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NOROBLASTIK TUMORLERDEKiI BOLGESEL DNA KOPYA SAYISI
DEGISIKLIKLERININ ve ALLELIK DENGESIZLIKLERIN TANIMLANMASI
Sait Tiimer
Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali,
Balcova-izmir
OZET

Periferal noroblastik tiimorler, 6zellikle néroblastom (NB), en sik gozlenen ¢ocukluk cagi
neoplastik olusumudur. klinik davranis bakimindan kendiliginden spontan gerileyen benign
gangliondromdan agresif ve metastatik malign tipe kadar farklilik gosterebilmektedir. NB
karmasik ve heterojen genetik degisiklikler icermektedir. En sik gozlenen degisiklikler; ploidi
sapmalar1, MYCN geninin amplifikasyonu, 1p, 3p, 11q delesyonlar1 ve 17q kol kazanimlaridir.
Bu calismada, 249 NB tiimorii olan olguda genomik skalada gozlenen genetik degisikler
(MYCN geninin amplifikasyonu, 1p, 3p, 11q delesyonlar1 ve 17q kol kazanimi) ve klinik
ozellikler (yas, timor evresi ve histolojisi) ¢ok degiskenli lojistik regresyon analiziyle
degerlendirildi. Ayrica 11q delesyonu ve 3p delesyonu gozlenen olgularda dizin CGH
calismalar1 yapildi. Ayni1 zamanda amplikon gozlenen hiicre hatlarinda replikasyonunun hiicre
dongiisiiniin herhangi bir asamasinda olabileceginin gdsterilmesi amaglanmistir. Olgularin
tamaminda; 1, 2, 3, 4, 7, 9, 11, 12, 14 ve 17. kromozom kollarinda 100°den fazla prob
kullanilarak hibridizasyon gerceklestirildi. PCR ile ¢ogaltilan iiriinlerin nicel analizi kapiller
elektroforez ile gerceklestirildi. NB tanili olgularda MYCN amplifikasyonu % 23.3, 1p
delesyonu % 31.7, 3p delesyonu % 20.8, 11q delesyonu % 26.2, 17q kazanimi1 % 77.2
oraninda gozlendi. NAG, DDXI ve ALK gen amplifikasyonu ile MYCN amplifikasyonu
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu. SiMa hiicre hattina DM yapilarinin
kendini eslemesinin hiicre dongiisiinden bagimsiz olmadig1 ve S-fazinda oldugu gosterildi.
MLPA sonuglarma gore 4 timor grubu olusmustur. Grupl; MYCN amplifikasyonu ve 1p
delesyonundan en az birini tastyanlar. Grup2; 11q delesyonu ve 3p delesyonundan en az birini
tastyanlar. Grup3; MYCN amplifikasyonu veya 1p ve 11q veya 3p delesyonlarindan en az
ikisini tastyanlar. Grup4 ise bu anomalileri tasimayan tiimorler. Grupl, 2 ve 3°de olgularin
cogunlugu 12 ay istii yas, yiliksek evre, kotii histoloji grubunda oldugu saptandi. Sonug
olarak, NB’de c¢oklu genetik degisikliklerin saptanmasinda MLPA kullanilmas1 etkin ve
duyarl bir yaklasim olup, tiimorlerin ¢oklu genetik 6zellikleri bakimindan siiflandirilmasini
ve tedavi protokollerinin etkin bir bicimde uygulanmasina destek saglayabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, MLPA, genom 6lgekli analizler, dizin CGH, MYCN
amplifikasyonu.



ANALYSIS OF ALLELIC IMBALANCES AND LOCAL DNA COPY NUMBER
CHANGES IN NEUROBLASTIC TUMORS

Sait Tumer
Dokuz Eylul University, Medical School, Department of Medical Biology and Genetics,
Balcova-Izmir
ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) is a neoplasm of sympathetic nervous system and the most frequent
extra cranial solid tumor of early childhood. The tumors have variable clinical presentation,
ranging from a benign tumor which is regress spontaneously or mature into ganglioneuroma
to an aggressive and metastatic malignant progression. NB has very complex and
heterogeneous genetic alterations. The most common alterations are ploidy changes,
amplification of the MYCN, deletions of chromosomes arms 1p, 3p and 11q and gains of 17q
arm. In this study, we analyzed genomic scale of the genetic alterations and clinical
parameters of the primary neuroblastic tumors in 249 cases with MLPA. Also, we
investigated a significance of association between clinical (age, tumor stage and histology)
and genetic (MYCN amplification, 1p, 3p, 11q deletions and 17q gain) parameters with
multivariate logistic regression analyses. In addition, array CGH analyses were observed in
tumors with 11q and 3p deletions. At the same time, we thought that amplicons observed in
cell lines may be replicated at any stage of the cell cycle. MLPA analyses of multiple loci at
chromosomes 1, 2, 3, 4, 7,9, 12, 14, and 17 were performed using more than one hundred
probes. Amplified PCR products were separated with a capillary electrophoresis and
fragments were analyzed with it. Major anomalies in NB were MYCN amplification (23.3%),
Ip (31.7%), 3p (20.8%), 11q (26.2%) deletions and 17q (77.2%) gain. There was a highly
significant amplification of MYCN gene and NAG, DDXI and ALK amplifications.
Replication of double minutes on SiMa cell line was shown dependent on the cell cycle (S
phase). Genetic analysis of multiple loci by MLPA revealed four different tumor groups:
(Grupl) Tumors with MYCN amplification and 1p deletion or at least one of them, (Grup2)
Tumors with 11q and 3p deletions or at least one of them, (Grup3) MYCN amplification
and/or 1p deletion and 11q and/or 3p deletions at least one of them, (Grup4) tumor with
anomalies other than 1p, 3p, 11q deletions or MYCN amplification. The majority of the
patients in the Groupl, 2 and 3 were detected over 12 months of age, high stage and poor
histology. In conclusion, our results show that MLPA can confidently and effectively be
utilized to detect multiple genomic imbalances at a time, and these changes can be classified
into genetic subtypes of NB. Also, MLPA applications could be effectively supported by
treatment protocols.

Keywords: Neuroblastoma, MLPA, genome-wide analyses, array CGH, amplification of the
MYCN gene.



1.GiRIiS ve AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom (NB), erken cocukluk doneminde siklikla gozlenen, sempato-adrenal
hiicre soyunun herhangi bir evresinden kdken aldig: diisiiniilen ve klinik davranis bakimindan
son derece cesitlilik gosteren bir tiimordiir. Tiimor baz1 hastalarda kendiliginden farklilasma
ve gerileme Ozelligi gosterirken, diger hastalarda tedavi uygulanmasina ragmen agresif
ilerleme gosterebilmektedir [1]. Tiimdrin bu degisken klinik davranisi, NB’nin biyolojik ve
prognostik Ozelliklerine yonelik yogun arastirma yapilmasma yol agmistir. Bu klinik
cesitlilikte, tiimoriin patofizyolojisini anlamamiz ve daha 0Ozgiil tedavi yaklasimlarinin
bulunmasini saglayabilecek ¢ok sayida genetik ve biyolojik 6zellikler arasinda bazi anlamli
birliktelikler oldugu goriilmiistiir.

NB’nin biyolojik ayirici 6zelligi tiimor hiicrelerinde somatik olarak ortaya cikan
karmasik, heterojen genetik dengesizliklerdir. Bu genetik degisikliklerden bazilarinin (1p ve
11q delesyonlari, 17q kazanimi ve MYCN geni amplifikasyonu) prognostik anlami
tanimlanmis olmasina ragmen, kromozom diizenlenmeleri nedeniyle olusan dengesiz
lokuslarda tutulum gosteren genler biiyiikk Olgiide bilinmemektedir. Tiimor davranisiyla
iligkilendirilebilen en anlamli genetik degisiklik MYCN genin amplifikasyonudur. MYCN
geni, olgularin yaklasik % 20-25’inde amplifikasyon ile kopya sayisini arttirdigi ve bunun da
prognostik anlammin oldugu net olarak bilinmektedir [1]. MYCN amplifikasyonu
gozlenmeyen % 75-80’lik kisimda genomik dengesizliklerin saptanmasi ve klinik fenotiple
iligkilendirilmesi, yeni genetik prediktif belirteclerin tanimlanarak, hastalifin risk
katmanlarinin belirlenmesi bakimindan énem tasimaktadir.

Karmagik genomik dengesizlikleri barindiran bu tiir tlimorlerde en iyi yontemsel
yaklasim genom oOlgeginde analizdir. Son yillara kadar her biri ayr1 ayr1 farkli yontemler ile
(Fluoresans in situ Hibridizasyonu; FISH, Southern blot, PCR) calisilan cesitli genetik
belirteclerin klinik anlamliligi, tek degiskenli analizlerle saptanabiliyordu. Goreli olarak daha
yeni birer teknik olan Dizin CGH (“Array Comparative Genomic Hybridization”) ve MLPA
(“Multiplex  Ligation-dependent Probe Amplification”) genomdaki tiim genetik
dengesizlikleri tek basamakta g¢alisilabilmesine olanak saglamistir. MLPA dizin CGH’den
iistiin olarak, ¢oklu kopya sayist degisikliklerini ayni anda ve kantitatif olarak, duyarli bir

sekilde saptayabilen alternatif bir yontemdir.



MYCN amplifikasyonu mikroskobik diizeyde DM (Double Minutes) ve HSR
(Homogenously Staining Regions) yapilart seklinde gozlenebilmektedir. HSR seklinde
gozlenen amplifikasyonlar ilgili kromozom bélgesinde ya da farkli bir kromozomda ektopik
olarak yerlesebilmektedir. DM’ler kiigiik sentromer icermeyen, metafaz plaginda daginik
olarak yerlesim gosteren kromozom benzeri DNA pargalaridir. Her boliinme sonunda iki
hiicreye esit oranda DM dagilmadigi diisliniilmektedir. Metafaz sirasinda ig ipliklerine
tutunamayan kromozomlar kutuplara ¢ekilemezler. Sentromer igermeyen DM’lerin kutuplara
cekilmeleri s6z konusu olmadigi i¢in her boliinme sirasinda sayisinin  azalmasi
beklenmektedir. Ancak beklenenin aksine say1 azalmaz hatta artis bile gosterebilir. DM’lerin
replikasyonunun hiicre dongiistiniin herhangi bir asamasinda dongiiniin zamanlamasina

bagimli olmadan, “S” faz1 disinda da replike olabilecegi diistintilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismada; 249 NB tiimorii olan olguda, sayisal genomik dengesizliklerin biitiiniinii
yart genomik ve tam genomik Olcekte saptayabilen yontemsel yaklasimlari (“Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification” MLPA, array-CGH) kullanarak, bu 6l¢ekteki biitiin
degisikliklerin birliktelik iliskileri, kopya sayilari, kirilma noktalar1 gibi 6zellikler analiz
edilecektir. Elde edilen veriler timor olusumu, progresyonu ve klinik davranisla iliskileri
acisindan incelenecektir. Calismada farkli NB serilerinde giiniimiize kadar anomalileri
saptanan lokuslarin tiimiinti kapsayan DNA prob setleri kullanilmistir. Calismanin dizin CGH
bileseninde segmental dengesizlik gdsteren olgularda kirilma noktas1 yigilim bolgelerinin, en
kiiclik ortak delesyon alanlarinin ve olasi yeni amplikonlarin tanimlanmasi hedeflenmektedir.
Ayni zamanda hiicre hatlarinda gozlenen MYCN amplifikasyonun, replikasyon sonunda
kayipsiz bir sekilde ¢iktig1 goriinen DM’lerin replikasyonunun hiicre dongiisiiniin herhangi bir
asamasinda dongiiniin zamanlamasina bagimli olmadan, “S” fazi1 disinda da replike

olabileceginin gosterilmesi amag¢lanmistir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri
NB’de genetik parametreler ile timor fenotipi arasinda iliski bulunmaktadir. NB
olgularinda genomik dengesizliklerin saptanmasi ve klinik fenotiple iliskilendirilmesi, yeni

genetik prediktif faktorlerin ve hastalifin risk gruplamasma olanak tanir. Genetik



degisikliklerin biitiinsel yaklasimli analizi, daha net bir genotip-fenotip iliskisi ortaya
koyabilir. NB olgularinda saptanan genom Olcegindeki genetik dengesizliklerin ¢ok
degiskenli analizi, tiimor davranisini etkileyen yeni genetik belirteclerin saptanmasini
saglayabilir. Dizin CGH dengesiz kromozom diizenlenmelerinin kirilma noktalariin
saptanmast NB’deki yapisal kromozom diizenlenmelerinin olusum mekanizmalarinin
anlasilmasia katkida bulunabilir. MYCN amplifikasyonu pozitif olgularda hastalik agresif
seyretmektedir. MYCN amplifikasyonu kopya sayist niceliginin MLPA yontemiyle
saptanmas1 2p24 amplikonlarinin daha iyi tanimlanmasma ve amplikonlarin olusum
mekanizmasinin anlagilmasina katkida bulunabilir. MYCN amplifikasyonlarinin metafaz
plaginda goriilme sekillerinden biri olan DM’ler hiicre dongiisiiniin herhangi bir asamasinda

replike olmasi amplifikasyon mekanizmalarinin anlasilmasina olanak saglayabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Noroblastom ve Epidemiyolojisi

Noroblastom (NB) noral krestten tiireyerek, adrenal medulla ve sempatik sinir sistemin
gelisimini olusturmaya yonelen noroektodermal hiicrelerden kdken alan embriyonel bir
tiimordiir. Tiim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur ve bu déonemde en sik
rastlanan, kromozom diizeyindeki kazanim, kayip veya yeni diizenlenmeler seklinde kendini
gosteren genomik karasizlikla karakterize bir tiimordiir [1,2]. Timor hiicrelerinde gdzlenen bu
tir edinsel genetik degisikliklerin karmasik olmasi, ¢ogunlukla Ongdrillemeyen, degisken
klinik davranis NB’nin temel Ozelliklerindendir. NB genellikle bolgesel lenf diigiimleri,
kemik ve kemik iligine yayilabilir. Infantlarda o6ncelikle deri ve karacigere metastaz
yapmasina ragmen iyi prognoz gosterebilirler. Ileri yas olgularda da siklikla metastaz gozlenir
ve biiyiik ¢ogunlugu kotii prognoz sergiler [3]. Olgularin yaklasik % 40-50’sinde tanida
metastaz saptanmasina karsin spontan regresyon sikligi diger tiimorlere gore 10-100 kat daha
fazladir [4].

NB insidanst 15 yas alti ¢ocuklarda diinya genelinde yillik 10.5 milyon civarinda
oldugu ve yaklasik olarak ¢ocuklarda kanserden olenlerin % 15’inin NB nedeniyle 61digi
saptanmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa arasinda insidans bakimindan belirgin bir anlamli
fark gozlenmemektedir. NB erkeklerde disilere gore daha sik gozlenmektedir (orani 1.2:1).
Insidans1 6zellikle 0-4 yas aras1 en yiiksek degerinde olup medyan yas 18-23 aydur. [3,5].

Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) NB 2003 protokoliiniin Ekim 2006 verilerine
gore; Turkiye’de ortanca tan1 koyma yasi1 22 (0.3-210) aydir. Erkeklerde disilere gore goriilme
siklig1 oransal olarak 1.01°dir [6] . Izmir’de 1997-2002 yillar1 arasinda ¢ocukluk ¢agi kanser
inisidansina yonelik yapilan ¢aligmada NB’ninde yer aldigi periferik sinir hiicrelerinden
kaynakli (pNT) kanserlerin goreli sikliginin % 7.1 oldugu saptanmustir [7].

NB etiyolojisi bilinmemesine karsin ¢evresel faktorlerin (pestisid, elektromanyetik alan,
prenatal alkol maruziyeti gibi) timor olusum siirecinde Onemli bir rol oynadigl
diistiniilmektedir [3]. Ancak yapilan farkli caligmalarda bu maruziyetlerin tiimdérogeneze
etkisi dogrulanmamustir [5]. Olgularda tutarli olarak gbzlenen NB insidansini, timdrogenezin
genetik faktorlerin esliginde olustugu hipotezini desteklemektedir [3].

Periferal noroblastik tiimorler (pNT), ozellikle NB “kiiciik mavi yuvarlak hiicre”

grubundan koken alan c¢ocukluk c¢agi neoplastik olusumudur. Bu hiicreler noral krestin



sempatikoadrenal hiicrelerinin onciillerinden tiiremistir. Noral krestten kdken alip adrenal
medulla ve sempatik sinir sistemine hedeflenen néroektodermal hiicrelerin olusturdugu
embriyonel bir tiimordiir. Tiimoérler gogunlukla adrenal medulla (% 50), abdomen ve pelviste
(% 30) ve daha az siklikta gdgiiste gozlenmektedir [5,8,9]. NB farklilasmamis
“undifferentiated” tiimor olup noroblast denilen kiiciik yuvarlak hiicrelerden olugmaktadir.
Farklilasma arttik¢a tiimor stromasinda yer alan schwann hiicrelerinde de artis gbzlenir ve
timér NB’den ganglionéroblastom (GNB) ve benign gangliondroma (GNR) dogru evrilir

[1,3].

2.2.Néroblastomun Genetik Ozellikleri

NB’de siklikla tutulum goésteren MYCN amplifikasyonu disinda, gen diizeyinde diger
kanserlerde rolii oldugu bilinen genlerin aberasyonlar1 gézlenmemektedir. NB’nin biyolojik
ozelligi, timor hiicrelerinde gozlenen somatik genetik degisikliklerin son derece karmasik
olmasidir. NB tiimorlerinde giiniimiize kadar yapilan sitogenetik ve molekiiler diizeydeki
calismalar; rastlantisal olmayan, tutarl genetik degisikliklerin tanimlanmasini saglamistir [10-
14]. En sik gozlenen degisiklikler; ploidy sapmalari, MYCN geninin amplifikasyonu, 1 no’lu
kromozomun p kolunun delesyonu, 11 no’lu kromozomun q kolunun delesyonu ve 17 no’lu
kromozomun q kolundaki sayisal artiglardir [1,8,14]. Tutarli sporadik genetik degisikliklerin
yan1 sira, bazi olgularda konstitiisyonel kromozom anomalileri gozlenebilmektedir. Ozellikle
1p lokusunun NB yatkinlig ile ilgili olabilecegi, 1p36 lokusunun ailesel olgularda tutulum

gosterdigi saptanmugtir [S].

2.2.1.Genetik Yatkinhk ve Kahtimsal Ozellikler

Ailesel NB nadir goriilmekle birlikte, tiim NB olgulart igerisinde % 1’lik kismi
olusturmaktadir. Sinirl sayida ailede soyaZaglar1 ¢ikartilip linkaj analizleri yapilmistir [15].
Kromozom 1p36 lokusundaki bazi genlerde (NF1, RET, GDNF, GDNFRA, EDNRB, EDN3)
yatkinlik oldugu diisiiniilse de yapilan linkaj analizleri negatif sonu¢ vermistir [16,17]. Kuzey
Amerikal1 bir ailede 16p12-p13 lokusu ve Avrupali bir ailede 4p12 lokusunda yapilan linkaj
caligmalarinda anlamli yatkinliklar saptanmistir [18,19]. Son yapilan ¢aligmalarda bu
lokuslara 2p ve 12p kromozom kollar1 da aday lokuslar olarak dahil edilmistir [15].

MYCN amplifikasyonu disinda NB’ de PHOX2B ve ALK genlerinin farkli ekzonlarinda

gozlenen mutasyonlarin ailesel oldugu gosterilmistir. PHOX2B konjenital merkezi



hipoventilasyon hastaliinda tutulum gosteren bir gen olup, konstitiisyonel PHOX2B
mutasyonlart ailesel NB olgularinda ve aym1 zamanda % 2.3 oraninda da sporadik NB
olgularinda saptanmustir [20-22]. Yapilan son c¢alismalarda ALK onkogenin NB
patogenezinde 6zellikle tirozin kinaz bolgesinde yer alan mutasyonlarin 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir [20,23-25]. PHOX2B ve ALK genlerinde gozlenen mutasyonlarin ndroblastik

dokunun malingn transformasyona katkis1 oldugu diistiniilmektedir [26].

