samples.

Conclusion: According to our results, it was founded that DNMT3A-R882H
mutation was not observed in CML patients and there was no difference in the
rate of mutation among Bcr/Abl + and Bcr/Abl- individuals. It has been
demonstrated that the DNMT3A R882H mutation, which is known to play a role
in increasing the proliferation potential of hematopoietic cells, is not effective for
CML progression.

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Bcr/ Abl, DNMT3A, R882H mutation.

Kronik miyeloid 16semi (KML), hematopoetik kok
hiicre (HKH) orjinli klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir.
t(9;22)(q34;q11) sonucu Ber/Abl kimerik geni olusmakta ve
bu gen artmis tirozin kinaz aktivitesine sahip 210 kDA
agirliginda protein iiriinii veren bir mRNA kodlamaktadir
(1). In vitro deneysel modeller Ber/Abl protein kinazin
KML'nin
gostermistir (2, 3). Bcr/Abl kimerik geni KML’deki primer

patogenezinde merkezi rol oynadigim
genetik kusur olarak kabul edilmis olsa da, diger ek
mutasyonlar ve epigenetik modifikasyonlar hastaligin

blastik faza dogru ilerleyisi icin gereklidir (1).

DNA metilasyonu, transkripsiyonel represyon,

genomik imprintlenme ve tekrarlayan elementlerin
bastirilmas: gibi anahtar hiicresel islemlerde yer alan
Ozellikle

baskilayici genlerin promotor hipermetilasyonu yoluyla

epigenetik bir modifikasyondur. timor
epigenetik olarak susturulmas: kanserlerde c¢ok sik

karsilastigimiz epigenetik faktorlerdendir (4, 5). Epigenetik

olarak diizenlenmis gen ekspresyonu ve represyonunda
oynayan anahtar enzimler, DNA
(DNMT). Genomik DNAnin

metilasyon deseninin korunmasi ve siirdiiriilmesi DNA

Onemli rol

metiltransferazlardir

metiltransferazlar ile diizenlenir. Memelilerde ii¢ gen,
DNA  metiltransferaz  proteinlerini  kodlamaktadir:
DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B (6). DNMT3A,
omurgalilarda yiiksek oranda korunan 130 kDa’luk bir
DNMT3A ve DNMT3B proteinleri,

metillenmemis CpG alanlarmin de novo metilasyonu

proteindir  (6).

yoluyla &zellikle embriyogenezde erken DNA metilasyon

desenlerini olusturmaktan sorumludur.

DNMT3A geni, insan kromozomu 2p23 iizerindeki
23  ekzon kodlanir (7).
malignitelerde, DNMT3A ve diger DNA metilasyon

tarafindan Hematolojik

diizenleyicilerinde mutasyonlar tanimlanmistir. Bu
mutasyonlarin fonksiyonel analizi, hastalik
mekanizmalarinin  daha iyi anlasilmasma, yeni
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biyobelirteglerin ve / veya ilag hedeflerinin kesfedilmesine
ve tedavi rejimlerinin daha rasyonel tasarimlarina imkan
saglayacak potansiyel olusturmaktadir (8). DNMT3A'daki
somatik mutasyonlarin ¢ogunlugu heterozigottur ve
proteinin normal fonksiyonunda veya stabilitesinde kilit
rol oynayan bu oligomerlesmenin bozulmasina yol acarlar
(9). DNMT3A mutasyonlar1 ve lokomogenez siireci ile
iligkisi konusunda ¢alismalar artmakla beraber, heniiz
molekiiler mekanizmalar, klinik prognostik ve terapotik
deger konusunda onemli sorular cevapsiz kalmaktadir.
Hematopoetik malignitelerde DNMT3A mutasyonlarinin
¢ogu, metiltransferaz domain (MTD) de R882 kodonunda
meydana gelmektedir (10). DNMT3A'nin fonksiyonel
sekildedir. R882H
MTase domaini

oligomerizasyon icin onemlidir. Ozellikle R882H ile bu

formu  oligomerize  olmus

mutasyonunun bulundugu
oligomerlesme bozulabilmektedir. R882H mutasyonu ile
olusan mutant protein, dominant negatif etki gostererek,
DNMT3A icin heterozigot yapilanmaya ragmen WT
DNMT3A'min fonksiyonunu baskilamakta ve bu da
genomik DNA metilasyon deseninin diizenlenmesi

noktasinda olumsuz etki etmektedir (9, 11).