2.2.2. Onkogen Aktivasyonu ve Amplifikasyonlar

Istisna olgular disinda NB tiimérlerinde, gen diizeyinde tutarl bir sekilde gozlenen tek
genetik aberasyon bir onkogen olan MYCN geni amplifikasyonudur [27-29]. Olgularin % 20-
25’inde gozlenen bu mutasyonel olay, ileri evre (evre 3-4) ve kotii prognozla iliskilidir
[27,30,31]. 2p24 kromozom bandinda yerlesim gosteren MYCN geni amplifikasyona
ugradiginda, kromozom dis1 kromatin yapilardan olusan DM (“double minutes”) ve HSR
(“homogenously staining regions”) yapilart siklikla gozlenmektedir [32-39]. MYCN
amplikonu 10 kb‘la 40.3 Mb arasinda degisen bir boyutlarda olabilmekte ve birlikte amplifiye
olan komsu genleri igerebilmektedir [40-45]. Olusan amplikonlarin igerdikleri genler ve 2p
tizerinde farkli kesintili amplikonlarin bulunma durumlar1 olgular arasinda farklilik
gosterebilmektedir [46]. Amplikon i¢inde her zaman yerlesim gosteren ve MYCN genini
kapsayan 100-200 kb’lik bolgeye komsu genlerin (DDX1, NAG) biyolojik roli ve klinik
fenotipe etkisi bilinmemektedir [47]. Son yillarda yapilan caligmalarda ALK genin de bu
amplikon igerisinde nadiren yer alabildigi gosterilmistir. Ancak yaygin goriis farkli

amplikonlar seklinde gozlendigi yoniindedir. [20,48,49].

2.2.3.DNA Ploidisi

Diploid ve hiperdiploid DNA igerigi konvansiyonel sitogenetik yontemlere ek olarak,
akis hiicre Olcer (“flow cytometry”) kullanilarak saptanmaktadir [50]. Yapilan ¢alismalarda
DNA igerigi ile timdr evresi arasinda birliktelik saptanmis ve yliksek evreli tiimorlerin daha
cok diploid oldugu gosterilmistir. Hiperdiploid tiimdrler tam ya da kismi gerileme
gosterirken, diploid tiimdrler tedaviye iyi yanit vermemektedir. Yapilan diger ¢alismalarda bu
iliski dogrulanmustir [51-56].

Paralel olarak klasik sitogenetik analiziyle yapilan dogrudan kromozom sayimlar1 da

NB tiimor hiicrelerindeki ploidy degisikliklerinin roliine iligkin veri saglamistir. Buna gore;



near-diploidy, near-triploidy ve near-tetraploidy olmak iizere ii¢ farkli ploidi diizeyi
tanimlanmistir [57,58]. Son yapilan ¢alismalarda, tiimér DNA igerigi “near-diploid” (=% 45)
ve “near-triploid” (hiper-diploid) (=% 55) olarak iki gruba ayrilmistir. Near-diploid olgular
genellikle tutarli genetik degisiklikleri tasiyip ve kotii prognoz gosterirken, near-triploid
olgularda tutarl degisikler gozlenmez ve hastalarin klinik tablolar1 iyidir [3,9].

2.2.4.Kromozomal ve Allelik Kayiplar
NB tiimoérlerinde siklikla saptanan ve 6zellikle timdr baskilayict genler (TSG) 6zelinde
tartisilan kromozomal veya allelik kayiplar gozlenmektedir. Siklikla delesyona ugrayan

bolgeler; 1p, 3p, 4p, 9p, 11q, 14q, 16p, 18q ve 19q kromozom kollaridir [9,59,60].

1p Kromozom Kolu Delesyonlart

Bir no’lu kromozomun NB genetigindeki onemi, primer timorlerde ve NB hiicre
hatlarinda yapilan sitogenetik analizlerle ortaya konmustur [61]. Diger sitogenetik
calismalarda da ozellikle 1p delesyonlar1 olmak tizere 1p degisimleri yiiksek siklikta
saptanmistir. Bir no’lu kromozomun kisa kolunda NB gelisiminde rol oynayan bir ya da fazla
sayida genin bulundugu diisiincesi boylelikle agirlik kazanmistir. 1p delesyonlar1 yalnizca NB
timorlerinde degil, ¢ok sayida farkli malign hastaliklarinda neoplastik hiicrelerde
gozlenmektedir [62]. Ozellikle 1 ve 17 no’lu kromozomlarm uzun kollar1 arasinda, 17q
kazanimina yol acan dengesiz translokasyonun NB hiicrelerinde rekiiran olarak gézlendigini
bilinmektedir [63-65]. NB olgularimin % 25-35’inde gozlenen 1p delesyonlar;; MYCN
amplifikasyonu ve ileri evreyle birliktelik gostermektedir [66]. 1p kromozom kolunun farkli
bolgelerindeki heterozigosite kayiplart (LOH) cesitli ¢alismalarda gosterilmistir [67-76].
Ayrica, ¢esitli ¢aligmalar 1p’de bulunan birden fazla lokusun NB tiimérlerinde rol
oynayabilecegini diisiindlirmektedir [77]. Ancak, 1p kromozom kolunda saptanan
heterozigosite kayiplarimin klinik anlami ve prognozla iligkisi tartismalidir [78,79]. 1p
bolgesinin en kiigiik ortak delesyon alaninda giiniimiize kadar yapilan calismalarda, bu
bolgede yerlesim gosteren ve Knudson “cift vurus” etki moduyla uyumlu bir TSG heniiz

bulunamamustir.

11q Kromozom Kolu Delesyonlart
NB’de siklikla gozlenen diger bir allelik kayip ya da delesyon boélgesi 11 no’lu

kromozomun uzun kolunda yer almaktadir. 11q delesyonu, MYCN amplifikasyonu saptanan



olgularda nadiren gozlenmektedir ve diger klinik parametrelerden bagimsiz prognostik degeri
oldugu gosterilmistir [80,81]. Olgularin % 15-20’sinde 11q kromozom kolunun delesyonu
gozlenmektedir [14,82]. 11q delesyonu, MYCN amplifikasyonu olan olgularda
saptanmamakta ve ileri evre (Evre 3/4), ileri yas (>12 ay) ve kotii histoloji ile ¢ok anlaml

derecede birliktelik gostermektedir [83,84].

3p Kromozom Kolu Delesyonlart

NB olgularinda TSG olabilecegi 6ngoriilen 3p kromozomu flizerinde lokalize bazi
genlerin belirlenmesiyle bu bolgedeki delesyonlar 6nem kazanmistir. Olgularin % 15’inde
3p’nin delesyonu gdzlenmektedir. Ozellikle VHL ve RASSFIA genlerindeki delesyonlarin
TSG ile iligkisinden dolay1 NB patogenezinde énemli olabilecegi ortaya konmustur [85-87].
Spitz ve ark. yaptig1 ¢alismada 3p ve 11q delesyonlarinin 6zellikle MYCN tek kopya olgularda
yiiksek risk NB grubu i¢in 6nemli birer belirte¢ oldugu vurgulanmistir [87].

14q Kromozom Kolu Delesyonlari

TSG lokusu olabilecegi siklikla diisiiniilen kromozom kollarindan biri olan 14q
kolundaki LOH siklig1 %20-30 civarindadir. 14q delesyonlarinin prognostik anlami oldugunu
ortaya koyan makaleler olmakla birlikte bu iliski bugiin tartismalidir. MYCN diploid olan
olgularda 14q delesyonlar1 goriillmektedir [88,89].

2.2.5.Kromozomal ve Allelik Kazanimlar

NB tiimorleri ve hiicre hatlarinda konvansiyonel sitogenetik analizlerde ilk gdzlenen
genetik anomalilerden birisi kromozom 17°nin uzun kolundaki bolgesel artistir [90]. MYCN
geninin bulundugu 2p kromozom kolundaki artiglar son yillarda yapilan ¢aligmalarda dikkat
cekmektedir [91]. En sik gbzlenen 17q kazanimlar1 disinda, daha az siklikla rastlanan 1q, 7p,
11p, 12q kromozom kollarindaki kazanimlarin prognostik anlami hala arastirma konusudur

[92-94].

17q Kromozom Kolu Kazanimlart
17 no’lu kromozomun uzun kolunun birka¢ kopya artmasiyla ortaya cikan 17q
kazanimlar1 olgularin % 50’den fazlasinda go6zlenmekte olup, agresif klinik fenotiple

iliskilendirilmistir. 17q kazaniminin bagimsiz prognostik degeri oldugu yoniinde bulgular
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yayinlanmistir [95]. Bu kromozom kolundaki sayisal kazanim, dengesiz translokasyonlardan
kaynaklanmakta ve kirilma noktalar1 17q22-qter segmentinde dagilim gostermektedir [96,97].
Sitogenetik diizeydeki ¢oziiniirliikte 17 no’lu kromozomun uzun kolundaki kirilma noktalar1
genellikle 17q11-21 bolgesinde dagilim gostermektedir [65,98,99]. Gecmiste yapilan
calismalarda iki karsit goriis yer almaktadir. 17q kazanimlarimin kétii prognozla, MYCN
amplifikasyonu ve 1p delesyonlari ile iliskili oldugunu savunanlar [95,100] ve bu iliskinin
olmadigimi savunanlar olarak ikiye ayrilmaktadir [101]. Caren ve ark. yaptigi calismada
MYCN amplifikasyonu ve 11q delesyonu olmayan ancak 17q kazanimi olan olgularin, 17q

kazanimi olmayan olgulara gore daha kétii prognoz gosterdigi saptanmistir [102].

2.3. MYCN Amplifikasyonu ve Replikasyon Zamanlanmasi

Gen kopya sayisinin veya dozajinin ploidi diizeyine oranla ¢ok miktarda artig
durumlara verilen ad gen amplifikasyonudur. Kanser hiicrelerinde onkogenlerin
amplifikasyon yoluyla aktive oldugu ve bu aktivasyonun gen kopya sayist artigina bagl ifade
artisindan kaynaklandig1 bilinmektedir. Genler amplifikasyona ugradiginda, mikroskobik
diizeyde kromozom dis1 kromatin yapilardan olusan DM (“double minutes”), HSR
(“homogenously staining regions”) ve genomda farkli bolgelerde amplikonlar seklinde
gozlenmektedir. DM’ler kiiciik, kiiresel, asentromerik ikili kromatin yapilardir. HSR ise
kromozom i¢ine yerlesmis gimsa boyamada homojen bant paterni gosteren yapilardir. Bu
yapilar gen amplifikasyonlarinin sitogenetik diizeydeki belirtegleridir. Amplikon; ilgili geni
ve bazen proksimal genleri de kapsayacak sekilde sayisal artisa ugrayan genomik segmenttir.
Tiimordeki amplikonlarin boyutu birka¢ kb’dan onlarca Mb’a kadar olabilmektedir [103].

MYCN amplifikasyonu ilk kez NB hiicre hatlarinda Schwab ve ark. tarafindan
gosterilmistir [27]. Noroblastik tiimorlerde amplifiye olan MYCN geni kopya sayist 10 ile 500
kat artis gosterebilmektedir. Amplikonun DNA boyutu ise 100 kb ila 1 Mb hatta daha biiyiik
olabilmektedir [1]. MYCN geni amplifiye olurken telomer ve sentromer yoniindeki proksimal
genler, bu amplikonun iginde amplifiye (“coamplified”) olabilmektedir. Ozellikle telomerik
yoniinde yer alan NAG ve DDXI genlerinin MYCN ile birlikte amplifiye olduklari
gosterilmistir [45,104]. Son yillarda yapilan caligmalarda, ailesel NB’de tutulum gosteren
ALK geninin de MYCN ile birlikte amplifiye oldugu gosterilmis ancak bu amplifikasyonlarin
birkag¢ olgu hari¢ kesintili amplikonlar seklinde birkag¢ parca oldugu saptanmistir [46].

11



MYCN geni myc ailesinden bir onkogendir. Bu aileden MYCC; bir¢ok kanser tipinde;
meme, kolon glioblastom, Burkitt’s lenfomada, MYCL kiic¢lik hiicreli akciger kanserlerinde
gosterilmistir. MYCN proteinin aktif hale gelmesi i¢in bir niikleer fosfoprotein olan MAX ile
heterodimer olusturmasi gerekmektedir. Bu heterodimer hedef gen ekspresyonunu baslatmak
icin DNA E-box elemanina baglanir. MYCN proteini N-terminal trans aktivasyon domaini
(Myc box) ve C-terminal bolgesinde helix-loop-helix/leucine zipper (bHLH-LZ) motifi
bulundurmaktadir. DNA E-box boélgesine baglanan MYCN/MAX heterodimeri miktar1 ne
kadar fazla ise hedef genin ifadesi de o oranla artisg gosterir [105].

DNA amplifikasyonu ile gen dozajinin artirilmasi yoluyla isleyen bir genetik
mekanizmadir. Takvime bagli amplikasyonlarda (Drosophila overinde koryon geni, avian
myogenezinde aktin geni) bu mekanizma gelisimsel siirecin bir pargasi olarak islev
gormektedir. Memelilerde ise bu takvime bagli olmayan ve aberasyon olarak nitelenen gen
artiglar sitotoksik ila¢ maruziyetine yanit olarak ve ya tiimorogenez siirecinde gozlenmektedir
[106].

Tiimo6r hiicrelerinde gbzlenen amplifikasyonlar ile ilgili farkli modeller ©ne
stiriilmiistiir. Kromozom i¢i amplifikasyonlar1 agiklamaya yonelik model “breakage-fusion-
bridge” (BFB) dongiisiidiir. Bu model biiyiik DNA bélgelerinin in situ olarak kromozomal
rekombinasyon ile amplifiye olduguna dayanmaktadir. Diger bir model olan translokasyon-
delesyon-amplifikasyon modeli (“episome model” veya “deletion-plus-episome™) birgok
timorde gosterilmistir. Bu model de kromozomdan kopan DNA pargalari halka seklinde
birlesip amplifiye olarak DM’leri olusturur. Bunlar da kromozoma entegre olarak HSR
yapilarim1 olusturmaktadir [107,108]. Bu modellerden farkli olarak, Drosophila oositlerinde
dogal siirecte koryon geni 16-60 kat amplifiye olmaktadir [109]. Bu dogal olgu “onionskin”
(sogan zar1) seklinde replikasyon catalinin iki yonlii agilmasi ile olusur ve amplikonlar ige
dogru biiyiirken kenar kisimlarda daha az gen kopya sayis1 gézlenir [109].

Replikasyonda DNA iizerindeki transkripsiyonel, gen bakimindan zengin ve 6kromatin
bolgeler pasif olanlara gore “S” fazinin erken dénemlerinde replike olmaktadir. Bazi
durumlarda replikasyon zamani aymi bolge/allel igin es zamanl gdzlenmez. Ornegin disi
bireylerde inaktif X ve normal X kromozomu replikasyon zamani bakimindan es zamanh
degildir [110]. Aymi sekilde nonoallelik genlerde de es zamanli replikasyon goézlenmez.
Replikasyon zamani mitotik kromozomlardaki bant diizenlenmesi ile de iligkilidir. GC

niikleotid icerigi yiiksek olan DNA bolgeleri AT zengin bolgelere gore daha erken replike
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olmaktadir [111]. Amplikonlarin (DM ve HSR) replikasyon zamani ile ilgili yapilan
calismalarda, amplikonun yerlestigi niiklear lokalizasyonun zamanlama ile ilgili oldugunu ve

gen aktivitesi veya bant diizenlenmesi ile iliskili olmadig1 ortaya konmustur [110].

2.4. Noroblastom Histopatolojisi, Evreleme ve Risk Gruplama Sistemi.

Klasik olarak pNT’lerin alt tipleri; noroblastom (NB), gangliondroblastom (GNB) ve
gangliondromdan (GNR) olugmaktadir. Shimada 1984 yilinda, tlimdriin histopatolojik
Ozelliklerinden yararlanarak bir smiflandirma sistemi gelistirmistir. Tiimorler ndroblast
farklilasmasi, “Schwannian stroma” igerigi, “Mitoz Karyoreksis Indeksi” (MKI) ve tan1 yasi
dikkate alinarak iyi ve kot histoloji olarak gruplanmistir. [112]. Sonraki ¢alismalarda tiimor
siniflandirmalar1 Shimada siniflandirmasinin modifikasyonu “International Neuroblastoma
Pathology Classification System” (INPC) olarak kullanilmistir [113]. INPC siniflandirma

sistemine gore pNT lerin dort temel grubu bulunmaktadir. Bunlar;

a.NB (Schwannian stroma fakir);
= Differansiye olmayan tip (Andifferansiye)
= Az diferansiye tip
= Differansiye tip (Tablo 1).

b.GNB, intermiks (Schwannian stroma zengin)

¢.GNB, nodiiler (Schwannian stroma zengin/stroma baskin ve stroma fakir)

d.GNR (Schwannian stroma baskin).

“International Neuroblastoma Staging System” (Uluslararas1 Noroblastom Evreleme
Sistemi) (INSS)’ye gore hastaligin smiflandirilmasi ilk olarak Brodeur tarafindan 1988
yilinda yapildi ve 1993 yilinda giincellendi [114,115]. Gilincellenmis haliyle timorlerin evre

siniflar1 Tablo 2’de verilen kistaslara gore yapilmistir.
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Tablo 1. Uluslararas1 Noroblastom Patoloji Siniflamasi (INPC) [113].

Shimada Sinifi Yas Differansiyasyon MKI
Koti <18 ay Andifferansiye Herhangi
Iyi <18 ay Az differansiye veya Diisiik (<%2) veya
Differansiye Orta (%2-4)
Koti <18 ay Herhangi Yiiksek (>%4)
Kotii 18 ay-5 y1l  Andifferansiye veya  Herhangi
Az differansiye
Iyi 18 ay-5 y1l  Differansiye Diisiik (<%2)
Kot 18 ay-5 y1l  Differansiye Orta (%2-4) veya
Yiiksek (>%#4)
Koti >5 yil Herhangi Herhangi

Yapilan bir¢cok calismada olgularin risk gruplarinin olusturulmasinda birgok biyolojik

ozellik kullanilmistir. Bunlar; MYCN kopya sayisi, histopatoloji, tiimor ploidisi, INNS evresi

ve hasta tam yasidir. Ozellikle tiimor ploidisi ve MYCN kopya sayist riskin belirlenmesinde

etkin rol oynamaktadir. Ote yandan diger bagimsiz prognostik faktérlerden 1p, 11q allelik

kayiplar1 ve TrkA ekspresyonu ve digerleri icin genis prospektif tedavi ve biyolojik

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [3].
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Tablo 2. Uluslararasi Noroblastom Evreleme Sistemi (INSS) kistaslari.

Evre Tanim

Timor koken aldigr organda sinirli, makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskobik
1  timdr artign olabilir veya olmayabilir. Ipsilateral veya kontlateral lenf nodu

tutulumu yoktur.

Unilateral tiimdr, tam olmayan makroskopik rezeksiyon. Ipsilateral veya

2 kontlateral lenf nodu tutulumu yoktur.

Unilateral tiimér, tam veya tam olmayan makroskopik rezeksiyon. Ipsilateral
2b bolgesel lenf nodu tutulumu var, kontlateral lenf nodu tutulumu yoktur.

Orta hatt1 asan tlimor, bolgesel lenf nodu tutulumu Unilateral tiimor, kontlateral
3 lenf nodu tutulumu Orta hat tiimort, bilateral lenf nodu tutulumu goézlenir.
4 Yaygin hastalik, uzak metastazlar bulunur (kemik iligi, kemik, uzak lenf nodu,

karaciger ve/veya diger organlar).

Hastanin yas1 365 giinden biiyiik; evre 1 ve 2 gibi lokalize primer tiimdr var;
4S  sadece karaciger, cilt ve/veya kemik iligi tutulumu gozlenir (kemik iliginde timdr

hiicrelerinin oran1 <%10 olmal1).

2.5.Noroblastomda Genetik Analiz Yontemleri

Yakin zamana kadar NB tiimorlerindeki gesitli genetik belirtegler 6zellikle “floresans in
situ hibridizasyon” (FISH) ya da heterozigosite kayiplarint (LOH) gosteren PCR tabanli
yontemlerle analiz edilebilmekteydi. Bu nedenle genetik parametrelerin genis 6l¢ekli ve ¢ok
degiskenli analizi miimkiin olamiyordu. Normal kromozom alanlarina, kontrol ve tiimor
genomik DNA’siin birlikte hibridizasyonuna dayali Komparatif Genomik Hibridizasyon
(CGH) teknigi, tek bir deneysel basamakta biitiin genomik dengesizliklerin 5-10 Mb
¢Oziiniirliiglinde saptanabilmesini saglamistir [116]. Ancak bu ¢Oziniirlik genetik
diizenlenmelerden kaynaklanan genomik dengesizliklerin kirilma noktalarini, gen
diizeyindeki kazanimlarin ve delesyonlarin saptanmasi i¢in yeterli degildir. Bu sinirlhiliklarin
asilmasi dizin (“array”) tabanlt CGH veya SNP dizinleri (“SNP array”) kullanilarak, dengesiz
kromozom diizenlenmelerini yiiksek ¢oziiniirliikte saptayabilen sistemler ile saglanabilmistir.
Ancak bu sistemlerin bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Ornegin, MYCN onkogenin kopya

sayis1 artisinin derecesi tiimor fenotipiyle iliskilendirebilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir.
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Ancak, genomik dizi tabanli CGH teknolojisi yiiksek c¢oziiniirlikte bolgesel DNA kopya
sayist degisikliklerini gOstermesine ragmen, kopya sayisi artisginin  kesin degerini
saptayamamaktadir. Buna farkli bir ¢6ziim olarak; es-zamanli nicel PCR ve coklu ligasyon
bagimli prob amplifikasyonu (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification, MLPA)
mutlak kopya sayisini 6lgen, duyarli, ¢ozelti ortaminda ¢oklu prob hibridizasyonu yapilabilen
ve PCR temelli metodolojik bir yaklagimdir. MLPA teknigi 6zgiil olarak tiimdr genomundaki
hedeflere baglanan problarin evrensel primer ciftleri kullanarak PCR’ la ¢ogaltilip kapiller
elektroforezinde nicel olarak dl¢lilmesine dayali bir yontemdir [117-119].

Kopya sayisinin belirlenmesinde ve kopya sayis1 degisikliklerin analizinde kullanilan
bir¢ok yontemin (FISH, kantitatif gercek zamanli PCR, southern blot, LOH analizleri gibi)
yaninda, multipleks PCR mantiginda c¢alisan MLPA bir¢gok avantaji ile siklikla
kullanilmaktadir. FISH ve LOH c¢alismalar1 uzun zamanda sonug verirken southern blotta ¢ok
fazla DNA’ya ihtiyag duyulmaktadir. PCR calismalar1 ile ¢oklu ekzon igeren genlerin
hepsinin analizlerinin yapilmasi teknik agidan miimkiin olsa bile analiz siireleri uzamaktadir.
Kantitatif ger¢ek zamanli ve multipleks PCR calismalar1 floresans boyalarin sayisi ile
stnirhidir. Oligoniikleotid ve cDNA mikrodizin sistemleri herhangi bir ekzonun delesyonunu
veya duplikasyonunu tekrarlanabilir ve duyarli bir sekilde saptayamamaktadir [118]. MLPA
ise 30°dan fazla hedefte delesyon, amplifikasyon ve duplikasyonlari ¢ok az miktarda DNA
kalib1 (20 ng) kullanarak ayni anda analiz edebilen duyarli, hizli, kantitatif olarak kopya
sayisini saptayan bir yontemdir [118].

NB olgularinda genomik dengesizliklerin saptanmasit ve klinik fenotiple
iligkilendirilmesi, yeni genetik prediktif faktorlerin ve hastaligin risk katmanlarinin
tanimlanmast bakimindan 6nem tagimaktadir. En 1yi yontemsel yaklasim genom oOlceginde
analiz ile tlimorlerdeki tiim genomik dengesizlikleri saptamaktir. MLPA farkli NB serilerinde
giinlimiize kadar anomalileri saptanan lokuslarin tiimiiniin analizine firsat tanimasi ve
kantitatif analiz yapmas1 bakimindan avantajli alternatif bir yontemdir. MLPA uygulamalari
NB hasta tedavi protokollerinin etkin bir bigimde uygulanmasina katkida bulunma potansiyeli

vardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu ¢alismanin evreni Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG), Noéroblastom 1999, 2003
ve 2009 Protokolii kapsaminda olusturulan tiimdr koleksiyonudur. Projemiz, olusturulan
timor koleksiyonunda ve hiicre hatlarinda edinsel genetik degisiklikleri saptamaya yonelik

tanimlayici bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda Agustos 2007-Mayis 2012 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirma evrenini olusturan orneklem, TPOG, NB 1999, 2003 ve 2009 Protokolii
cergevesinde 43 merkezden birimimize gonderilen 500°den fazla tiimér dokusu ornekleri
icerisinde Noroblastom (NB), Gangliondroblastom (GNB) ve Gangliondrom (GNR) tanisi
alan toplam 249 adet olgudan olusmaktadir. Deneysel calismalar i¢in Kelly (DSMZ no:
ACC355) ve Sima (DSMZ no: ACC164) hiicre hatlar1 kullanildi. Se¢me Olgiitii olarak;
“Homogeneous Staining Region” (HSR) seklinde (Kelly) ve “Double Minutes” (DM) tipinde
(Sima) MYCN amplifikasyonu gozlenen hiicre hatlar segildi.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada tiimor dokusu Ornekleri ve hiicre hatlar1 kullanildi. Timor ornekleri
Noroblastom protokolleri ¢ergevesinde birimimize gonderilen ve NB, GNB veya GNR tanist
alan orneklemden, arsivimizde dokusu olan ve DNA izolasyonlar1 gerceklestirilebilen tiimor

orneklerinden secildi. Deneysel calismalar i¢in Kelly ve Sima hiicre hatlar1 kullanildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Calismamizda genetik ve klinik parametreler arasindaki iligki lojistik regresyonla
analiz edildi. Buna gore genetik parametreler; MLPA sonuclarina gore tiimoér DNA’larinda
saptanan 1p, 3p, 11q delesyonu, MYCN amplifikasyonu ve 17 q kazanimi birinci degiskenler

grubunu olusturmaktadir. Klinik parametrelerden tan1 yasi, timor evresi ve tiimoriin histolojik
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durumu ise ikinci degiskenler grubunu tanimlamaktadir. Genetik degiskenlerde 1p, 3p ve 11q
delesyonlarmin varligi, MYCN amplifikasyonunun bulunmasi ve 17q kazanimi gozlenmesi
kendi aralarinda bir parametre sabit tutularak diger genetik parametreler ile iligkileri de analiz
edildi.

Dizin CGH ¢alismalarinda daha 6nce MLPA ile saptanan genetik iki degisken; 3p ve
11q delesyonu seg¢ildi. Bu olgularda kirilma noktalari, delesyon genislikleri ve en kii¢lik ortak
delesyon bolgeleri analiz edildi.

2p lokusunda yer alan ve NB tiimorlerinde amplifiye olabildigi bilinen MYCN, NAG,
DDX1 ve ALK genlerinin birbirleri arasindaki iliskiler istatistiksel olarak bu dort degisken ile

analiz edildi.

3.6. Veri Toplama Araclar:
Verilerin elde edilmesinde tiimor dokularinda ve/veya hiicrelerinde FISH, MLPA,

dizin CGH, BrdU girisim analiz yontemleri kullanildu.

3.6.1. Floresans in situ Hibridizasyonu (FISH) Protokolii

a.Lamlarin Hazirlanmasi

1. Hastalarin timor dokusu 6rnekleri lam {izerinde imprint edildi.

2. 20 dakika -20°C’deki metanolde (Carlo Erba, 412383) lamlar bekletildi.

3. Metanol ve Glasiyal Asetik asit (Merck, K30802856-224) 3:1 carnoy fiksatifi karigiminda
20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Preparatlar -20°C’de sakland.

4. FISH analizi i¢cin once preparatlar incelenerek hibridize edilebilecek alanlar tarandi.

Lamin en iyi alan1 olduguna karar verilen bolgesinin sinirlari cam ¢izer ile belirlendi.

b.On Yikama

1. 2X SSC (Applichem, 4506,1000,)/% 0.5 NP40 (Applichem, A1694,0250) ¢ozeltisi pH’s1
7.0’a ayarlandi. Su banyosunun sicakligi 37°C’ye getirildi.

2. Isaretlenmis preparatlar hazirlanan sale i¢inde, 6n yikama i¢in 20 dakika bekletildi.

3. Preparatlar %70, %85 ve absolii (Applichem, A3678,2500) olarak farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis oda 1sisindaki etanol ¢ozeltilerinde sirasiyla 2’ser dakika

bekletildi.
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c.Denatiirasyon

1. %70 Formamid (Applichem, A2156,0100) / 2X SSC ¢ozeltisi pH’s1 7-8’e¢ 25 ul derisik
HCI1 (Merck, K37910317-739) ile ayarlandi.

2. Denatiirasyon ¢ozeltisinin su banyosunda sicakliginin 73°C’ye gelmesi saglandh.

3. Preparatlar 2 dakika denatiirasyon soliisyonunda bekletildi.

4. Denatiire edilen preparat, -20°C’de sogutulmus alkol serilerinde (%70, %85 ve absolii)
2’ser dakika bekletildi.

d.Probun Hazirlanmasi

1. Steril edilmis 0.2 ml’lik mikro tiipe her bir hasta preparati i¢in 5-10 ul MYCN (Kreatech
Biotechnology, KI-10706; Q-Biogene, PONCO224; Cytocell, LPS009) probu eklendi.

2. Mikrotiip igindeki prob karigimi, 75°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek denatiire

edildi ve prob buz iizerine alind1.

e.Hibridizasyon

1. Lamel (22x22mm) iizerine 10 pl hazirlanan prob eklendi. Bu lamel, soguk absolii etanolde
bekletildikten sonra ¢ikartilip kurutulan preparatlarin isaretlenen bolgesine kapatildi.

2. Lamel kapatildiktan sonra kenarlar1 i¢in yapistirict (Fixogum, Marabu 2901 10000) ile
kapatildi.

3. Bir beherin etrafi aliiminyum folyoyla kapatilarak igerisine 30-40 ml distile su konuldu.
Preparatlar bir tasiyici vasitasiyla igine yerlestirildi.

4. Beher bir gece 37°C’de inkiibe edildi.

[f-Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

= ].yikama

Cozelti Icerigi Sicakhik | Siire
-1.25 ml 20X SSC (2X SSC)

-10 ul % 10 SDS 65°C 5 dakika
-48.65 ml dH,O
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= 2.yikama

Cozelti Icerigi Sicaklik | Stire

-5 ml 10X PBS (1X PBS)

250 ul NP40 (% 0.1 NP40) | Oda
5 dakika

-100 pl Tween 20 (% 0.2) sicakligi

-44.85 ml dH,O

* %70 oda sicakligindaki etanolde 1 dakika yikama

g. 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyama ve Antifade Uygulamasi

1. Hibridizasyon sonrasinda preparatlar kurutulup ilgili alana DAPI/ Antifade (Kreatech,
LK-096A) soliisyonu konularak lamel ile kapatilarak tiim DNA isaretlendi.

2. 10 pl DAPI lamel {izerine alindi. Lam tiizerine kapatildi. 15 dakika beklemeden sonra

preparatlar analiz edildi.

h.Floresans Mikroskobunda Analiz

1. Preparatlar, floresans mikroskopta (Nikon E600) MacProbe v4.0 (PSI Scientific Systems)
programinda 100X biiylitmede analiz edildi.

2. Analiz 2 ayn kisinin degerlendirmesiyle en az 200 hiicre analizi yapilarak gerceklestirildi.

3. Niikleuslar1 net olarak ayirt edilebilen hiicreler degerlendirmeye alindi. Bir niikleusta 2
MYCN (kirmizi1) ve 2 Alfasatellit 2 (yesil) sinyalleri normal olarak degerlendirildi.

4. Hiicrelerde haploid genom basina 3-10 kopya sayili MYCN artis1 diisiik diizeyde gen
kopya sayist artisr, 10-100 kopya sayih MYCN artist yiiksek diizeyde gen
amplifikasyonunu, 100°den biiyiik kopya sayilt MYCN artis1 ¢ok yiiksek diizeyde gen
amplifikasyonunu gostermektedir. Sentromerik sinyal ile MYCN gen sinyalleri

oranlanarak ploidi degisiklikleri ve / veya andploidiler gosterildi.
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3.6.2. Doku Orneklerinden DNA izolasyonu

Hastaya ait tiimor dokusundan ve referans DNA izolasyonlari, “High Pure PCR

Template Preparaiton Kit” (Roche, 11796828001) kullanilarak yapildi. “High Pure PCR

Template Preparation Kit” ile DNA izolasyonunda kullanilan protokol firmanin onerdigi

protokolde bazi degisiklikler ile uygulandi.

I.

10.
11.

12.

13.

14.

Doku miktar1 25-50 mg olacak sekilde timorden 6rnek alindi, 1X PBS igerisinde kan ve
diger sivilar temizlendi. Doku, iki adet bisturi yardimiyla petri kabi1 igerisinde
olabildigince c¢ok kiigiik parcalara ayrildi.

Steril mikro tiipe aliman kiiclik parcalara ayrilmis timor dokusu iizerine 200 pl doku
pargalama tamponu ve 40 pl Proteinaz-K eklenip karistiricida iyice karigtirildi.

Agz1 sikica parafilm ile kaplanan tiipler 55°C’de su banyosunda bir saat inkiibe edildi.
Siire sonunda hala pargalanmayan dokular gozlenirse 20-40 pl yeniden Proteinaz-K
eklenip karistiricida iyice karistirildi ve 1-2 saat daha 55°C’de inkiibe edildi.

Mikrotiip igerisine 200 pl “Binding Buffer” eklendi ve 70°C’de su banyosunda 10 dakika
inkiibe edildi. Ayn1 zamanda eliisyon tamponu 70°C’ deki su banyosuna kondu.

Oda sicakliginda bulunan 2-propanol’den (Merck, K36103495-623) 100 pl tiip icerisine
eklendi ve iyice karigtiricida karistirildu.

Toplama tiipiiniin icine filtreli tiip (“collection tube”) yerlestirildi. Ornek filtreli tiipiin iist
rezervuarina bosaltilarak 1 dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiiptinden filtreli tiip ¢ikartild1 ve toplama tiipii atildu.

Filtreli tlip yeni bir toplama tiipiine kondu. Filtreli tiipiin iist rezervuarina 500 pl inhibitor
uzaklastirma tamponu eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikartild1 ve toplama tiipii atildu.

Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine kondu. Filtreli tlipiin iist rezervuarina 500 pl yikama
soliisyonu eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikartild1 ve toplama tiipii atildi. kinci kez
500 pl yikama soliisyonu eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapildu.

Toplama tiipiindeki sivi bosaltilarak filtreli tiip 10 saniye maksimum hizda santrifiij
yapildi.

Filtreli tiip, steril 1.5 ml’lik mikro tiipe tiipline yerlestirildi. Tiiplin {ist rezervuarina
70°C’deki su banyosunda 1sitilmis eliisyon tamponundan 200 pl tiipiin ortasindan yavasca

eklendi ve 1 dakika 8000g’de santrifiij yapildi.
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15. Mikro-tiipte toplanan DNA spektrofotometrik olarak iicer kez 6l¢iildii (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific). Olgiim sonuglarinda 260/280 oranmin 1.75-1.90 degerleri arasinda

olmasina dikkat edildi. Ornekler -20°C’de saklandi.

3.6.3.Coklu Ligasyon Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA)

Kullanim alanlar1 yeni yayginlasmaya baslayan MLPA metodu 6zgiil olarak tiimor
genomundaki hedeflere baglanan problarin evrensel primer c¢iftleri kullanarak PCR’la
cogaltilip kapiller elektroforezinde nicel olarak Slgiilmesine dayali bir yontemdir [118,120].
SALSA MLPA P251, 252 ve 253 prob karisimlar1 NB’de tutulum gosterdigi daha once
yapilan ¢ok sayida arastirmadan bilinen gen ve kromozom bolgesini kapsayan bir delesyon,
duplikasyon, amplifikasyon saptama sistemidir. NB’de cesitli kromozom bdlgelerinin
dengesizlikleri saptanmakla birlikte, bu bolgelerde yerlesim gosteren ¢ok sayida genden
hangilerinin tiimér olusumunda ve davramisinda rol oynadigi bilinmemektedir. MLPA
analizinde kullanilacak prob sistemi ilgili bolgelerde yerlesim gosteren ¢ok sayida aday geni

iceren yeni bir metodolojik yaklagimdir (Tablo 3, Sekil 1).
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Sekil 1. MLPA metodolojisinin grafiksel gosterimi.
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Tablo 3. MLPA c¢alismalarinda kullanilan prob setlerin iceriginde yer alan genler,

bulunduklar1 lokuslar ve PCR sonrasi baz ¢ifti uzunluklart.

Prop Setleri
P251-B1 P252-B1 P253-B1

Gen Lokus bp Gen Lokus bp Gen Lokus bp
GABRD 1p36.33 166 |TMEMI18  2p25.3 130 [SPON2  4pl6.3 130
TP73 1p36.32 328 [NAG 2p24.3 190 | WFSI 4pl6.1 229
CHD5 1p36.31 490 |NAG 2p24.3 211 |KCNIP4 4pl15.31 257
PARK7 1p36.23 436 |DDXI 2p24.3 274 |OCIADI 4pl1 363
KIFIB 1p36.22 219 |DDXI 2p24.3 319 |GNRHR 4ql3.2 196
PTAFR 1p35.3 355 [MYCN 2p24.3 354 |IL2 4q27 445
PPAP2B 1p32.2 160 |MYCN 2p24.3 436 |GLRB 4q32.1 329
NTNGI 1p13.3 463 |ALK 2p23.2 328 |KLKBI  4q35.2 382
PDE4DIP 1q21.1 130 |RTN4 2plé6.1 408 |GHRHR 7Tpl5.1 419
LHX4 1g25.2 274 |DYSF 2pl3.3 419 |EGFR Tpl1.2 301
LIN9 1g42.12 319 |RPIA 2pl1.2 282 |ELN 7q11.23 355
AKT3 1q44 382 [SCNIA 2q24.3 238 |KRITI 7q21.2 400
VHL 3p25.3 418 |CFLAR 2q33.1 142 [IMPDHI 7q32.1 190
TGFBR2  3p24.1 196 | CASPS 2q33.1 265 |SHH 7q36.3 136
CTNNBI  3p22.1 454 | BMPR?2 2q33.1 195 [PTPRD  9p24.1 172
SEMA3B  3p21.31 364 |BMPR2 2q33.1 301 |PTPRD  9p24.1 463
RASSF1 3p21.3 400 |PAFAHIBI 17p13.3 232 [CDKN2A 9p21.3 274
ZMYNDIO 3p21.3 445 | TP53 17p13.1 454 |CDKN2A 9p21.3 266
ROBO2 3pl2.3 283 |TP53 17p13.1 136 |DNAII 9pl13.3 454
CASR 3g21.1 481 |TP53 17p13.1 463 |TJP2 9g21.11 211
ZICI 3q24 392 |WSBI 17q11.1 364 |TGFBRI 9q22.33 409
PIK3CA 3q26.3 211 |WSBI 17q11.1 226 |POMTI 9q34.13 436
STS 11p15.4 142 |WSBI 17q11.1 442 |TSCI 9q34.2 427
ABCCS8 11pl5.1 256 [NFI 17q11.2 337 |ERCI 12p13.33 283
CD44 11pl13 265 |NF1 17q11.2 166 |CDKNIB 12pl13.1 320
PTPRJ 11p11.2 190 [ERBB2 17q12 184 | PKP2 12pl1.1 142
GSTPI 11q13 172 |TOP2A 17921.2 256 |COL2A1 12ql13.11 220
CNTNS5 11g22.1 301 [SGCA 17921.33 172 |MDM?2 12q15 337
CASPI 119223 184 [TOBI 17921.33 391 |TBX5 12924.21 184
ATM 11922.3 337 |RECQLS  17925.1 220 |NFKBIA 14ql13.2 240
CADM1 11923.2 238 [BIRCS 17925.3 382 |SPG3A 14g22.1 166
MLL 11923.3 427 (SECTMI 179253 400 |(TGFB3 14924.3 160
HMBS 11923.3 136 |(TBCD 17925.3 160 |[MOAPI  14q32.12 391
THY] 11g23.3 409
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MLPA Protokolii

10.

11.

Birinci Giin
Stok DNA, son konsantrasyonu 40 ng/ul olacak sekilde steril su ile seyreltildi.
0.2 mI’lik tiiplere 6rnek ve prop karisimi (251, 252, 253) numaralarini yazildi.
Toplam DNA miktar1 5 ul (200 ng son konsantrasyon) seyreltilmis sekilde 0.2 ul’lik PCR
tiiptine eklendi.
DNA’nin tiip dibine inmesi i¢in santrifiijde kisa siireli gevirme islemi yapildi.
Tipler Termal Dongii cihazina yiiklendi ve 15 dakika 98°C’de inkiibe edildi.
Prop karisimi ve MLPA tamponunu -20°C’den ¢ikartildi. Coziildiikten sonra vorteks
karistiricida karistirildu.
Her bir reaksiyon i¢in asagidaki bilesenler kullanilarak karisim hazirlandi. Her bir 20
orneklik ¢alisma icin bir adet fazladan karisim hazirlandi.

a. 1.5 ul MLPA tamponu

b. 1.5 ul Prop karigimi
Termal dongii cihazi 25°C’ye geldiginde, yedinci basamakta hazirlanan karigtmi 3 pl
olacak sekilde tiim tiiplere dagitildi. Tip igerigi birka¢ kez pipetle ¢ekilip birakilarak
homojen bir sekilde karismast saglandi.
Termal dongii cihazinda hibridizasyon programina devam edildi. Ornekler, 1 dakika
95°C’de, sonrasinda 60°C’de 16 saat inkiibe edildi.