Hematolojik
DNMT3A-R882H mutasyonu, hematopoetik hiicrelerin

proliferasyon potansiyelini ve hiicre dongtisii aktivitesini

maligniteler incelendiginde,

desenlerinin
DNMT3A

mutasyonlarmin fonksiyonel rolii ile ilgili ilerlemelere

artirmakta, genomik metilasyon

modifikasyonlarin uyarmaktadir.
ragmen miyeloid malignitelerin patogenezinin molekiiler
mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamigtir. DNMT3A
R882 mutasyonlarin, KML prognozunu etkileyip
etkilemedigi belirsizdir. Bu ¢alismada, KML 6n tanisi ile
gonderilmis molekiiler olarak Bcr/Abl+ oldugu bilinen
ornekler ile Ber/Abl- oldugu saptanan 6rneklerdeki R882H

mutasyonunun varliginin karsilastirilmasi amaglanmstir.
GEREC VE YONTEM
Hasta ornekleri

Calismaya dahil edilen hasta 6rnekleri klinik olarak
KML 6n tarust almig ve kimerik gen analizi i¢in Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali'na gonderilmis olan hastalardan secilmistir. 35 KML
Ber/Abl pozitif ve 60 Ber/Abl negatif hasta olmak tizere

“Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
30.01.2019 tarih ve

toplam 95 hasta dahil edilmistir. Calisma igin

Aragtirmalar Etik Kurulu'ndan”

2019/02-21 numarali izin alinmigtir.
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hasta orneklerinden total RNA izolasyonlari,
RNeasy® Mini kiti (Qiagen) kullanilarak gergeklestirildi.
Genomik DNA kontaminasyonunu onlemek i¢in, RNA
Ornekleri {iireticinin talimatlar1 dogrultusunda RNaz
icermeyen DNaz I (Qiagen) ile muamele edildi. RNA
biitinligti ve  saflig1 elektroforez  ve
0OD260/0OD280 nm orani ile

talimatlarma gore 2 ug RNA kalip olarak kullanilarak

sirastyla
dogrulandi. Ureticinin
cDNA sentezi gerceklestirildi (SuperScript ™ First Strand

kiti, Invitrogen).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

DNMT3A (Gene ID:1788) genini iceren bolgeyi
edildi.
Reaksiyonlar, her primerden 5 pmol, 4 ul cDNA 0Ornegi ve
1x Fermentas Maxima Hot Start PCR Master Mix

kullanilarak 20 ul hacimde gergeklestirildi. Primer dizileri

¢ogaltmak igin gerekli primerler dizayn

Tablo 1'de verilmektedir. PCR reaksiyonunun 1s1 profili:
95°C'de 5 dakika 6n inkiibasyon, ardindan 95°C'de 10
saniye, 59°C'de 5 saniye, 72 °C'de 10 saniye olmak tizere 40
amplifikasyon dongiisii ile gergeklestirildi.

Tablo 1. DNMT3A Geni Primer Dizisi

Primer dizisi (5’-3")

Dnmt3aF: 5-CCATAAAGCAGGGCAAAGACC-3’

Dnmt3aR 5-GAGCGAAGAGGTGGCGGATG-3

Agaroz jel elektroforezi

PCR sonrasi elde edilen {irlinleri kontrol etmek
amaciyla %2’lik agaroz jel elektroforezi yapildi. TBE (Tris,
Borik Asit, EDTA) tamponu igerisinde 100 volt'da 45
dakika yiiriitillen PCR 6rneklerinin 195 bp uzunlugundaki
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bantlart DNA Molecular Weight Marker XII (50bp ladder,
Roche) kullanilarak degerlendirildi (12).

Restriksiyon enzim kesimi

R882H bolgesine denk gelen ve DNMT3A bolgesini
130 ve 60 bp olmak iizere iki parcaya kesen Aci I (#R0551S,
New England Biolabs) kesim enzimi kullanildi. R882H
mutasyonu bulundurmayan DNMT3A dizilerin enzim
tarafindan kesilerek jelde ¢ift bant vermesi beklenirken
mutasyon bulunduran DNMT3A dizilerinin kesilmeden
beklenmektedir.
protokoliine uygun gerceklestirilen ve 15 ul‘de kurulan

tek bant vermesi Uretici  firmanmn
reaksiyon i¢in 10 pl PCR iiriini, 1 pl Aci I enzimi ve 1,5 pl
Cut Smart Buffer kullanildi (13). Restriksiyon enzim kesimi
37°C 20 dakika, 65°C 20 dakika 1s1 profili kullanilarak
gerceklestirildi. Enzim kesimi sonrasi Ornekler %2’lik

agaroz jelde yiiriitiilerek degerlendirildi.
DNA dizi analizi

Restriksiyon enzim kesim sonrasi Bcr/Abl+ ve
Ber/Abl- 6rneklerden random 10 Ornek segilerek sekans
analizi igin DNMT3A PCR primerleri ile birlikte Eurofins
Genomics (Germany) sekans analizine gonderildi. R882H
kodonundaki mutasyonun varligin1i dogrulamak icin
DNMT3A bolgesinin DNA dizi analizi gergeklestirildi.
Hedeflenen DNA bolgesinin dizileme islemi Sanger
yontemi (3130XL, Applied Biosystems) ile yapildi. DNA
dizi analizinde kullarulan primer dizileri Tablo 1'de

gOsterilmistir.