ITkinci Giin
Ligase-65 Buffer A ve Ligase-65 Buffer B cozeltileri -20°C’den c¢ikartildi. Coziildiikten
sonra kisaca karistiricida karistirildi ve buz {izerine alindi.
Her bir reaksiyon i¢in ligaz tamponu asagida verilen miktarlarda hazirlandi;

a. 3.0 pl Ligase-65 Buffer A

b. 3.0 ul Ligase-65 Buffer B

c. 25.0 uldH20

d. 1.0 pl Ligase-65

Iyice karistiricida karistirildi ve buza gomiildii.

*Notl: Bu asamada 16. basamaga atlayarak 19. basamaga kadar olan islemleri yapip PCR

tiiplerini +4°C’ ye kaldirild1.
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*Not2: Ikinci olarak 23. basamaktaki PCR karisim igerigini hazirlanip buz {izerinde

bekletildi. Taq polimerazi ilgili basamaga gelince karisima ilave edildi ve iyice pipetaj

yapildi.

12. Termal dongili cihazinda Ligasyon programi se¢ildi, 54°C’de bekleme pozisyonunda
beklemeye birakildi.

13. Ornekler 54°C’deyken termal dongii cihazindan cikarilmadan 32.0 ul ligaz tampon
karisimini her reaksiyon tiipiine ilave edildi ve tiip igerigi birkag¢ kez cekilip birakilarak
karigmasi saglandi.

14. Termal dongii cihazinda programa kaldig1 yerden devam edildi. On bes dakika 54°C’de; 5
dakika 98°C’de bekletip, siire sonunda 4°C’de beklemeye alind1.

15. Ligasyon tiriinleri 4°C’de bir-iki hafta saklanabilmektedir. Eger uzun siire bekletilecekse,
-20°C’de dondurarak saklanmalidir.

PCR Reaksiyonunun Kurulmasi

16. PCR islemleri i¢in, PCR tamponu, SALSA PCR-primerleri ve SALSA enzim seyreltme
tamponunu -20°C’den c¢ikartildi. Coziildiikten sonra kisaca karistiricida karistirildi ve
buza gémiildii.

17. Yeni bir PCR tiipiine ligasyon tiipiindeki kodlar1 ve prob karigim numarasini yazildi.

18. Her bir reaksiyon icin PCR tampon karigimini hazirlandi ve pipetle iyice karistirildi.
Yirmi 6rneklik bir ¢alisma i¢in bir adet ilave karisim hazirlandi.

a. 4.0 ul SALSA PCR Buffer
b. 26.0 ul dH20

19. 30 pl PCR tampon karisimini her yeni tiipe dagitildi ve pipetle iyice karistirildi.

20. 10 pl ligasyon iiriiniinden PCR tampon karisimi1 konan tiiplere aktarildi.

21. Ligasyon karigiminin tiip dibine ¢cokmesi i¢in santrifiij ile kisa bir tur yapildi.

22. Tipler Termal Dongii cihazina yerlestirildi.

23. Buz i¢inde her bir reaksiyon icin PCR karisimi hazirlandi ve iyice pipetle karistirildi.
Yirmi o6rneklik ¢alisma icin bir adet ilave karisim hazirlandi.

a. 2.0 ul SALSA primerleri
b. 2.0 ul SALSA enzim diliisyon tamponu
c. 5.5uldH20
d. 0.5 ul SALSA Polimeraz
24. Termal dongii cihazinda uygun PCR dongii programu segildi.
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25. Her bir reaksiyona 10 pl PCR karisimu tiipler termal dongii cihazinda ve dongii cihazinin
1s1l tablas1 60°C’deyken eklendi (Bu asamada termal dongili cihazinin programi “Pause”
modu ile durdurulabilir). Pipetle icerik en az 5 kez karistirildi.

26. Termal dongli cihazinda programa devam edildi. (35 dongii olacak sekilde; 1 dongil
[95°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 60 saniye], son uzama 72°C’de 20
dakika, sonlandirma 4°C’de bekleme).

27. Siire sonunda tiriinler karanlikta ve -20°C’de saklandi.

Termal profiller

A) Hibridizasyon Reaksiyonu
= 98°C’de 5 dakika,
= 25°C’de bekletilir (Prop karisimini eklemek i¢in),
= 095°C’de 1 dakika,
=  60°C’de 16 saat hibridizasyon.

B) Ligasyon Reaksiyonu
= 54°C’de bekletilir (Ligasyon tamponu bu sicaklikta eklenir),
= 54°C’de 15 dakika,

» 98°C’de 5 dakika,
» 4°C’de bekletilir (Saklama sicaklig1).

C) PCR Reaksiyonu
= 60°C’de bekletilir (Reaksiyona PCR karigimini ekleme islemi icin),
* 95°C’de 30 saniye (Denatiirasyon)
=  60°C’de 30 saniye (Primer Baglanma) 35 Dongii
= 72°C’de 60 saniye (Uzama)
= 72°C’de 20 dakika (Son uzama)
= 4°C’de bekletilir (Saklama sicaklig1).

Orneklerin Elektroforezde Yiiriitiilmesi ve Analizi

Ornekler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi, BIYOMER’de bulunan “ABI-Prism
3130XL 16 capillaries Genetic Analyzer” (Applied Biosystems) cihazinda yiiriitiildii. Cihazda
yiiriitiiliirken 36 cm kapiller ve POP-7 (Applied Biosystems, 4352759) polimeri kullanildi.
Ornekler referans boyut standardi olarak ROX500 (Applied Biosystems, 401734) ile birlikte
yiiriitiildii. ROXS500 standarttan her bir 6rnek i¢in 0.3 pl, 9.0 pl deiyonize Formamid (Applied
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Biosystems, 4311320) igerisine MLPA-PCR f{irtiniinden 1.0 pl mikro tiiplere eklendi. Karigim
termal dongii cihazinda 2 dakika 80°C’de, 5 dakika 4°C’de bekletildi. Ornekler siire sonunda
cihaza ytklenerek elektroforez yapildi. MLPA-PCR reaksiyonunda FAM isaretli primer ve
standart icin ROX500 kullanildigindan elektroforez sirasinda iki farkli egri rengi (flourokrom
isaretine gore FAM; mavi ve ROX500 kirmizi) olustu. GeneMapper v.4.0 (Applied
Biosystems) yazilimi kullanilarak verilerin 6n degerlendirmeleri yapildi. Sonuglar “txt”
formatinda sistemden alindi. Referans olarak calisilan Ornekler ayri1 bir dosya olarak
sistemden alind1.

Yiirtitiilen 6rneklerin analizi “Coffalyzer MLPA-DAT software v.9” (MRC Holland)
ile yapildi. GeneMapper programindan “txt” formatinda alman dosyalar Coffalyzer
yaziliminda “Import GENEMAPPER TXT FILE (multiple runs)” kismindan yazilima
yiiklendi. Yazilimin “Data Filtering” kismindan referans reaksiyonlari dosyalari referans
kismina, timor Ornekleri ise olgular kismina yiiklendi ve “Filter with default binset (P)”
sekmesi secilerek egri degerlerinin prob karisimi igerisinde yer alan beklenen egri degerlerine
gore analizi yapildi. Cikan sayfada kontrol ve calisilan prob setlerinin sayilarinin tam olmasi,
ligasyonun gerceklesip gerceklesmedigi, olgularin cinsiyetleri ve DNA Denatiirasyon (DD)
egrilerinin varlig1 kontrol edildi. Calisilan olgularin i¢ kontrollerinde herhangi bir sorun
yoksa, yazilimm “Data analysis” sekmesinden “Control Probe Analysis (LMS)” secilerek
verilerin analizi yapildi. Bu tip analizlerde (Control Probe Analysis, LMS) Coffalyzer
programi, referans 6rnegi igerisindeki hedef gen probu ile kontrol lokus probun oranini 3 ayr1
referans DNA icin hesaplar ve ortalamasini alir. Ayni sekilde her bir hasta 6rneginin kendi
icindeki hedef gen probu ile kontrol probunu oranlamaktadir.

MLPA oran1 hastanin degerinin referans degerine boliimii ile hesaplanmaktadir.
Ambros ve grubunun ¢alismasina gore kistaslar belirlenmistir [121]. Buna gore;

I.  Ayni kromozom kolunda ardisik iki probda aberasyon varsa bu bolgedeki aberasyon
tutarli olarak kabul edilerek degerlendirmeye alinir.

II.  MLPA orani deger araliklari;
a. Normal; 0.75-1.25
b. Delesyon; 0.00-0.74 (0.70-0.74 aras1 borderline).
c¢. Kazanim; 1.26-3.00 (1.26-1.30 aras1 borderline).
d. Amplifikasyon; 3.01 ve lizeri (sadece MYCN geni igin).

III.  Segmental kromozom kolu artiglar1 (SCA) i¢in 1. kural gecerlidir.
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3.6.4. Double Minutes (DM) Iceren Hiicre Dizisinde DM’lerin Replikasyon Zamaninin

Saptanmasi.

3.6.4.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Deneylerde Kelly (HSR tip MYCN amplifikasyonu gozlenmektedir) ve SiMa (DM tip
MYCN amplifikasyonu gozlenmektedir) néroblastom hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicreler % 20
FBS (Biochrom, S0613), % 1 L-glutamin (Biochrom, K0282) ve % 1 Penisillin-streptomisin
(Biological Industries, 03-031-1B) icerecek sekilde RPMI 1640 (Biochrom, FG1235)
ortaminda kiiltiir edildi. Deneyin uygulanabilmesi i¢in ekilen hiicrelerin flaskin % 60’11

kaplamasi beklendi.

3.6.4.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

BrdU hazirlanmast ve Konsantrasyon Hesabi

Hassas terazide 100 mg BrdU (Applichem, A2139,0001) tartildi. Uzerine 10 mL PBS
(Biochrom, L1825) eklenerek 37°C’ de 20 dakika ¢6ziinmeye birakildi. Cozelti 10 mg/mL ve
500 mL olacak sekilde ayrilip -20°C” de saklandi. Hiicre ortamui igerisine mililitre basina 30
uM BrdU eklendi. Hazirladigimiz ¢ozelti 33 pM olup, 4.5 mL hiicre ortami i¢in 4.1 pL BrdU
10 mg/mL olan stok BrdU ¢ozeltisinden alinarak flaska eklendi.

PBS-T % 0.05 Tween 20
500 mL PBS icerisine 2.5 mL Tween 20 (Applichem, A4974,0500) eklenerek manyetik
karistiricida 1 saat diisiik devirde karistirildi. Tween 20 tamamen ¢oziindiikten sonra ¢ozelti

+4°C’ de saklandi.

PBS-T % 0.05 Tween 20 + % 1 BSA hazirlanmasi
100 mL PBS igerisine 1 g BSA (Applichem, A1391,0050) tartilip ilave edildi. Uzerine
0.5 mL Tween 20 eklenerek manyetik karistiricida 1 saat diisiik devirde karistirildi. BSA

tamamen ¢oziindiikten sonra ¢ozelti +4°C” de saklandh.
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2N HCI Hazirlanmast
% 37’lik Derisik 11.13 N HCI (Merck, K37910317-739)’den HCI‘den 17.4 mL alind1.
100 mL i¢in 82.6 mL dH,O {izerine yavas yavas HCI ilave edilerek 2N HCI hazirlandi.

Carnoy's Fiksatifinin Hazirlanmast
Fiksatif her deneyin ilgili asamasinda taze olarak hazirlandi. Metanol (Carlo Erba,
412383) ve Glasiyel Asetik asit (Merck, K30802856-224) 3:1 oraninda olacak sekilde

hazirlandi.

Primer ve Sekonder Antikor Hazirlig

Monoklonal Fare Anti-BrdU primer antikoru (Dako M0744, Lot no: 36508) kullanildi.
Antikor miktar1 % 1 BSA iceren PBS-T c¢ozeltisinde 1:250-500 araliginda hazirlandi.
Sekonder antikor olarak Poliklonal Tavsan Anti Fare Ig/FITC (yesil) floresans isareti antikor
(Dako, F0261, Lot no: 38149) kullanildi. Antikor miktar1 % 1 BSA igeren PBS-T
¢ozeltisinde 1:500-1000 araliginda hazirland.

3.6.4.3. Deney Asamalar:

Hiicrelerin Ekilmesi:
Flaskin % 60’m1 kaplayacak seklide ekim yapilmalidir. Ortama 5x10° hiicre sabahtan
ekildi.

BrdU Eklenmesi:
24 saat sonra flasklardaki ortam miktarina gore stok BrdU’dan 4.5 mL ortam igin
mL’de 30 uM olacak sekilde 4.1 pL eklendi. Deney kosullarindaki siireye gore 37°C’de

inkiibasyona birakild.

BrdU Uzaklastirilmasi:
Flaskin igerisindeki ortam steril bir tiipe alindi. Flask 6nceden 37°C’ye getirilmis 4 mL
ortam ile yikand1 ve siv1 ayni tiipe alindi. Tiip 600 g’ de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist faz

cekilip atildi. Pelletin lizerine 6nceden 37°C’de 1sitilmis 8 mL Hank’s tuz ¢ozeltisi (Biochrom,
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L2055) ile tekrar yikama yapilip ayn1 degerlerde santrifiijde ¢oktiiriiliip list faz atildi. Dipte

kalan pellet iizerine 4.5 mL ortam ilave edilerek etiive kaldirildi.

Metefaz Elde Edilmesi:

Hiicrelere ayni giliniin aksami mL’de 1 pL olacak sekilde kolsemid (Biological
Industries, 12-003-1C) ilavesi yapilarak bir gece (ortalama 16 saat) inkiibe edildi. Ertesi giin
flasktaki ortam ¢ekilerek bir tiipe alindi. 600 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve iist faz atildi.
Onceden 37°C’de 1s1t1lmis hipotonik ¢ozeltiden (0.075 M KCI; Biological Industries, 12-005-
1B) 8 mL almarak pellet {izerine konuldu. Tiip icerigi flaska bosaltilarak 30 dakika etlivde
inkiibe edildi. Siire sonunda kaziyici ile hiicreler kaldirilarak tiipe alindi ve iizerine bir damla
Carnoy’s fiksatifi damlatildi. 600 g’de 7 dakika santrifiij edildi ve tist faz atildi. Dipte kalan
hiicreler ilk seferde vorteks iizerinde damla damla olacak sekilde konulmak sartiyla 4-5 kez
Carnoy’s fiksatifi ile yikandi. Santrifiij islemi 1200 rpm’de 10 dakika olarak yapildi. Hiicreler
son fiksatifte birakildi ve aliiminyum folyoya sarilarak -20°C’de sakland.

Hiicrelerin Lama Damlatiimasi:
Son fiksatifte bekleyen hiicreler temiz bir lama birbirlerinin iizerine gelmeyecek ve

Metefaz plaklart agilacak sekilde damlatildi ve karanlik ortamda kurumaya birakildi.

2N HCI Inkiibasyonu:

Lamlar tizerine tiim lam yiizeyini kaplayacak sekilde 2N HCI konularak 30°C’de 20
dakika karanlikta inkiibe edildi. Stire sonunda HCI dokiilerek PBS-T ile kaplanan lam 3
dakika bekletildi.

Bloklama:
Yikama ¢ozeltisi dokiildiikten sonra % 1 BSA/PBS-T tiim lami kaplayacak sekilde
preparata eklendi 30°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda dokiilerek direkt

antikor islemine gegildi.
Primer Antikor:

Preparat iizerini kaplayacak sekilde 125-150 pL olarak hazirlanan primer antikor

eklendi. Preparat 24x50 lamel ile kapatilarak 30°C’de 1 saat karanlikta inkiibe edildi. Siire
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sonunda antikor dokiilerek PBS-T ile kaplanan lam 3 dakika bekletildi. Yikama islemi 3 kez
tekrarlanda.

Sekonder Antikor:

Preparat tizerini kaplayacak sekilde 125-150 pL olarak hazirlanan sekonder antikor
eklendi. Preparat 24x50 lamel ile kapatilarak 30°C’de 1 saat karanlikta inkiibe edildi. Siire
sonunda antikor dokiilerek PBS-T ile kaplanan lam 3 dakika bekletildi. Yikama islemi 3 kez
tekrarlandi.

DAPI/Antifade Boyama:
DM’lerin goriiniir hale getirilebilmesi icin DNA’y1 boyayan ve floresans veren
DAPI/Antifade (Kreatech, LK-096A) kullanildi. Lamel iizerine 10 pL. DAPI eklenerek

preparat kapatildi ve karanlik ortamda +4°C ‘de saklandi.

Analiz:

Nikon Eclipse E600 floresans mikroskopta, DAPI, FITC, triple-band
(DAPVFITC/Rhodamine) filtre setleri kullanilarak gerceklestirildi. Monokrom CDD kamera
ile ¢ekilen goriintiiler bilgisayara aktarildi. Goriintiilerin dijital olarak islenmesi MacProbe

yazilimi (PSI Scientific Systems) ile gerceklestirildi.

3.6.5. Dizin CGH (Array CGH; aCGH)

Dizin CGH c¢alismalar1 “Roche Nimblegen Human CGH 3x720 K Whole-Genome
Exon-Focused Array” ¢ipi kullanilarak yapildi*. Calismada aCGH yapilacak 6rnekler MLPA
sonuglarina gore 11q ve 3p delesyonu bilinen ve MYCN amplifikasyonu olmayan olgular
arasindan en ortak kiiciik delesyon noktalarmin tanimlanmasi ve diger ilave tutarl

anomalilerin saptanmasi amaciyla se¢ildi (Tablo 4).

*aCGH deneyleri “Genmar” laboratuvarinda servis saglayici firma elemanlarinin refakatinde yapildi.
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3.6.5.1. DNA Olciimleri ve DNA’nin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Secilen hasta grubuna ait DNA’lar 37°C’de 2 saat inkiibasyondan sonra
spektrofotometrik olarak ii¢ kez dlgiilerek konsantrasyonlarin ortalamalar1 alindi (NanoDrop
2000, Thermo Scientific). Sec¢ilen olgularin DNA kalitelerinin iyi olmasina dikkat edildi.
Buna gore 100 ng/ul ve iistii DNA konsantrasyonu olan, safligi > 1.80-1.90 araliginda ve
260/230 oran1 > 1.90 olan olgular segildi.

Tablo 4. Dizin CGH yapilan olgularin MLPA sonuglari (3p,11q ve 2p i¢in) ve klinik verileri.

Olgukodu 3p 11q MYCN Yasay Evre Tam Histoloji Son durum

35 Del Del Ampyok 61,5 4 NB Koti Hastaliksiz
43 Del Del Amp yok 11 4 NB Yok Hasta
60 Del Del Ampyok 2,5 1 NB Iyi Hastaliksiz

113 Del Del Amp yok 99 4 NB Kot Hastaliksiz
114 Del Del Amp yok 86 4 NB Kot Hasta
117 Del Del Ampyok 13 4 NB Yok Oldii

131 Del Del Amp yok 24 1 NB Koti Hastaliksiz
183 Del Del Amp yok 42 NB Kot Hasta
189 Del Del Amp yok 33 4 NB ? ?

W

Tablo S. Dizin CGH yapilan olgularin ana ve ara stok DNA 6l¢timleri ve safliklari.

Olgu kodu Stok DNA (ng/ul) Ara stok (ng/ul) 260/280 260/230

35 472,1 135 1,91 1,94
43 203,8 108 1,92 1,64
60 86,27 86,27 1,91 2,09
113 416,13 165 1,90 2,16
114 383,51 101 1,83 2,06
117 295,7 103 1,90 2,19
131 407,13 147 1,90 2,28
183 105,4 105 1,88 2,12
189 112,55 112 1,83 2,02
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Orneklerdeki ana stok DNA konsantrasyonlar1 100 ng/ul olacak sekilde ara stok
hazirlandi. Hazirlanan ara stoklar 1 gece +4°C’de bekletilip 3 saat 37°C’de inkiibasyondan

sonra Ol¢tim yapildi (Tablo 5).

Ara stok olarak hazirlanan DNA 6rnekleri % 0.8 agaroz jelde 1 saat 30A-80V akimla
0.5X TBE igerisinde yiiriitiildii. Tiim DNA 6rneklerinin intakt oldugu gézlendi (Sekil 2).

M 35 43 60 113 114 117 131 183 189 M

——

LA AT I AR

1000 bp 1000 bp

500 bp u‘ ! 500 bp

Sekil 2. Dizin CGH yapilan olgularin % 0.8’lik agaroz jel goriintiisii.