PCR reaksiyonu daha 6nceki ¢alismamizda oldugu
gibi 500 ng cDNA, 0,4 pmol primer, 200 M dNTP, 2 {inite
Taq polimeraz (Roche) ve 1X reaksiyon tamponu
kullanilarak gerceklestirildi. PCR reaksiyonunun 1s1 profili:
95°C'de 5 dakika on inkiibasyon, ardindan 95°C'de 10
saniye, 59°C'de 10 saniye 72°C'de 10 saniye olmak {izere 40
amplifikasyon dongiisii ile gergeklestirildi (14).
istatistiksel analiz

Ber/Abl+ ve Ber/Abl- KML hastalarinda DNMT3A
R882H kodonundaki mutasyon goriilme siklig1 agisindan

fark
degerlendirme yapilmamustir.

gozlenmedigi icin, istatistiksel olarak bir

BULGULAR

Bcr/Abl + ve Bcr/Abl- 6rneklerde DNMT3A PCR’inin
gerceklestirilmesi

Calismaya dahil edilen 95 hastanin 34t (%35,79)
kadin, 611 (%64,21) erkekti.
ortalamalar1 25,15 (xSD:20,49),
ortalamalar1 32,19 (+5D:26,53) olarak saptandi. KML 6n
tanis1 ile gelen hasta orneklerinin %36,84'ti Bcr/Abl+,
%63,16’s1 Ber/Abl-"ti. Hasta kemik iligi 6rneklerinden elde
edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak DNMTA
primerleri ile yapilan PCR sonucunda 195 bp uzunlugunda
bantlar elde edildi (Sekill).

Kadin hastalarin yas
erkek hastalarin yas

DNA Molekiler Agirlik

KML &érnekleri

195 bp

Sekil 1. KML

kullanilarak yapilan PCR sonucu.

orneklerinde DNMT3A  primerleri

PCR orneklerinin “Acil” restriksiyon enzim ile kesimi

DNMT3A PCR’1 sonrasi gergeklestirilen “Acil”
restriksiyon enzim kesimi sonucunda, KML 6n tanisi ile
gelmis olan Bcr/Abl+ ve Bcr/Abl- oOrneklerin R882H
mutasyonu tasimadiklart gozlendi. Tiim 6rneklerde Acil
restriksiyon enzimi ile muamele sonrasinda 90 ve 130 bp

olmak tizere cift bant elde edildi.
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Sekil 2. Ber/Abl+ ve Ber/Abl- 6rneklerde Acil kullanilarak

yapilan restriksiyon enzim kesimi sonucu.

Bcr/Abl+ ve Ber/Abl- 6rneklerde R882H mutasyonunun
DNA dizi analizi ile degerlendirilmesi

Ber/Abl+ ve Ber/abl- 6rneklerin R882H mutasyonu
tasiyip tasimadiklart random 10 6rnek segilerek Sanger
DNA dizi analizi ile de kontrol edildi. Bcr/Abl + ve Ber/Abl-

Orneklerin R882H mutasyonunu tagimadiklar1 gozlendi.

R882H

i T TT1II T
(.TIGG(.G‘GG

VA Y.

Sekil 3. KML 6rneklerinde R882 mutasyonu i¢in DNA dizi

analizi sonucu.

TARTISMA

Genom  stabilitesinin diizenlenmesinde rol alan
DNA metilasyonu bir¢ok hiicresel siiregte dogrudan rol
oynamaktadir. DNA sekanslama
tekniklerinin hizli gelisimi ile DNMT gibi DNA metilasyon

Son yillarda, yeni
diizenleyicileri de dahil olmak iizere tiimoér dokularinda
somatik mutasyonlar iceren genler ortaya konmustur. Bu
DNMT3A  DNA
mutasyonlar, Akut miyeloid 16semi (AML) basta olmak

genlerden metiltransferazindaki

lizere, miyelodisplastik sendrom (MDS) ve T-hiicresi
lenfomalar1 dahil diger kanser tiirlerinde tanimlanmistir
(15).

DNMT3A

mutasyonlari siklikla I6komogenezin erken olaylar: olarak

Erigkin hematolojik malignitelerde

ortaya ¢ikmakta ve hiicrelere secilim avantaji sagladig
(16, 17). DNMT3A mutantlarinin
DNMT3A iiretmeyen HKH populasyonuna transplante
edildiklerinde
gelismesine yol agtigi bildirilmistir (18, 19).

distintilmektedir

miyeloid ve lenfoid neoplazmlarin
R882H
mutasyonunun DNMT3A ‘nin CpG metilasyon aktivitesini
dogrudan azalttigi, anormal DNA metilasyon modellerine
neden olabildigi bildirilmistir (20). R882H mutantlarinin
polycomb  proteinler ile  interaksiyona  girerek
hemotopoetik ve 16semik kok hiicrelerde diferansiyasyonu

blokladig: bildirilmistir (21).