3.6.5.2. Orneklerin isaretlenmesi

Referans olarak hazir referans DNA kullanildi. Erkek bireyler i¢in erkek referans, disi
bireyler icin disi referans kullanildi. Deney basamaklar1 “NimbleGen Arrays User’s Guide:
CGH and CNV Arrays 8.0v” takip edilerek yapildi. ilk asamada kullanilacak olan dNTP, Cy
isaretli primerler ve durdurma tamponu ¢6ziildii. Test 6rnekleri Cy3, referans ornekleri Cy5
ile isaretlendi. Islem basamaklar;

1. Random Primerden 2.2 pl alinarak 4.0 pl betamerkaptoetanol ile karistirildi.

2. Cy3 ve CyS5 random nanomerler ¢oziilerek karistirildi. Primerler 1050 pl random

primer tamponu ile seyreltildi. 40 pul olacak sekilde alikotlandi.

3. Test ve referans drnekler i¢in 0.2 pl PCR tiipleri hazirlandi. PCR igerikleri;
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Komponent Test 6rnegi Referans ornegi

gDNA 0.5 ug 0.5 ug
Cy3 Random Nanomer 40.0 pl -
Cy5 Random Nanomer - 40.0 ul
LHC-1*% 2.0 ul -
LHC-2*% - 2.0pul
PCR igin su 80.0 ul’ye tamamlanacak

(* LHC=Labeling and Hybridization Control)

A S

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

Ormnekler 98°C’de 10 dakika denatiire edildi. Siire sonunda hemen sulu buz ¢dzeltisine
alindu.

10 mM’lik ANTP karisimindan 10.0 pl, Klenow fragmentinden 2.0 pl ve 20.0 pl son
hacim olacak sekilde dH,O ilave edilerek master mix hazirlandi.

dNTP/Klenow karisimindan 20.0 pl 6rneklere ilave edildi.

Iyice en az on kez olacak sekilde pipetle karistirildi.

Tiip icerigi kisa siireli santrifiij ile ¢oktiirtildii.

2 saat 37°C’de termal blokta isiktan korunarak ve termal dongii cihazinin kapagi
kapal1 olarak inkiibe edildi.

Siire sonunda 21.5 pl durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

Icerik vortekslenip kisa siire santrifiij edildikten sonra icerisinde 110.0 pl isoproponol
bulunan 1.5 ml’lik mikro tiiplere alindi.

Iyice vortekslenen igerik 10 dakika 15-25°C’de 1s1ktan korunarak inkiibe edildi.

12000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Pellet Cy3 i¢in pembe, Cy5 i¢in mavi renk
gozlendi.

Ust faz atilip, pellet iizerine 500 pl% 80’1k soguk etanol eklendi ve iyice karigtirildi.
12000 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve iist faz dokiildii.

Pellet vakumlu kurutucuda 5-10 dakika kurutuldu.

Ornekler bu asamada -20°C’de bir ay saklanabilmektedir.

Orneklere 35.0 ul dH,0 ilave edilerek ¢oziildii.

Icerik 30 saniye vortekslenerek kisa siireli santrifiij yapildi. Bes dakika oda

sicakliginda bekletilen 6rneklere ikinci kez ayni islem tekrarlandi.
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20. DNA miktarlar1 spektrofotometrik olarak 0l¢iildii (NanoDrop 2000, Thermo

Scientific).

21. Her bir 6rnekten 31.0 pg test ve 31.0 pg referans DNA alindi.

22. Ornekler vakumlu kurutucuda karanlikta kurutuldu.

23. Ornekler bu asamada -20°C’de bir aydan fazla saklanabilmektedir.

3.6.5.3. Hibridizasyon ve Yikamalar

Ornek Hazirligi ve Yiikleme

I.
2.

Hibridizasyon firin1 en az ti¢ saat onceden 42°C’ye getirilmelidir.
Kurutulan 6rnekler ¢ozme tamponunda ¢oziildii. Her bir ornek icin 5.6 pl ¢ézme
tamponu kullanildi.
Iyice vortekslenerek kisa siireli santrifiij yapildi.
Hibridizasyon tamponu i¢in;
a. 35.0 pl 2X hibridizasyon tamponu
b. 14.0 pl Hibridizasyon reaktifi A
c. 1.0 ul Aligment oligo kullanildi.
14.4 pl hibridizasyon tamponu ile ¢dzme tamponu ile ¢ozilen 5.6 pl Ornekler
karigtirildi.
15 saniye iyice vortekslenen igerik kisa siireli santrifiij isleminden sonra 95°C’de 5
dakika 1s1ktan korunarak inkiibe edildi.
Siire sonunda 42°C’de 5 dakika bekletilen drnekler kisa bir santrifiij isleminden sonra

array platformuna ytiklendi.

Yikama Islemleri

Kit igeriginde yer alan yikama tamponu DTT ile ¢6ziildii. IM DTT c¢ozeltisine 1.2 ml

su ilave edilerek ¢oziildii. Yikama 3 kisimda tamamlandi.

3.6.5.4. Tarama ve Analiz

Slaytlar “MS 200 Microarray Scanner” ile taranarak, goriintiler “MS 200 Data

Collection Software” yazilimi tarafindan islendi. Elde edilen verilerden “.gff” dosyalari

kullanilarak “NimbleGen SignalMap” ve “Nexus v.6” programlari ile analiz yapildi.
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3.7. Arastirma Plani

Tiimor 6rneklerinin toplanmasi

.

FISH galismalari

v

Olgularin verilerinin toplanmasi

-— 09

NB. GNB, GNR tanili olgular

Diger tanili olgular

— T

Tiumoér dokusu Tiimor dokusu

!

Dislandi

bulunanlar olmayanlar

!

Y

DNA 1zolasyonlar

Hiicre hatt1 ¢alismalart

v

¥

DNA Olgiimleri

BrdU optimizasyonlari

'

MLPA ve Analizler

Sonuglar

‘

Istatistiksel analizler

il

Yorumlar
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Timor orneklerinde c¢aligilan genetik parametrelerin kendi aralarinda ve klinik
parametreler arasindaki birliktelikler ¢ok degiskenli lojistik regresyon testi ile analiz edildi.
Istatistiksel anlamlilik i¢in P degeri 0.05°den esit veya kiiciik degerler anlamli olarak kabul
edildi.

3.9. Arastirmanin Siirhhiklar:
Arastirmamizda kullanilan yontemsel yaklasimlarin siirliliklar;
*  Tiimor 6rneginin igeriginde yer alan timor destek hiicrelerinin (NB i¢in Schwannian
stroma) miktariin fazla olmasi.
» Timor parankiminden elde edilen DNA’nin igerisinde bulunan anomalilerin ve
heterojen durumlarin normal DNA ile seyrelmesine bagli olarak saptanamamasi.
* Tiimor dokusunun eksizyonel siniri ile ilgili sorunlar.
* MLPA yo6nteminin ploidileri gosterememesi.
MLPA yontemsel olarak DNA havuzunda seyrelen bu anomalileri ve heterojen genetik

durumlar1 saptamada diislik oranda da olsa sikintilar ¢ikartabilmektedir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuvar
Arastirmalart  Etik Kurulu’'nun 23.07.2007 tarih ve 274 sayili onayiyla hastalardan
bilgilendirilmis onam formu alinarak gerceklestirildi (Ek1 ve Ek2).
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Secimi ve Klinik Verilerinin Degerlendirilmesi
2000-2012 yillart arasinda TPOG-NB 1999, 2003 ve 2009 protokolii ¢ercevesinde 43
merkezden gelen 249 olgu c¢alismaya dahil edildi. Tiimdr doku orneklerindeki timdr hiicre
yiizdesi bilinmedigi i¢in FISH ve MLPA sonuglarina gore se¢im yapildi. Bu se¢im kistaslart;
1. FISH sonuglarma gore % 50’den fazla diploid MYCN kopya sayist olanlar ve MLPA
sonuglarma goére kromozom kollarinda degisim saptanmayan olgular calismadan
dislandi.
2. Timor hiicre oran1 % 50°den fazla olan diploid dis1t MYCN kopya sayis1 olan olgularin
MLPA sonuglar1 tamamen normal olsa da ¢alismaya dahil edildi.
3. MYCN FISH sonuglari normal ancak MLPA sonuclarina gére en az bir kromozom
kolunda aberasyon gozlenen tiimor drnekleri calismaya dahil edildi.
Bu kistaslara gore 12 hasta g¢alismadan dislandi. Kalan 237 tiimoriin histopatolojik
siniflandirilmalarina gore dagilimlary; 202 NB (% 85.2), 22 GNB (% 9.3), 13 GNR (% 5.5)
seklinde olustu. GNB ve GNR tanili olgular NB tanili olgulardan ayrilarak degerlendirmeler
sadece NB olgular1 lizerinden yapildi.
NB tanist alan 202 olgunun 177’sinde INSS gore yapilan evre gruplarma gore
dagilimlari; 27 olgu evre 1 (% 15.3), 17 olgu evre 2 (% 9.6), 39 olgu evre 3 (% 22.0), 83 olgu
evre 4 (% 46.9), 11 olgu evre 4S (% 6.2) (Sekil 3).

Evre 4S Evre 1

%6‘| % 15

Evre 2
%10
Evre 4
% 47
Evre 3
% 22

Sekil 3. NB tanis1 alan olgularin evre dagilimlari.
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NB tanisi alan olgularin % 54.5°1 erkek (n=110), % 45.5’1 disi (n=92) olup yas aralig1 1-
210 ay ve ortanca 21 aydir. Olgularin 78’inin (% 38.6) tan1 yas1 12 ay ve 12 aydan kiiciik,
124°liniin (% 61.4) 12 aydan biyiiktiir (Tablo 6). Olgulara ait diger klinik bilgilerden

Shimada histolojisi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. NB tanisi1 alan hastalara ait klinik 6zellikler.

Degiskenler Olgu sayis1 %
Yas 202 100.0
<12 ay 78 38.6
>12 ay 124 61.4
INSS 177 100.0
1 27 15.3
2 17 9.6
3 39 22.0
4 83 46.9
4S 11 6.2
Bilinmeyen 25 -
Shimada Histoloji 136 100.0
Iyi 51 37.5
Koti 85 62.5
Bilinmeyen 66 -

GNB ve GNR tanili 35 olgunun % 48.6’s1 disi (n=17), % 51.4’1i (n=18) erkek olup
ortalama yas 57.5 ay, ortanca 48 aydir (6.5-144 ay araliginda).
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4.2. FISH Sonuclar

MYCN geni kopya sayilar1t MLPA calismalarinin yant sira FISH deneyleriyle de
saptandi. NB tanis1 alan 202 olgunun 11’inde hibridizasyon elde edilemedi. Geriye kalan
toplam 191 NB tanis1 almis olgunun; 47’sinde amplifikasyon, 54’iinde kazanim, 50’sinde
gen/sentromer orani analiz edilen hiicrelerin % 50’sinden fazlasinda bir (ploidi kaymasi orani
>% 50 ve andploidi) ve 40’1 normal olarak degerlendirildi. MLPA sonuclartyla
degerlendirilebilmesi a¢isindan 202 olgu lizerinden yapilan FISH sonuglarinin oranlar1 % 23.3

amplifikasyon, % 51.5 kazanim ve % 19.8 iki kopya olarak hesapland: (Tablo 7, Sekil 4).

Tablo 7. MYCN geni FISH sonuglar1 (*202 olgu lizerinden hesaplama yapilmistir).

Tiimor tipi MYCN Durumu Olgu sayisi %0 *

Amplifikasyon 47 233
Kazanim 54
51.5
NB Gen/Sentromer=1* 50
Normal 40 19.8
Hibridizasyon yok 11 -

* Analiz edilen hiicrelerin en az % 50’sinde gozlendi.

GNB ve GNR tanili 35 olgudan {igiinde hibridizasyon elde edilemedi. Geriye kalan
toplam 32 olgunun ii¢clinde kazanim, sekizinde gen/sentromer orani hiicrelerin % 50’sinden
fazlasinda bir (ploidi kaymasi oran1 >% 50 ve andploidi) ve 21 olguda ise iki kopya MYCN

sinyalleri saptandi.

4.3.MLPA Sonuclar

4.3.1. Hastalarda Saptanan Genetik Degisikler

NB tanili olgularin (n=202); 47’sinde (% 23.3) MYCN amplifikasyonu, 64’iinde (%
31.7) 1p delesyonu, 42’sinde (% 20.8) 3p delesyonu, 53’linde (% 26.2) 11q delesyonu ve
156’sinda (% 77.2) 17q kazanim1 gbzlendi. Diger lokuslar ile ilgili veriler Tablo 8 ve Sekil

5’te verilmistir.

41



Sekil 4. NB tiimorlerinde MYCN lokus spesifik FISH sonuclari. A; MYCN amplifikasyonu, B;
tertaploid ve andploid hiicreler bir arada, C; Tetraploid ve normal hiicre bir arada (gen kopya

sayisi/sentromer sayisi, MYCN; kirmizi, LAF4; yesil).
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Tablo 8. NB olgularinda kromozom kollarindaki aberasyonlarin dagilim sayilari ve yiizdeleri.

Normal Kazanim Delesyon Amplifikasyon

Lokus Olgu (%) Olgu (%) Olgu (%) Olgu (%)
1p 110 54.5 28 13.9 64 31.7 - -

1q 170 84.2 31 15.3 1 0.5 - -

2p 90 44.6 65 32.2 - - 47 233
2q 179 88.6 23 114 - - - -

3p 135 66.8 25 124 42 20.8 - -

3q 181 &89.6 11 5.4 10 5.0 - -
4p 184 91.1 8 4.0 10 5.0 - -

4q 178 88.1 18 8.9 6 3.0 - -

7p 135 66.8 67 33.2 - - - -

7q 110 54.5 89 44.1 3 15 - -

9p 153 75.7 39 193 10 5.0 - -
9q 152 75.2 46 22.8 4 2.0 - -
11p 182 90.1 16 7.9 4 2.0 - -
11q 142 70.3 7 3.5 53 26.2 - -
12p 159 787 43 21.3 - - - -
12¢q 180 &9.1 22 10.9 - - - -
14q 185 91.6 7 3.5 10 5.0 - -
17p 141 69.8 54 26.7 7 3.5 - -
17q 46 22.8 156 77.2 - - - -
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77,2 %

Olgu Yiizdesi

3q 4p 4q Tp 7q 9p 9q llp 1lq 12p 12q 14q 17p 17q

31.7.% 26,2 %

B Kazanim (%) M Delesyon (%) = Amplifikasyon (%)

Sekil 5. NB olgularinda kromozom kollarindaki kazanim ve delesyonlarin tiim olgular

icerisindeki dagilim yiizdeleri. Y ekseninde MLPA ile analiz edilen tiim lokuslar yer

almaktadir.
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4.3.2. Olgularin MLPA Sonuc¢larima Gore Gruplandirilmasi

NB tliimorlerinde heterojen dagilim gosteren DNA diizeyindeki degisikliklerin
siniflandirilmasi i¢in farkli gruplandirmalar yapilmistir. Bu gruplamanin yapilmasi hastalarin
risk katmanlandirmasinin tanimlanmasi bakimindan 6nemlidir. Calismamizda, olgular NB
timor hiicrelerinde MLPA ile saptanan genetik degisikliklere gore dort gruba ayrilmistir ve

gruplar Tablo 9°da tanimlanmustr.

Tablo 9. MLPA sonuglaria gore olgularin gruplandirilmas.

Grup Olgu
No Tanimm sayisi %
1 MYCN amplifikasyonu ve lp delesyonunu bir 48 23.8

arada bulunduranlar ya da en az birini tagiyanlar

2 11q delesyonu ve 3p delesyonunu bir arada 46 22.8

bulunduranlar ya da en az birini tastyanlar

3 MYCN amplifikasyonu veya 1p ve 11q veya 3p 25 12.3

delesyonlarindan en az ikisini tagiyanlar

4 MYCN amplifikasyonu, 1p, 11q ve 3p delesyonu 83 41.1

tagimayan timorler

Olgularim siniflandirilmasinda kullanilan kistaslar asagidaki gibidir;

*  MYCN amplifikasyonu tasiyan olgular literatiiriin cogunlugunda 6nerilen 1p delesyonu ile
birlikte degerlendirildi (Grupl).

* MYCN amplifikasyonu ve Ip delesyonuna ilave olarak 11q ve/veya 3p delesyonlari
icerenler bir grupta topland1 (Grup3).

*  MYCN amplifikasyonu tagimayan olgularda literatiirde prognostik faktor olarak gosterilen
11q delesyonu ve calismamizda 11q ile birlikte gozlenen 3p delesyonu birlikte
degerlendirildi (Grup2).

* 11q ve 3p delesyonuna ilave olarak MYCN amplifikasyonu ve/veya 1p delesyonu icerenler
bir grupta toplandi (Grup3).

* Bu dort anomaliyi de tasimayan olgular da ayr1 bir baslikta degerlendirildi (Grup4).

» 17q kazanim1 olgularin % 77.2’sinde gozlendigi i¢in bir se¢im kriteri olarak kullanilmadi.
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Ozellikle Grup3’de yer alan olgular her dért anomaliden en az ikisini (Grupl ve Grup2
anomalilerinden birer adet olmak kaydiyla) igermektedir (Tablo 10).

Tiim olgularin % 77.2’sinde gozlenen 17q kazanimi gruplarin tamaminda % 70’in
tizerinde olmak kayd ile en yiiksek % 93.5 oraninda Grup 2’de saptandi. Diger gruplara ait
oranlar; Grupl; % 70.8, Grup 3; %76.0 ve Grup4; % 72.3. Gruplarda gozlenen tiim genetik
degisiklikler Sekil 7°de gosterilmistir.

MLPA sonuglarina gore gruplama yapilmasinin nedeni hastalarin klinik 6zellikleri ile
birlikte degerlendirilerek risk siniflarinin ortaya konmasidir. 1p, 3p, 11q delesyonu ve MYCN
amplifikasyonu tagiyan olgularin klinik anlamda koétii prognoz gosterdikleri bilinmektedir. Bu
olgular 12 ay fistii yas, yiiksek evre ve kotii histoloji ile karakterizedir. Bu anomalileri
icermeyen Grup4 olgularinin klinik 6zellikler bakimindan diger {i¢ gruptan ayrildigi, belirtilen
klinik ozellikler agisindan dengeli bir dagilim gosterdigi saptandi (Sekil 6). Kot klinik
prognostik faktorler (12 ay altt yas, ylksek evre ve koti histoloji) agisindan
degerlendirildiginde, yas hari¢ Grupl en riskli grup ve diger gruplar; Grup3, Grup2 ve Grup4

seklinde siralandi.

90,0

80,0

70,0

60,0

50,0

B Grupl
B Grup2
® Grup3
B Grup4

40,0

Olgu yiizdesi

30,0
20,0

10,0

0,0

<l12ay >12ay Disiik  Yiksek Iyi Kot
yas yas evre evre hist. hist.

Klinik parametreler

Sekil 6. Klinik parametrelerin gozlenme yiizdelerinin gruplara gore dagilimlar1 (Hist;

histoloji).
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Tablo 10. MLPA sonuglarina gore olusturulan gruplarda MYCN amplifikasyonu 1p, 3p ve

11q delesyonlarinin birlikte bulunma durumlari ve olgulara gére dagilimlar (del; delesyon

amp; amplifikasyon).

Anomaliler Olgu Yiizde Yiizde (Tiim
sayist  (grup ici) olgular)
Grupl
Sadece MYCN amp 7 14.6 3.5
Sadece 1p del 11 229 5.4
MYCN amp+Ipdel 30 62.5 14.9
Toplam 48 100 -
Grup2
Sadece 11q del 19 41.3 9.4
Sadece 3p del 9 19.6 4.5
11g+3p del 18 39.1 8.9
Toplam 46 100 -
Grup3
Ip+11q del 5 20.0 2.5
1p+3p del 5 20.0 2.5
1p+11q del+MYCN amp 3 12.0 1.5
1p+3p+11q del 5 20.0 2.5
MYCN amp+11q del 2 8.0 1.0
1p+3p del+MYCN amp 4 16.0 2.0
1p+3p+11q del+MYCN amp 1 4.0 0.5
Toplam 25 100 -
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Yizdesi
(=)

-20 19 2p 2q 3p 3q 4p 4q 7p 7q 9p 9q llp1lq12p12q14q17p 17q

100 Grup2

3q 4p 4q Tp 79 9p 9q 1llp 1lg 12p 12q 14q 17p 17q

3q 4p 4q Tp T7q 9p 9q llp 1lg 12p 12q 14q 17p 17q

80 Grup4

(=)

(=)

(=

Olgu Yiizdesi
=N Lé-) A W

(=)

—
o o

Tp Iq 2p 2q 3p 3q 4p 4q 7p 7q 9p 9q IlIp IIq12p 12q 14q I7p 17q

Sekil 7. MLPA sonuglarina gore dort gruptaki genetik aberasyonlarin dagilimlart (mavi;

kazanim, kirmizi; delesyon, yesil; amplifikasyon).
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4.3.3. Prob Setlerinde Yer Alan Genlerin Kopya Sayilarinin Saptanmasi

Lokuslara ait kopya sayisi verilerin analizinde Coffalayser yazilimi kullanildi. Buna
gore delesyon gozlenen lokuslarda (1p, 3p, 4q, 9p, 99, 11q) MLPA oran1 0.01-0.74 arasinda
bir kopya (haploid) saptandi. Kazanim gézlenen lokuslarda (1p-q, 2p-q, 3p-q, 11p, 4p-q, 7p-q,
9p-q, 12p-q, 17p-q) MLPA orant 1.26-5.00 arasinda 3-10 kopya seklinde belirlendi.
Amplifikasyon gozlenen 2p lokusunda MLPA orani 5.01-244.2 arasinda 11-488 kopya
saptandi. 2p disinda kalan kromozom kollarinda amplifikasyon gozlenmedi. Burada yer alan
MYCN geninin yani sira NAG, DDXI ve ALK geninde de amplifikasyon gozlendi. MLPA
orani 0.75-1.25 olan olgularin kopya sayilar1 iki (diploid) olarak alind1 [121].

4.3.4.MLPA ve FISH Calismalarinin Karsilastirilmasi

MLPA calismalarindan elde edilen 2p bulgular1 ve MYCN geni kopya sayilarina gore;
amplifikasyon goriilen 47 olgu FISH caligsmalarinda da amplifiye olarak saptandi. MYCN geni
amplifikasyonu bakimindan MLPA ve FISH sonuglarinda tam bir uyumluluk go6zlendi.
Ozellikle FISH ve MLPA sonuglarinda uyum olmayan 10 olgudan iigiinde MYCN geni MLPA
ile kazanim FISH ile normal, yedisinde MLPA ile normal FISH ile kazanim oldugu gdsterildi.
FISH tek hiicre analizine dayali yontemsel iistiinliigii nedeniyle az sayida diploididen kayan
hiicreleri bile saptayabilmektedir. Ayrica tiimdr hiicrelerinde goriilen bolgesel capta ufak
heterojen durumlar FISH ile saptanabilirken, MLPA yonteminde bu olgularin DNA

havuzunda c¢aligsma gegeklestirildigi i¢in sonug diploid olarak saptanabilmektedir.

4.3.5. Amplikon Analizleri

MLPA sonuglarina gére MYCN amplifikasyonu gozlenen ve amplikon igerisinde yer
alan NAG, DDX1, MYCN ve ALK genlerini igeren olgulara ait MLPA 6l¢iim degerleri Tablo
11°de verilmistir. Bu olgular igerisinde 20 olguda NAG, 27 olguda DDX1, 47 olguda MYCN
ve U¢ olguda ALK amplifikasyonu gozlendi. Dort genin birlikte amplifiye oldugu iki olgu,
MYCN ve ALK genlerinin birlikte amplifiye oldugu ii¢ olgu, NAG-DDXI1-MYCN genlerinin
birlikte amplifiye oldugu 18 olgu, DDX] ve MYCN genlerinin birlikte amplifiye oldugu yedi
olgu ve sadece MYCN geninin soliter olarak amplifiye oldugu 19 olgu bulunmaktadir. NAG,
DDXI1, ALK gen amplifikasyonlariyla, MYCN amplifikasyonu ile birlikte bulunmasi
istatistiksel olarak ayr1 ayr1 degerlendirildiginde birlikteligin anlamli oldugu saptandi (y-kare

sirasiyla; P=0.001, P=0.001, P=0.01). NAG, DDXI ve ALK gen amplifikasyonu giiclii bir
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sekilde MYCN bagimli amplifikasyonlar olup, bu genler olgu grubumuzun tamaminda MYCN
olmadan amplifiye olmamaktadir. MYCN geni amplifikasyonu ayni zamanda komsu
genlerinde amplifikasyonuna neden olabilmektedir. Komsu genlerinde amplifiye olmasi
amplikonun uzunluguna baglhdir.

Kopya sayilarini belirten MLPA oranlart MYCN geninde diger genlere gore en yiiksek
degerine ulagsmaktadir. MYCN geni merkez olmak kaydiyla 6zellikle genin yukari ucunda
bulunan NAG ve DDXI genlerinin kopya sayilarinin azaldig1 gozlendi. ALK geni NAG ve
DDXI genlerine gore MYCN geninden daha uzakta yerlesmistir. Bu nedenle ALK geni
amplifikasyonu NAG ve DDXI genlerine gore daha azdir (ii¢ olgu). Dort genin de amplifiye
oldugu iki olguda kopya sayilar1 degerlendirildiginde MYCN-ALK arasinda farkli genlerinde

amplikona dahil olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Tablo 11. MYCN amplifikasyonu gozlenen olgularda amplikonlarin genlere gore dagilim
durumlan (Siyah: amplifikasyon, koyu gri: kazanim ve agik gri: normal gen kopya sayist).

. HastaID NAG DDX1 MYCN ALK
————2p25.2 306
o 41
— e YIS 5805 [ 1170
= 2252 129
m——— 44

- .
. 180
B e 154
o 2p14 2
m—2p18.2 80
BESE 1
26
98
= 2a12.1 75
248 2521
252
192 110
197 1,11
262 1,17
207 0,97
46 1,13
144 1,17
217
32
30
303 1,09
244 0,99
273 111
243 1,05
275 1,15
143
134 1,18
28 1,09
247 1,15 1,23
274 1,04 0,96
300 1,17 1,04
267 1,14 1,14
230 1,07 0,97
290 1,06 1,19
245 1,05 1,09
239 1,00 0,87
288 0,93 0,93
204 0,85 0,92
307 0,78 0,75
259 1,08 1,00 0,81
271 1,00 1,05 0,83
200 0,97 1,14 1,07

235 095 0,90 0,95




4.3.6. Sonuclarn Istatistiksel Anlamda Degerlendirilmesi

Calisma sonuglart ¢cok degiskenli lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi. Genetik
ve klinik parametreler arasindaki iliski bagimli degiskenler; tani yasi, timor evresi ve
histolojisiyle, bagimsiz degiskenlerin (MYCN amplifikasyonu 1p, 3p, 11q delesyonu, 17q
kazanimi) her biri ile analiz edildi. Bunun yani sira Genetik parametreler de kendi aralarinda

her biri bagimli degisken olarak segilerek analiz edildi.

4.3.6.1.Klinik ve Genetik Parametreler Arasindaki iliski
Klinik verilerin bagimli degisken olarak se¢ildigi analiz sonuglarina gore (Tablo 12);

e Tam yasi: Genetik parametreler arasinda, 11q delesyonu gozlenen olgularin bir yas ve
iistii olma olasiligr 11q delesyonu olmayanlara gore 2.6 kat daha fazladir.

e Tiimér evresi: Genetik parametreler arasinda, MYCN amplifikasyonu gozlenen olgularin
yiiksek evre (Evre 3/4) olma olasiligt MYCN amplifikasyonu olmayanlara gore 6.7 kat
daha fazladir.

e Histolojik durum: Genetik parametreler arasinda, MYCN amplifikasyonu gozlenen
olgularin kotii histoloji olma olasiligt MYCN amplifikasyonu olmayanlara gore 4.1 kat
daha fazladir ve 17q kazanimi gozlenen olgularin kot histoloji olma olasiligt 17q

kazanimi olmayanlara gore 3.1 kat daha fazladir.

4.3.6.2.Genetik Parametrelerin Kendi Aralarindaki fliskileri
Genetik verilerin bagimli degisken olarak secildigi analiz sonuglarina gore (Tablo 12);

e Genetik parametreler arasinda 1p delesyonu gozlenen olgularda, MYCN amplifikasyonu
olma olasilig1 1p delesyonu olmayanlara gore 27.0 kat daha fazladir.

e Genetik parametreler arasinda 3p delesyonu gozlenen olgularda, 1p delesyonu gozlenme
olasilig1 3p delesyonu olmayanlara gore 2.7 kat daha fazladir.

e QGenetik parametreler arasinda 11q delesyonu gozlenen olgularda, 3p delesyonu olma
olasilig1 11q delesyonu olmayanlara gore 5.6 kat daha fazladir.

e Genetik parametreler arasinda 11q delesyonu gozlenen olgularda, 17q kazanimi olma

olasilig1 11q delesyonu olmayanlara gore 3.4 kat daha fazladir.
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Tablo 12. Cok degiskenli lojistik regresyon analizi sonuglarina gore genetik ve klinik

ozellikler bakimidan anlamli bulunan degiskenler.

Bagimh Bagimsiz P Odds % 95 Giiven
Parametreler  Degiskenler  Degiskenler  Degeri Orani Aralhigi
Yas (=12 ay) 11q del 0.014 2.608 1.213-5.608
Klinik Evre (3/4) MYCN amp 0.005 6.726 1.795-25.200
ini
MYCN amp 0.043 4.074 1.044-15.896
Kotii Histoloji
17q kazanimi 0.021 3.110 1.186-8.151
MYCN Amp. 1p del <0.0001  26.956 10.870-66.851
1p del 3p del 0.035 2.730 1.072-6.955
Genetik
3p del <0.0001  5.518  2.549-11.947
11q del

17q kazanimi 0.025 3.265 1.158-9.206

(Amp; amplifikasyon, del; delesyon)

4.4. DM’lerin Replikasyon Zamani Calismalarinin Sonuclari

SiMa ve Kelly NB hiicre dizilerinde yapilan ¢alismalarda BrdU katilimlari i¢in 30, 50
dakika, 1, 2, 3, 4, 5, 8 saat inkiibe edilen hiicreler immiinfloresans yontemle analiz edildi.
Ozellikle bir saati asan inkiibasyon siirelerinde BrdU katilimlarmin yogun bir sekilde oldugu
saptandi. Calismalar 30-50 dakika araliginda ii¢ kez tekrarlandi. Sonug olarak, SiMa hiicre
hattina DM’lerin kendini eslemesinin replikasyon dongiisiinden bagimiz olmadigi ve “S”

fazinin igerisinde replike oldugu gosterildi (Sekil 8).
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S-faz1

& BrdU+FITC

G1/G2-fazi

SiMa/ BrdU
30 dakika

B
G1/G2-faz1

BrdU+FITC ——
MYCN TxRed

Kelly/ BrdU/ MYCN
50 dakika

Sekil 8. SiMa ve Kelly hiicre hattinda 30 ve 50 dakika BrdU katilimi. A; Metafaz plaginda
DM’lerin yani sira BrdU girisimi olan S-fazi hiicreleri, katilm gozlenmeyen G1/G2 fazi
hiicreleri goriilmektedir. B; Interfaz niikleuslarmda MYCN TxRed isaretli lokus spesifik prob
ve BrdU katilm1 S ve G1/G2 faz1 hiicrelerinde goriilmektedir. DM ve G1/G2 faz interfaz
hiicrelerinde herhangi bir BrdU katilimi gézlenmemektedir (Mavi; DAPI, Kirmizi; MYCN
TxRed Lokus spesifik DNA probu, Yesil; BrdU spesifik FITC konjuge antikor).
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4.5. Dizin CGH (aCGH) sonuclar

MLPA sonuglarina gore 11q ve 3p delesyonlart olan, MYCN amplifikasyonu olmayan
dokuz olgu “720 K Whole-Genome Exon-Focused Array” platformu kullanilarak aCGH
calismalar1 gerceklestirildi. Sonuglar “NimbleGen-SignalMap™ ve “Nexus v.6” yazilimlar
kullanilarak analiz edildi. Calisma sonucglarina goére bazi olgularin ¢esitli lokuslarinda
informatif veriler elde edilemedi (Tablo 13). Analiz edilebilen bolgelerden elde edilen
sonuclara gore, 11q ve 3p delesyonu goriilen olgularin diger kromozom kollarindaki
aberasyonlarin heterojen dagildig1 gozlendi. Olgu 35°de 11q kolunda kromozom igi delesyon
saptandi. Diger olgularda delesyon telomere kadar devam etmektedir. MLPA sonuclarina gore
3p delesyonu gozlenen olgulardan 43 ve 60’da kromozomal kol delesyonu saptanmazken olgu
117 ve 131°de sonug elde edilemedi. Olgu 43 ve 60°’da MLPA sonuglarina gére 3p bolgesinde
gozlenen delesyonun gen diizeyinde (VHL lokusunda) oldugu, bu olgularin aCGH
sonuclarinda da gen diizeyinde delesyon oldugu rapor edildi. Aynmi sekilde olgu 60’da 11q
kolunda aCGH sonuclarma gore biiyiikk delesyon bdlgesi olmamasma karsin MLPA
sonuclarina gore sinirlt bélgede gen diizeyinde delesyon saptandi.

Calisma sonucunda 3 ve 11 numarali kromozom i¢in en kiiciik ortak delesyon bolgesi
saptanmadi. Calisma evreni ayn1 zamanda MLPA sonuclaria gore Grup2 tiimor grubunda yer
almaktadir. MLPA’da calisilan lokuslardan farkli olarak 18 ve 20 kromozomlarda kol ve
kromozomun tamamini kapsayan artislar ve X kromozomunda delesyonlar saptandi. Ancak

belirgin tutarl bir anomali gézlenmedi (Tablo 13, Sekil 9).
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Sekil 9. Dizin-CGH calismasinin Nexus-6 yazilimi ile yapilan analizi. Dokuz olgunun

delesyonlar1 kromozomun sol tarafinda ve kazanimlari sag tarafinda verilmistir.
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Kromozom Olgu No
Olgu 35 Olgu 43 Olgu 60 Olgu 113 Olgu 114 Olgu 117 Olgu 131 Olgu 183 Olgu 189

1 Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal 1q12-qter-gain Normal

2 2p16.2-pter-gain Normal Normal Normal NI Normal NI 2p15-pter-gain 2p16.2-pter-gain
3 3p14.3-pter-del Normal Normal 3p14.3-pter-del 3p14.3-pter-del NI NI 3pl4.1-pter-del 3p21.31-pter-del
4 4q13.1-pter-del Normal Normal 4p12-pter-del 4p15.2-pter/4pl4-del Normal 4p14-del Normal Normal

5q11.1-q21.3-del/
5 Normal Normal Normal NI Normal Normal NI 5g21.3-qter-gain 5q14.3-qter gain
6 Normal Normal Normal Normal NI 6p21.32-pter-gain NI Normal Normal
7q11.21-qter/7p22.1- | 7p22.1-pter- Tpl4.1-pter-del/ }
7 pter-gain gain Normal 7p21.11-qter-gain NI 7p22.1-pter-gain TUM-Kazanim 7q31.31-gter-gain Normal
8 8q24.3-qter-gain Normal Normal NI NI Normal NI 8p22-pter-del NI
9p12-pter-del/
9 9p13.3-pter-del Normal Normal NI 9q32-qter-gain Normal Normal Normal 9q13-qter-gain
10 Normal NI Normal 10q11.21-g22.1-gain NI Normal NI Normal Normal
11p15.4-p11.2-gain/ | 11q14.1-pter- 11q13.3-pter-gain/ 11q13.4-pter gain/ 11q13.3-pter-gain/
11 11q14.1-q24.1-del del Normal 11q13.3-gter-del 11q13.2-gter-del 11q13.4-gter-del 11q14.1-qter-del 11q13.4-qter-del 11q13.3-qter-del
12 Normal Normal Normal Normal NI Normal NI 12q13.13-qter-gain 12q24.13-qter gain
13 Normal Normal TUM-Kazanim NI TUM-Kazanim TUM-Kazanim TUM-Kazanim Normal TUM-Kazanim
14q11.1-q11.2/
14 14q32.2-qter-del Normal Normal Normal NI Normal Normal 14g23.1-qter-del 14q11.2-qter-del
15 Normal Normal Normal Normal 15q24.3-qter-del Normal NI Normal 15g22.31-pter-gain
16p11.2-p11.1/
16 16q23.3-qter-del Normal Normal 16923.3-qter-del Normal Normal NI Normal 16q11.2-qter-gain
17p13.3-pter,13.1- 17q12-qter-
17 del/11.2-qter-gain gain TUM-Kazanim 17q21.31-qgter-gain 17q12-qter-gain 17q21.2-qter-gain | 17q21.33-qgter-gain 17q12-qter-gain 17q21.33-qter-gain
18q21.2-pter/22.2-qter-
18 TUM-Kazanim Normal TUM-Kazanim Normal TUM-Kazanim Normal TUM-Kazanim Normal gain
19p13.2-qter-

19 Normal gain Normal Normal 19p13.33-qgter-del Normal NI Normal Normal
20 | 20ql1.23-gter-gain Normal Normal Normal NI 20q13.31-qter-gain | 20p12.3-p11.1-gain Normal TUM-Kazanim
21 Normal Normal 21ql11.2-qter-del NI NI Normal 21ql11.1-g22.11-gain Normal Normal

22 Normal Normal Normal Normal NI Normal NI 22q12.3-qter-gain Normal

Xp22.31-q21.1,q24-

x | Xq21.31-q21.32-del Normal TUM-Delesyon | Xp11.22-p22.33-gain NI Normal Normal Normal qter-gain/q21.1-q24-del

Tablo 13. Dokuz olguya ait “Roche Nimblegen Human CGH 3x720 K Whole-Genome Exon-Focused Array” c¢ipiyle yapilan ¢alisma
sonuclarina goére kromozom kollarinda gézlenen aberasyonlar (NI; Degerlendirme yapilamad).
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5. TARTISMA

Noroblastomda gozlenen genetik degisikliklerin tanimlanmasi ve bu belirteclerden
yola c¢ikarak arastirmada ve tedavide stratifikasyonunun yapilmasi karyotip caligmalar1 ile
sayisal degisiklikler diizeyinde baslamistir. Gelisen molekiiler teknikler karmasik genomik
degisiklikler igceren NB tiimorlerinin genetik karekterizasyonu yeni tekniklerle belirlendikge
tiimdrlerin gruplanmasi ve bu gruplar ilizerinden hem arastirma hem de tedaviye yonelik

cikarimlar yapilmasi elverisli hale gelmistir.

Calismamizda, iilkemizin ¢esitli bolgelerinde tan1 almis Tiirk sporadik NB olgularinda
MLPA c¢oklu genetik analiz metodolojisi ile tiimorlerin genetik karekterizasyonu yapildi.
Olgularin ayn1 zamanda MYCN gen kopya sayis1 durumlar1 FISH yontemiyle de ¢alisildi. En
iyi yontemsel yaklagim genom 6l¢eginde analiz ile timorlerdeki tiim genomik dengesizlikleri
saptamaktir. MLPA c¢oklu kopya sayist degisikliklerini ayn1 anda duyarli bir sekilde
saptayabilmektedir. NB olgularinda genom 06lgeginde analizler bir¢cok grup tarafindan farkl
yontemler kullanilarak (MLPA, SNP array ve array-CGH), yapilmistir. Ortak olarak, hedef
saptanan genetik aberasyonlardan yola ¢ikarak tiimdrlerin gruplanmasi ve bu gruplarin klinik
ozelliklerinin ortaya konularak hastalik prognozu arasinda iligki kurulmaya c¢alisiimaktadir

[46,102,117,122-128].

Tlimoérlerin gruplanmasinda gilincel literatiirdeki verilere ek olarak g¢alismamizdaki
genetik-klinik verilerin anlamliliklar1 da dikkate alindi. Gruplamalarda prognostik faktor
olarak kabul edilen MYCN geni amplifikasyonu ve bununla birlikte siki bir iligkisi olan 1p
delesyonu ile MYCN amplifiye olmayan olgularda tanimlanan 11q delesyonlar1 ve bu anomali
ile birlikte gozlenen 3p delesyonlar1 ana ekseni olusturmustur. Tiimdrleri “genome-wide”
analizlerin sonucunda, genetik 6zelliklerine gore gruplama egilimi farkli ¢aligmalarda ortak
baz1 bilesenleri ortaya koymaktadir. Ornegin Caren ve Villamon’un ¢alisma gruplart MYCN
amplifikasyonu tasiyan grup ve 11q delesyonu tasiyan grup olarak tanimlarken, bir baska
calisma sayisal, segmental aberasyonlar ve MYCN amplifikasyonu iizerinden gruplama
yapmustir [102,117,124]. Genomik degisikliklerin temel alindig: bir risk gruplamasi olusturan
caligmalarda kromozomun kismi yada biitiinsel artis1 ve MYCN kopya sayist artis1 diginda

sayisal anomali tagimayan olgular seklinde de gruplamalar yapilmistir [129].