Genellikle heterozigot olan R882H mutasyonunun
dogal tip protein {izerinde dominant-negatif bir etki
gosterdigi saptanmistir. Mutant protein, WT DNMT3A ile
dimerize olabilir, ancak proteinin esas olarak daha aktif bir
formunu igeren tetramerler olusturamaz (22, 23). Sonugta
ortaya ¢ikan diisitk DNMT3A homotetramerleri, R882
mutasyonlar1 olan hastalarda gozlenen genom capinda
hipometilasyon icin metiltransferaz aktivitesinde Snemli

bir azalma ile sonuglanir (24, 25).

DNMT3A R882H mutasyonunun hematolojik
maligniteler {izerindeki etkisi uzun zamandir arastirma
konusu olmustur. Bu mutasyonun hematopoietik
hiicrelerde gen ekspresyonu ve DNA metilasyonundaki
regiilasyonu yoluyla kronik miyelomonositik 16semiye
neden oldugu bildirilmistir (26). R882H mutasyonu, AML
‘de en sik goriilen DNMT3A yanlis anlamli mutasyonu
temsil etmektedir olarak

ve yasa bagimh arttigy



276 KML hastalarinda DNMT3A kodlayan gende R882H mutasyon varliginin aragtirimasi

bildirilmistir (27). R882H mutasyonu AML'de oldukca

yaygin
molekiiler diizeyde acikliga kavusturulmamistir (15).

olmasmna ragmen, patojenik mekanizmasi
DNMT3A mutasyonlarinin hematolojik malignitelerdeki
DNMT3A  R882H

mutasyonunun KML hastalarinda varligina veya KML

6nemi  bilinmesine = ragmen
progresyonuna etkisine yonelik herhangi bir calismaya

rastlanmamustr.

KML hastalarinda DNMT3A mutasyonlar1 ile
Schimit ve ark.
gerceklestirilen bir ¢alismada  Bcr/Abl
varligindan bagimsiz olarak 14 Ph- ve 15 Ph+ KML

hastasinda, miyeloid hastaliklarda siklikla mutasyona

yapilan c¢alismalar incelendiginde;

tarafindan

ugrayan aralarinda DNMT3A'nin da bulundugu 25 gen
incelenmistir. 1 Ph- hastada C2645G>A mutasyonu ve Ph+
iki hastada ise A741GfsX8 ve Q237X mutasyonlar1
tarafindan 2017 yilinda
gerceklestirilen calismada ise tirozin kinaz inhibitor
tedavisi alan 13 KML hastasi ve ikinci bir grupta 100 KML
hastas1t DNMT3A mutasyonlar: agisindan incelenmistir. 2
hastada DNMT3A’da 1705T ve 1122+1G>A mutasyonlar1
saptanmustir (28,29). Fakat yapilan literatiir arastirmalar

saptanmistir. Ki ve ark.

dogrultusunda KML’de R882H mutasyonu ile ilgili giincel

veriye rastlanmamustir.

9 ile 22. kromozomlarin translokasyonu (Bcr/Abl)
KML hastalariin neredeyse % 90-95'inde mevcuttur. % 5-
8 KML hastasinda ise kotii prognoza ilerlemeye neden olan
varyant kompleks translokasyonlar bulunmaktadir (30). Bu
caligma ile 95 KML 6n tanist almig Ber/Abl+ ve Ber/Abl-
oldugunu bildigimiz bireylerde DNMT3A'nin MTase
domaininde siklikla karsilasilan R882H mutasyonu
taranmis ve bu hastalarin  R882H mutasyonunu

icermedikleri goézlenmistir. R882H mutasyonunun
Ber/Abl+ ve Ber/Abl- hastalar igin ayirt edici bir genetik
ozellik olmadig1 ve Ber-Abl'in pozitif oldugu vakalarda
KML gelisimi agisindan bu mutasyonun etkili olmadigi

ortaya konulmustur.

DNMT3A mutasyonlarinin yapisal ve fonksiyonel
sekilde
mutasyonlarin patolojik etkilerini gosterebilmek agisindan
onem tagimaktadir (20). Bcr/Abl+ ve Bcer/Abl- KML
hastalarinda DNMT3A’da gozlenen R882H mutasyonunun

sonuglarmin  ayrintili  bir anlagilmasi, bu

gozlenmemesi bu mutasyonun bazi hematolojik

malignitelerin gelisiminde etkili olmadig1 ihtimalini ortaya

koymaktadir.
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