Ortaya koydugumuz bu ¢ikarimlar esli§inde ¢alismamizin sonuglarina gore icerdikleri

genomik dengesizlikler bakimindan tiimdrler dort farkli gruba ayrilmistir. Grupl’de MYCN
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amplifikasyonu ve 1p delesyonu, Grup2’de 11q ve 3p delesyonu, Grup3’de MYCN
amplifikasyonu veya 1p delesyonundan en az biri, 3p veya 11q delesyonundan en az biri
olmak kaydiyla en az iki anomali ve Grup4’de bu dort anomali harig¢ cesitli kromozom kolu

kazanim ve kayiplar1 gozlenmistir.

Gruplardaki olgularin klinik 6zellikleriyle genetik aberasyonlar birliktelik gdstermektedir.
Grupl, 2 ve 3 kotii prognoz gosteren, 12 ay {istii, yliksek evre ve kotii histolojili tlimorlerden
olugmaktadir. Grup4’de hastalarin klinik 6zellikleri ve kromozom kollarindaki aberasyonlar
arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamistir. Calismamizda, klinik 6zellikler
dikkate alindiginda MYCN amplifikasyonu ve 11q delesyonlarim1 herhangi birini tagiyan
olgularin kotii prognoz ile iliskili oldugu literatiir ile benzer olarak ortaya konmustur [81,122].
“Genome-wide” yaklasimi ile ¢alisma yapan diger gruplarda da MYCN amplifikasyonu ve
11q delesyonlarinin birbirinden bagimsiz birer prognostik belirte¢ oldugu ortaya konmus ve
kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [102,124]. Agresif NB’de segmental kromozomal
aberasyonlar siklikla gozlenirken benign NB’de ise segmental kromozomal aberasyonlarin
goriilme siklig1 diiser ve tiim kromozom kazanimlart gozlenir. Agresif NB ile benign NB iki
kiime olarak diisiiniildiiglinde, kesisen iki kiimenin ortak alan1 orta risk grubunu olusturur. Bu
grupta, tiim kromozom artiglarinin yani sira segmental kromozomal aberasyonlarda gézlenir
[26]. Calismamizda segmental kromozomla aberasyonlar1 siklikla goérdiigtimiiz Grupl, 2 ve 3
agresif NB karakteri tasirken, Grup4 daha cok kesisim kiimesi ile benign gruba dogru
kaymaktadir.

Cok sayida tiimor igeren ve genom Olgeginde yapilan ¢alismalardan elde edilen kopya
sayis1 degisiklikleri, segmental aberasyonlar ve gen diizeyindeki bilgiler kendi aralarinda veya
klinik veriler ile farkli istatistiksel analizler (lojistik regresyon analizi) yapilabilir [130].
Calismamizdaki ¢oklu degisken igeren lojistik regresyon analizi sonuglarmma gére, MYCN
amplifikasyonu gozlenen olgular giiclii bir sekilde kotii prognoz ile iligkilidir. Klinik
parametreler  ekseninden = MYCN  amplifikasyonlar1  degerlendirildiginde; MYCN
amplifikasyonu pozitif olgularin yiiksek eve (Evre 3/4) olma olasilifit MYCN amplifikasyonu
negatif olgulara gore 6.7 kat (P=0.005) daha fazla oldugu ve kotii histoloji olma olasiliginin
da 4.1 kat (P=0.043) arttig1 saptanmistir. Literatiirde, MYCN amplifikasyonu gdzlenen
olgularin yiiksek evre, kotii histoloji ve yiiksek risk ile karakterize oldugu bilinmektedir
[30,102,131].
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Bir no’lu kromozomun NB genetigindeki 6nemi primer tiimorlerde ve NB hiicre
hatlarinda yapilan sitogenetik analizlerde anlasilmistir. Diger sitogenetik ¢alismalarda da
Ozellikle 1p delesyonlar1 olmak tizere 1p degisimleri yiiksek siklikta saptanmistir. Bir no’lu
kromozomun kisa kolunda NB gelisiminde rol oynayan bir ya da fazla sayida genin
bulundugu diisiincesi boylece agirlik kazanmistir [132]. 1p delesyonu goézlenen NB
tiimdrlerinin kot prognoz ve metastatik hastalikla iliskisi oldugu gosterilmistir. Primer NB
olgularinin %25-30’unda 1 no’lu kromozomun kisa kolunda; delesyonlar tanimlanmistir
[132]. Ote yandan MYCN amplifikasyonu ile 1p delesyonu arasinda giiclii bir birliktelik vardir
ve klinik olarak kotii prognoz ile iliskilidir [66,133]. Olgu grubumuzda MYCN
amplifikasyonu tasiyan 47 bireyin 38’inde (% 80.9) 1p delesyonu da tasimaktadir. Genetik
parametrelerin kendi aralarindaki lojistik regresyon analizleri; 1p delesyonu olan olgularda
MYCN amplifikasyonu gozlenme olasiliginin 1p delesyonu olmayanlara gore 27.0 kat
(P<0.0001) daha fazla oldugu ortaya koymaktadir. 1p kromozom kolunun delesyonu ya da
allelik kaybinin bagimsiz prognostik anlamlilig1 tartigmali olsa da 1p36 bolgesindeki allelik
kaybin yerel tlimorlii olgularda hastalik relapsi i¢in risk artirict bir faktor oldugu yoniinde

kanitlar vardir [66,78].

11q delesyonu, MYCN amplifikasyonu gozlenen olgularda nadiren gozlenmektedir ve
diger klinik parametrelerden bagimsiz prognostik degeri oldugu gosterilmistir [81]. Primer
NB olgularinin % 35-45’inde 11 no’lu kromozomun kisa kolunda delesyonlar tanimlanmistir
[134]. MLPA calisma sonuglarimiza gére, MYCN amplifiye olmayan olgularda 11q delesyonu
siklikla gozlenmektedir. 11q delesyonu goézlenen olgularin 12 aylik iistii olma olasiliginin 12
ay ve altt olma olasiligindan 2.6 kat (P=0.014) fazla oldugu saptandi. Dolayisiyla 11q
delesyonu tasiyan 12 aydan biiyiik olgularin riskleri daha da artmaktadir. 11q delesyonu
NB’nin  malign evrimini biiyiik 0Ol¢iide  desteklemektedir [80,81,102]. MYCN
amplifikasyonundan bagimsiz 11q delesyonu ile 3p delesyonu arasinda gii¢lii bir birliktelik
bilinmektedir [127]. Calismamizdaki lojistik regresyon analizi sonuglari da bu birlikteligi
desteklemektedir. 11q delesyonu olan olgularda 3p delesyonu gbézlenme olasiligi 11q delete

olmayan olgulara gore 5.6 kat (P<0.0001) daha fazla oldugu saptanmustir.

NB olgularinda delete olan 3p lokusu olgularin % 20.8’inde gozlenmektedir ve diger
calismalar ile benzerlik gostermektedir [127]. 3p delesyonu tasiyan olgularin klinik

ozellikleri; ileri evre (evre 3/4, % 69.4), kot histoloji (%73.3) ve yas >12 aydir (66.7%) ve
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kotii prognoz ile iligkilendirilmistir. Spitz ve ark. yaptig1 calismada 3p ve 11q delesyonlarinin
ozellikle MYCN tek kopya olgularda yiiksek risk NB grubu i¢in dnemli birer belirteg oldugu
vurgulanmistir [87]. MYCN amplifikasyonu-1p delesyonu ve 1q delesyonu-3p delesyonu
birlikteliklerini ortaya koyan literatliirden fakli olarak [66,87,133,135], lojistik regresyon
analizi sonuclarina gore; genetik parametreler arasinda 3p delesyonu gozlenen olgularda 1p
delesyonu goriilme olasilig1 3p delesyonu olmayanlara gore 2.7 kat (P=0.035) daha fazla
oldugu saptandi.

17q kazanimi olgularin % 77.2°sinde ve tiim timor gruplarinda yiiksek oranda
gbzlenmistir (Grupl, 70.8%; Grup2, 93.5%; Grup3, 76.0%; Grup4, 72.3%) Ge¢miste yapilan
calismalarda iki karsit goriis yer almaktadir. 17q kazanimlarmin kotii prognozla, MYCN
amplifikasyonu ve 1p delesyonlari ile iligkili oldugunu savunanlar ve bu iligkinin olmadigini
savunanlar olarak ikiye ayrilmaktadir [95,100,101]. Caren ve ark. yaptigi ¢calismada MYCN
amplifikasyonu ve 11q delesyonu olmayan 17q kazanimi olan olgularin 17q kazanimi
olmayan olgulara gére daha kotii prognoz gosterdigi saptanmistir [102]. Calismamizda, 17q
kazanimi gozlenen olgularin kotii histoloji olma olasiligi 17q kazanimi olmayanlara gore 3.1
kat (P=0.021) daha fazla oldugu saptandi. Ayn1 zamanda 11q delesyonu ile arasinda sik1 bir
birliktelik gozlendi. 11q delesyonu gozlenen olgularin 17q kazanimi olma olasiligi 11q
delesyonu olmayanlara gore 3.4 kat (P=0.025) daha fazladir. Dolayisiyla bu c¢alismalardan
farkli olarak, 17q kazanimmin varhigi kotii histoloji ve kotii prognositik belirteg 11q
delesyonu ile iliskilidir. Farkli bir bakis agis1 ile Yu ve calisma grubu 17q kolunda
haritaladiklar1 aday kodlamayan RNA olan ncRAN’m ileri NB tiimorlerinde onkogen gibi

davrandigini 6ne stirmiislerdir [136].

Tiimdrlerde gruplari olusturan major anomalilerin yani sira daha az siklikta saptanan 4p,
9p ve 14q delesyonlar1 ¢alismamizda bu li¢ kromozom kolunda da % 5.0 oraninda saptandi.
Bu bolgelerde yapilan LOH analizlerinde TSG igerebilecegi oOngoriilen bolgeler
tanimlanmasina ragmen herhangi bir TSG gosterilememistir [137]. Ote yandan 9p kromozom
kolunda yer alan CDKN2A geninde MLPA sonuclara gore sekiz olguda delesyon saptandi.
CDKN2A, pl6INK4a ve pl4ARF proteinlerini alternatif okuma ¢ercevesine gore
kodlamaktadir. p/6INK4a hiicre siklusu aktivatorlerinden CDK4 ve CDK6’nin inhibitori
olarak rol alir [138]. Yapilan calismalar, CDK2NA geninde gozlenen kayiplarin ileri evre

NB’lerde iyi prognoz gostermesine ragmen tiimoriin ilerlemesini engelleyici bir etkisi
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gozlenmemistir [139]. Calismamiz bu bulgular1 destekleyecek nitelikte olup, CDK2NA
delesyonu gozledigimiz sekiz olgudan ikisinde MYCN amplifikasyonu gozlenmis ve olgularin
ticli Grupl’de, iigli Grup2’de ve ikisi Grup4’de yer almaktadir. 14q kromozom kolunda
NFkBIA geninde MLPA sonuglarima gore 29 olguda delesyon saptandi. NFkBIA proteini
NFxB proteinini kontrol etmektedir. Hodgkin’s lenfomalarda NFxBIA’nin TSG gibi
davrandigi gosterilmistir [140]. Ancak NB tlimoérlerinde etkisi bilinmemektedir. Ayrica
tiimorlerde goriilme siklig1 sirasina gore 7q, 7p, 17p, 9q, 9p, 12p, 12q ve 4q kromozom
kollarinda artislar saptandi. Bir¢cok calisma NB tiimdrlerinde bu tiir artiglarin olabilecegini

belirtmektedir [123].

MLPA sonuglarimin degerlendirilmesinde, 6zellikle MYCN geni amplifikasyonlar1 FISH
sonuclar1 ile karsilagtirildiginda sonuglarin tamamen Ortiistiigi gozlendi. FISH interfaz
niikleuslarinin tek tek analiz edilmesinin Ustlinliigli ile az sayida da olsa diploididen kayan
hiicreleri saptayabilmektedir. Bunun yani sira NB tiimdrlerinde az sayida olabilen heterojen
hiicre popiilasyonlarini saptayabilmek, FISH’in yontemsel {stiinliigiidiir. Calismamizda,
MYCN geninin FISH ve MLPA sonuglarina gore tutarlilik géstermeyen (amplifikasyonlar tam
tutarlidir) on timor Ornegi saptanmistir. MLPA’da tiimor ornekleri DNA havuzundan
calisildigi i¢in % 10’un altindaki heterojenlikler saptanamamaktadir [121]. Villamon ve ark.
yaptig1 validasyon calismalarinda MLPA c¢alismalarinin NB’nin genetik aberasyonlarini
belirlemede ¢ok etkili oldugu ve ayni zamanda FISH calismalar1 ile yiiksek konkordans
gosterdigi belirtilmistir [141]. Calismamizda 6zellikle MYCN amplifikasyonu olan olgularda
tam tutarli bir sonu¢ veren MLPA’nin duyarli bir metodolojik yaklasim oldugu ortaya

konmustur.

MLPA kopya sayis1 analizlerinde de gii¢lii bir yontemsel yaklagimdir. Calismamizda
toplam 100 gene ait kopya sayilar1 belirlendi. Ozellikle amplifikasyonun gozlendigi 2p
bolgesinde yer alan NAG-DDX1-MYCN ve ALK genlerinin kopya sayilart MLPA ile saptandi
(Tablo 9). Bu sonuglara gore; dort genin de birlikte amplifiye oldugu iki olgu, MYCN ve ALK
genlerinin birlikte amplifiye oldugu {i¢ olgu, NAG-DDXI-MYCN genlerinin birlikte amplifiye
oldugu 18 olgu, DDXI ve MYCN genlerinin birlikte amplifiye oldugu yedi olgu ve sadece
MYCN geninin soliter olarak amplifiye oldugu 19 olgu bulunmaktadir. MYCN geni merkez
olmak kaydiyla o6zellikle genin yukar1 ucunda bulunan NAG ve DDXI genlerinin kopya

sayilarinin azaldigi gozlendi. Caligmamizda, soliter MYCN amplifikasyonu olan olgular
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disinda MYCN merkez olmak kaydiyla uglara dogru azalarak NAG ve DDXI genlerinin
amplifiye oldugu saptanmistir. Kopya sayist analizlerine farkli bir bakisla, NAG, DDXI ve
ALK gen amplifikasyonlar1 ile MYCN amplifikasyonu arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli bulundu (swrasiyla P=0.001, P=0.001, P=0.01). NAG, DDXI ve ALK gen
amplifikasyonlar1 giiclii bir sekilde MYCN bagimli amplifikasyonlar olup, bu genlerin olgu
grubumuzun tamaminda MYCN olmadan amplifiye olmadig1 saptanmistir. Literatiirde NAG,
DDXI ve MYCN genlerinin birlikte amplifiye oldugunu gosteren birgok farkli ¢alisma
bulunmaktadir [40-45]. Ayrica, ALK kopya sayisi degisiklerini kapsayan yayinlanan
calismamizin sonuglarina gore; ALK kopya sayisinin artiginin nedeni kromozomal dengesizlik
ya da segmental artistan kaynakli oldugu ve soliter ALK kopya sayis1 degisikliklerinin nadiren
gozlendigi ortaya konmugstur [49]. Onkogen olarak nitelendirilen ALK geni normal gelisim ve
NB patogenezinde rol almasi bakimindan tedavi hedefi olarak giindemdedir [130]. Kinaz
aktivitesini arttirict veya siirekli olmasina neden olan bazi mutant ALK formlarinin hiicre hatt1
calismalarinda inhibe edilerek hiicrelerin apoptoza gitmesi, ALK geninin potansiyel tedavi
hedefi olarak belirlenmesine neden olmustur [24]. ALK genin amplifikasyonu MYCN
amplifikasyonu gozlenen 47 olgunun {giinde gozlendi, soliter ALK amplifikasyonu
saptanmadi. ALK da gozlenen artiglarin kromozomal imbalans ya da segmental artisla iligkili
oldugu ¢alismamizda ortaya konmustur [49]. Mutant ve/ve ya amplifiye ALK igeren olgular
NB olgularinin kiiglik bir kismin1 olusturmaktadir. Dolayisiyla ALK genin NB patogenezinde

rolii olabilmekle birlikte iyi bir tedavi hedefi olmaktan uzaktir.

Genomik mikrodizin (array-CGH) yapisal diizenlemeler sonucunda olusan dengesiz
segmentlerin kirilma noktalar1 yigilim bolgelerini (“break cluster regions”) ve yeni kirilma
noktalarini saptayabilen biitlinsel bir tekniktir. MYCN amplifiye olamayan tiimoérler ile ilgili
yapilan c¢alismalarda 11q delesyonun olgularin % 15-20°sinde go6zlenmektedir. 3p
delesyonlar1 ise siklikla 11q delesyonlar1 ile giiclii birliktelik gdstermektedir [81,84,142].
Yapilan g¢aligmalar bu iki lokusta da TSG olasiliklar1 diistiniiliip detayli CGH analizleri
yapilmis olmasina ragmen hala net bir kanita varabilmek miimkiin olamamistir [130,143-
145]. 11q ve 3p delesyonlarinin birlikte goézlendigi dokuz Grup2 olgusunda yaptigimiz dizin
CGH sonuglart bu iki kromozom segmenti i¢inde yer alan herhangi bir en kiigiik delesyon
noktasini ortaya koyamamistir. Bulunan delesyonlar telomeri de kapsayacak sekilde terminal
delesyonlardir. Ancak bazi olgularda (60 ve 43) kol ve/veya inter kromozomal bir delesyon

olmamasima karsin, MLPA sonuclarina gore sinirli bolgede gen diizeyinde delesyonlar
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saptandi. Bu olgularda diger kromozom kollarindaki dengesizlikler heterojen dagildigi
gozlendi (Tablo 11, Sekil 9). Sonug olarak, literatiirde de belirtildigi gibi bizim ¢alismamizda
da dokuz olgu icin ortak bir delesyon noktasi veya aday bir TSG igerecek lokus
tanimlanamamustir. 11q ve 3p delesyonu birlikte goriilen olgularda bu anomalilere eslik eden
belirgin, tutarli ilave bir dengesizlik gozlenmedi. Ancak bu olgularda 13, 18 ve 20.
kromozomlarda, literatiirde NB olgularinin herhangi bir grubunda da gozlenebilen sekilde,

tiim kromozom artiglar1 kaydedildi [123,146].

DNA replikasyonu gen bakimindan zengin ve dkromatik bolgelerde daha once, disi
bireylerde ise X kromozomunun aktif ve inaktif olanina gore daha 6nce oldugu gosterilmistir.
Ote yandan GC zengin bolgelerin AT zengin bolgelere gore daha erken replike oldugu
bilinmektedir [147]. Yapilan ¢alismalar DM’lerin erken S fazindan itibaren semi-senkron bir
diizende replike oldugunu HSR bdlgelerinin ise ge¢ S fazinda replike oldugu gosterilmistir
[110]. SiMa ve Kelly NB hiicre hatlarinda yaptigimiz c¢alismalarda DM yapilarinin
replikasyon zamaninin olagan hiicre dongiisii replikasyon zamanlamasindan bagimsiz hareket
etmedigi saptandi. SiMa hiicrelerinde metafaz plaklarinda yapilan analizlerde DM’ler
tizerinde diger kromozomlardan farkli olarak herhangi bir BrdU katilimlar1 saptanmada.
Interfaz niikleuslarinda da S fazi hiicreleri hari¢ herhangi bir fazda bir BrdU katilim
gozlenmedi. Sonu¢ olarak, SiMa hiicre hattina DM’lerin kendini eslemesinin replikasyon

dongiisiinden bagimiz olmadigi ve S fazinin igerisinde replike oldugu gosterildi.
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6. SONUC VE ONERILER

NB heterojen ve karmasik bir tiimor tipi olmasina karsin, ¢oklu gen analizleri ile
gruplanabilmesi miimkiin olabilmistir. Calismamizda dort grup altinda boldiigiimiiz
tiimdrlerin en agresif karakterli olanlarinin MYCN amplifikasyonu ve/veya 1p delesyonlari ile
karakterize oldugunu goérmekteyiz. Bunun yani sira 11q ve/veya 3p delesyonu tasiyan
olgularda da prognoz kotii seyretmektedir. Farkli segmental ve veya tiim kromozomal
aberasyonlarin oldugu Grup4’de ise daha az agresif tiimor karakteri gozlenmektedir. Sonug
olarak MLPA, NB icin genetik 6zellikler dikkate alinarak yapilacak bir gruplamada giiclii bir
metodolojik yaklagimdir. Tiimorlerin farkli birgok kromozom kollarindaki anomaliler ve ilgili
kollardaki gen kopya sayilarinin belirlenmesi hastanin klinik durumu ile ilgili bilgiler
vermektedir. NB’de ¢oklu genetik degisikliklerin saptanmasinda MLPA kullanilmasi etkin ve
duyarli bir yaklagim olup, timorlerin ¢oklu genetik 6zellikleri bakimindan siniflandirilmasini
saglayabilmektedir. Metodolojik olarak MLPA uygulamalarinin NB hasta tedavi
protokollerinin etkin bir bi¢imde uygulanmasina destek olacagi kanisindayiz.

MYCN amplifikasyonu gozlenmeyen olgularda genomik dengesizliklerin saptanmasi ve
klinik fenotiple iliskilendirilmesi, yeni genetik prediktif faktorlerin ve hastaligin risk
katmanlarinin tanimlanmasi bakimindan Onem tagimaktadir. NB olgularinda MLPA
sonuclarina gére MYCN amplifiye olmayan grupta one ¢ikan prognostik faktorler 11q ve 3p
olarak belirlenmistir. Hastalarin risk siniflandirilmasinda bu parametrelerinde etkin anlamda

kullanilabilecegi ortaya konmustur.

MLPA sonuglarinin degerlendirilmesinde, 6zellikle MYCN geni amplifikasyonlar1 FISH
sonuglart ile karsilastirildiginda sonuglarin tamamen Ortiistiigli, ancak beklendigi sekilde
gen/sentromer orani bir olan bazi olgularda ve/veya tiimdr heterojenitesinden kaynakli
uyusmayan sonuglarda gozlendi.

MYCN amplifiye olgularda amplikon boyutlarinin ve igeriginin tanimlanmasi ile
amplifikasyon mekanizmalarini hakkinda ipuglar elde edilmistir. NAG, DDXI ve ALK gen
amplifikasyonlar1 ile MYCN amplifikasyonu arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamlidir ve
bu gen amplifikasyonlar1 gii¢lii bir sekilde MYCN bagimli amplifikasyonlar olup, olgu
grubumuzun tamaminda MYCN olmadan amplifiye olmadigi saptanmistir. Soliter MYCN
amplifikasyonu bulunan olgular disinda amplikonun merkezinden (MYCN geni) perifere

dogru kopya sayilarinin azaldig1 gézlendi.
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Dizin CGH verileri dengesiz kromozom diizenlenmelerinin kirilma noktast yigilim
bolgelerini tanimlayabilme, en kiiciik ortak delesyon noktalarin1 saptayabilme potansiyeline
sahiptir. En kii¢iik ortak delesyon bolgelerinin saptanabilmesi NB’deki 11q ve 3p kromozom
kollarinda olabilecegi 6ngoriilen TSG’lerin tanimlanmasina yardimei olacaktir. 11q ve 3p
delesyonlarinin birlikte gozlendigi dokuz Grup2 olgusunda yaptigimiz dizin CGH sonuglaria
gore, ilgili lokuslarda en kiiciik ortak delesyon noktasi delesyonlarin kromozom i¢inde belirli
bir bolgeye yigilim gostermeden kol delesyonu seklinde goriilmesinden dolay1

saptanmamuistir.

MYCN amplifikasyonlarinin metafaz plaginda goriilme sekillerinden biri olan DM’ler
hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda replike oldugunun gosterilmesi amplifikasyon
mekanizmalarinin anlagilmasina olanak saglayabilecegi ©Ongoriildii. Ancak, SiMa hiicre
hattina DM’lerin kendini eslemesinin replikasyon dongiisiinden bagimiz olmadig: ve S fazinin

icerisinde replike oldugu gosterilmistir.
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TURK PEDIATRIK ONKOLOJi GRUBU
NOROBLASTOMA TEDAViI PROTOKOLU
GONULLU BiLGILENDIRME FORMU

(L]
TURK PEDIATRIK ONKOLOJI

Calisma Bashgi: Néroblastik Tiimdrlerdeki Bélgesel DNA Kopya Sayisi Degisikliklerinin, Allelik Dengesizliklerin Tamimlanmasi ve Schwann
Hiicresi-Néroblastik Hiicre Etkilesiminin Hiicre Hatti Modellerinde Arastirilmasi.

lyi ve ktii huylu tiimér hiicrelerinin kalitim materyalinde cesitli degisiklikler (bozukluklar) olmaktadir. Bu bozukluklar tiimér hiicrelerine ait
kromozomlarin yapilarinda ya da sayilarindaki degisiklilikler seklinde olabildigi gibi, kalitim materyali olarak islev yapan DNA molekilindeki
niikleotid dizi degisiklikleri seklinde de olabilmektedir. Timé&r hiicrelerine ait kalitim materyalinin gesitli ydntemlerle incelenmesi; bu
hastaliklara tani konulabilmesine, hastaligin seyrine ya da tedavi yanitina iliskin bilgi verebilmektedir.

Tani veya tedavi amach test yapilmasi:

1.

10.

1L
12.

d.
e

Yapilan test néroblastom 6n tanisi konmus hastalarindaki DNA ve/veya kromozom degisikliklerine yénelik olup sadece bu hastaliga
yonelik bilgi verir. Diger hastaliklarla ilgili herhangi bir bilgi veya fikir vermez.
Yapilan test ya da testler Dokuz Eyltil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirl(igii tarafindan desteklenen,
2007.KB.SAG.023 no’lu projeden finanse edilmekte olup, Tirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Ndéroblastoma Protokolii cercevesinde
siirdUriilmektedir. Calisma, Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'nda yapiimaktadir. Hasta
ornekleri yalnizca bu protokole katilan birimlerden kabul edilmektedir.
Séz konusu proje bir arastirma projesi olup, klinik anlami olan sonuclar, hasta yaran birincil derecede gézetilmek lizere refere eden
hekime ve/veya hastaya aktarilacaktir.
Bu calismada kar amac giidiilmemektedir. Ornegi génderilen hicbir hastadan maddi bedel ya da bagis talep edilmemektedir.
Biyolojik 6rnegin séz konusu protokole katilan merkezlerden analizin yapildigi merkeze uygun kogullarda ve zamanminda aktanimasi
konusunda proje ekibi sorumluluk tagimamaktadir.
DNA ve/veya RNA analiz testleri icin hastadan biyolojik érnek (kan, kemik iligi, timor dokusu) almak gereklidir.
Ornegin yeterli olmadig veya uygun kosullarda alinmadigi durumlarda sonug elde edilemeyebilir. Bu durumlarda yeniden ayni veya
farkli dokudan érnek alinmasi gerekebilir.
Sonuclar genellikle 2-4 hafta icinde verilir. Bazi 6zel durumlarda bu siire daha uzun olabilir.
Sonuglar hasta (veya hastanin belirledigi bir yakini) ve hastay laboratuara refere eden hekim (veya onun tayin ettigi bir vekil) diginda
tctincii sahislara kesinlikle aktariimaz.
Hastaya ait tiim kisisel ve tibbi bilgiler bir kayit numarasi altinda, yalnizca proje calisanlan tarafindan erisilebilen bir veri tabaninda
saklanacaktir. Uglincii sahislara (isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi) bu kayit numarasindaki érnegin kime ait oldugu kesinlikle
soylenmeyecektir.
Sonucun normal cikmis olmasi yapilmakta olan rutin kontroller ve tedavinin kesilmesi anlamini tasimamaktadir.
Laboratuara génderilen érnekten hekim tarafindan istenen tetkik yapildiktan sonra kalan érnekte;
Né&roblastom tanisi almig hastalik ile ilgili, ayrmi hastalik veya rahatsizliga sahip kisilere yarar saglayacak ve icinde bulundugum tibbi
durumun, temel biyolojik mekanizmalarina 1gik tutacak deneyimli ve konusunda uzman kisilerce yapilacak olan, insan haysiyetini ve
kimligini koruyan, biyoloji ve tibbin uygulanmasinda kisiler arasinda ayrim yapilmasina yol agmayan ve her tiirlti diger hak ve
dzgiirliklerimi glivence altinda tutan molekiiler ve hiicresel diizeydeki temel arastirmalarda kullanilmasi,
Elde edilen bilgilerin tibbi gizlilik altinda korunacagi
Hekimimin istedigi tetkik disinda arastirma amacl vermis oldugum bu ikinci izni istedigim zaman geri alabilecegimi, bu durumun
devam eden ve daha sonra devam edecek laboratuar testlerimi aksatmayacagi,
Vermis oldugum érnegin dahil olacagi arastirmalarin, genetik (kaliim) materyalinin kullanilacagi calismalar olabilecegi,
Bu arastirmalardan elde edilen verileri, adim ve kisisel bilgilerim kullanilmadan hakemli bilimsel dergilerde Ttirkge veya baska dillerde
yayinlanabileceginin bilinciyle KABUL EDIYORUM.

Yukanidaki yaziyi okudum (veya sorumlu tarafindan bana okundu) ve anladim. Yazidaki tibbi terimler agiklanarak soru sormak ve karar

vermek igin yeterli stire tanindi. Bu bilgiler is18inda benden/gocugumdan ....

... ornegi alinarak noroblastom genetik

belirteglerinin (“marker”) saptanmasina yonelik molekiiler analizlerin yapilmasina, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizam ile izin
veriyorum. Elde edilen sonuglarin hekimim veya onun tayin ettigi bir vekile elektronik ortamda, faks, posta, kurye veya kargo yoluyla
génderilmesine ya da elden verilmesine izin veriyorum.

Gonillliiniin (Velayet sahibinin)* Agiklama Yapan Sorumlunun
Adi: Adi:
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Tarih: Tarih:
Adres/Tel: Adres/Tel:
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Olur Alma isleminde Bagindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin

Adi Soyadi, Unvani; Tarih: imza:

*Hasta kiiglik gocuk ise velayet sahibi belirtilecektir.
Bu form bir sayfadir ve bir kopyasi hastaya/yakinina verilmistir.
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Somatic and germline mutations of the anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene were recently described
in neuroblastoma (NB). In this study, we investigated the assodation of ALK copy number alterations with
copy number status 2p24.1 amplicon harboring DEAD box polypeptide 1 (DDX1), MYCN and neuroblas-
toma-amplified (NAG) genes in 90 primary tumors of sporadic NB cases by multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA). We also performed mutation analysis of ALK gene by directly sequencing the
exons 20-28 which cover the region that encodes juxtamembrane and kinase domains. A total of 39
(43.3%) NB cases revealed copy numbers alterations of ALK gene, There was highly significant association
of ALK copy number gains with gains of one or more of the genes at 2p24.1 (DDX1, MYCN or NAG) in MYCN
unamplified tumors (P < 0.000). In addition, 15 of 17 MYCN amplified cases (88.2%) had aberrant ALK sta-
tus. Solitary gain of ALK with normal copy number status of all other genes was observed only in one case,
DNA sequencing of exons 20-28 of ALK revealed two different nucleotide changes in three cases leading
to amino acid substitutions of F1245V and R1275Q in tyrosine kinase domain. In conclusion, the fre-

quency of ALK mutations in NB is low and solitary copy number change of it is rarely observed.

@ 2011 Elsevier Ireland Lud. All rights reserved.

1. Introduction

Neuroblastoma (NB) is an embryonic tumor of the neurcecto-
dermal cells that stem from the neural crest and differentiate into
sympathetic neurons and adrenal medulla. It is the most common
extracranial solid tumor in childhood and accounts for nearly 15%
of all pediatric cancer deaths [1]. The distinctive clinical character-
istics of NB are variability in its behavior, ranging from spontane-
ously regressing tumors in a few patients to chemoresistant,
aggressive, and disseminated tumors in most cases [1,2].

The biological characteristics of NB are complex aneusomies,
aneploidies, and ploidy shifts acquired by the tumor cells, and
some of these chromosomal changes are known to be associated
with clinical behavior. The most commonly observed aneusomies
include gains of 17g and deletions or allelic losses of 1p and 11g
[1-9]. Combinations of these and other less prevalent genetic
changes are detected in different genetic and clinical subsets of
NB's, and shown to be associated with tumor phenotype [10,11].
Motwithstanding intensive investigation to map the shortest re-
gion of overlaps at deleted segments of 1p and 11q, a consistently

* Corresponding author. Address: Department of Medical Biology and Genetics,
Dokuz Eylul University, School of Medicine, 35340 Balcova, lzmir, Turkey, Tel.: 480
232 412 4605, mobile: +90 505 635 3435; fax: 490 232 412 4635,
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0304-3835/S - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016fj.canlet2011.11.013

involved candidate tumor suppressor gene has not yet been iden-
tified. Similarly, although PPM1D has been reported to be the most
likely target [12], genes with a recurrent oncogenic role at the min-
imal common region of gains at 17q remain to be identified. For
years, MYCN was the only oncogene known to be involved recur-
rently in approximately 22% of tumors, and the MYCN protein is
overexpressed via high copy number gains of the gene in tumors
with advanced stages and aggressive clinical behavior [13-16].

Anaplastic lymphoma kinase (ALK) is a membrane associated
tyrosine kinase receptor encoded by the ALK gene located in the
2p23 chromosomal region, proximal to the MYCN amplicon on
2p24.1 [17]. It was originally identified as part of the transforming
fusion tyrosine kinase, nucleophosmin-ALK, which is formed as a
result of the t{2:5)(p23:q25) translocation associated with ana-
plastic large cell lymphoma (ALCL) [18,19] Genome-wide scanning
for linkage at single nucleotide polymorphisms (SNPs) and bacte-
rial artificial chromosome (BAC)-array comparative genomic
hybridization (CGH) approaches revealed germline and activating
somatic mutations of the ALK gene in both hereditary and sporadic
NB [20-24]. Consistent, but less frequently occurring high-level
amplification of ALK was also detected. In addition, constitutive
and increased kinase activity of mutated ALK protein was shown
in these studies. Inhibition of some mutant forms of ALK in human
NB cell lines resulted in apoptosis and impaired cell proliferation,
demonstrating ALK a potential therapeutic target for this disease
[21].
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In this study, we analyzed the copy number changes of ALK in
relation to the copy number status of the 2p24.1 amplicon harbor-
ing DEAD box polypeptide 1 (DDX1), MYCN, and neuroblastoma-
amplified (NAG) genes in 90 primary tumors of sporadic NB cases
by multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA). In
addition, we performed mutation analysis of the ALK gene by di-
rectly sequencing exons 20-28 which cover the region that en-
codes the juxtamembrane and kinase domains.

2. Materials and methods
2.1. Patients and tumor samples

Patients presented between January 2000 and September 2010 at any one of
the 26 Turkish centers, and were registered with the Turkish Pediatric Oncology
Group (TPOG), Neuroblastoma Protocol. Histologically proven primary NB tumor
specimens from a total of 80 patients {54 boys and 36 girls) obtained during sur-
Eery or biopsy were subjected to copy number status and mutation analyses after
informed consent was obtained from the parents of each patient. The study was
approved by the Local Ethics Committee of Dokuz Eylul University, School of Med-
icine. The patients’ ages ranged from 1 month to 17.5 years, with a median of
18.5 months. All specimens were obtained at diagnosis prior to therapy as fresh
tumor samples {excisional biopsies from 85 cases and Tru-cut biopsies from five
cases). The samples were immediately frozen upon arrival to the laboratory and
stored at —80 °C. The patients were diagnosed and staged according to the Inter-
national Neuroblastoma Staging Systern (INSS) [25). Staging information was
available for 67 patients, the distribution of stages being as follows: stage 1(8 pa-
tients), 2 (10 patients), 3 (16 patients), 4 (28 patients), and 4s (5 patients). All of
the cases were classified according to the Intemational Meuroblastoma Pathology
Classification System {INPC) and the distribution of subtypes was as follows: 21
NB, undifferentiated; 24 NB, poorly differentiated; 16 NB, differentiating, and 29
NB, NOS.

22 Genomic DNA extraction

Genomic DMNA was extracted from frozen fresh tumor samples using a High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche, Germany), following the manufacturer's
instructions, Concentration and purity of isolated tumor DNA samples were quan-
tified by ND-1000 spectrophotometry (ManoDrop, Wilmington, DE, USA).

23. Multiplex ligation-dependent probe amplifi cation (MLPA)

Copy number status of ALK and the genes that reside in the 2p24 chromosome
band (NAG, DDX1, and MYCN) were determined by MLPA. Genomic DNA samples
{200 ng) were hybridized with MLPA P252 probe mix (MRC-Holland, The Nether-
lands) containing probes for NAG, DDX1, MY, and ALK genes as well as other loci
located on chromosomes 2 and 17. Detection of at least one segmental chromosome
aberration by one of the NB specific MLPA kits {P251, P252, and P253) according to
the guidelines suggested by Ambros et al. [26] (except threshold levels) or detection
of at least 50% clonal hyperdiploidy by FISH were used as criteria for sufficiently
detectable tumor DNA content, The MLPA kits contain probes for 19 chromosomal
regions located in 10 different chromosomes known to be recurrently involved in
NB [26]. The probe mixes also contain control probes complementary to chromo-
somal regions rarely altered in NB. Following the ligation step, samples were sub-
Jjected to PCR reactions using 6-FAM labeled common primer sets. Amplified PCR
products were separated with an Applied Biosystems 3130«| Genetic Analyzer,
and fragments were analyzed using GeneMapper software v4.0 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA ), The peak area data from GeneMapper software were im-
ported into a spreadsheet-based automated analysis program, Coffalyzer MLPA-
DAT v8 {MRC Holland, The Metherlands) with which data normalization and calcu-
lation of probe ratios were performed. The threshold ratio levels for copy number
status as established by the manufacturer were used. Probe ratios between 0.7
and 1.3 were defined as normal. Ratios below and above the normal range were de-
fined as deletion and gain, respectively, while ratios exceeding 10.0 were defined as
high copy number amplification.

24 Fluorescence in situ hybridization (FISH)

To confirm the MLPA results of the 2p24 amplicon, AISH targeting MY(N lo-
cus was performed for all tumor samples. A direct fluorochrome-labeled, dual
color DNA probe cocktail (Kreatech Biotechnology, Cat. No. KI-10706 or Q-Bio-
gene, Cat. No. PONC0O224) for MYCN -2p24 and reference loci {LAF-2q11 or a-sa-
tellite DMA at the centromeric region of chromosome 2) was hybridized to
touch-preparation slides of fresh tumor samples. Hybridizations and washings
were carried out according to the stringency conditions and the procedures rec-
ommended by the manufacturers. Dual-color fluorescent signals were detected
and analyzed under epifluorescence microscopy equipped with specific filter sets.

At least 200 interphase nuclei were analyzed and scored by two independent
investigators. As in the case of the MLPA analyses, samples having signal ratios
(MYCN copies relative to reference signals) of at least 10-fold were considered
as amplification.

235 DNA sequencing

Mutations in exons 20-28 of the ALK gene, which covers the juxtamembrane
and kinase domains, were examined in tumor genomic DNA's by direct sequenc-
ing analysis using an Applied Biosystems 3730« | Genetic Analyzer. Primer sets as
designed in a previous study by Chen et al. were used in eight different PR reac-
tions for each tumor sample [22]. Exons 21 and 22 were included in an amplicon
covered by a single primer pair. Mutant fragments were confirmed by bi-direc-
tional and repeated sequencing, establishing new PCR reactions, Sequence data
were analyzed via Mutation Surveyor v. 3.30 software ( SoftGenetics, LLC State Col-
lege, PA USA).

2.6 Statistical analyses

Biological relevance of genetic parameters investigated in this study was eval-
uated using Fisher's exact and McNemar's chbsquare(x“} tests,

3. Results
3.1. DDX1, MYCN, NAG, and ALK gene copy numbers

MLPA analysis revealed copy number alterations of the ALK
gene in 39 of the 90 NB cases (43.3%). All copy number alterations
of ALK were gains ranging between 1.33- and 4.03-fold except one
case in which a 15.69-fold amplification was observed (Supple-
mentary Tables 1 and 4). Fig. 1 shows the copy number status of
three genes at the 2p24.1 chromosome band in all cases that dis-
played ALK copy number alterations. For the ALK-amplified case,
MYCN, DDX1 and NAG genes were also found to be amplified. MYCN
amplification was detected in 17 cases (18.9%) and ALK status was
normal in only three of the 17 MYCN-amplified patients. In the 37
cases with ALK gain, the gain of at least one of the genes at 2p24.1
was also observed. In 35 patients (38.9%), MYCN and ALK copy
number alterations were detected together. Among cases with
MYCN amplification, DDX1 and NAG genes were found to be co-
amplified in 13 (76.5%) and 11 (64.7%) tumors, respectively. All
11 tumors with NAG amplification also had DDX1 amplification.
There was complete concordance between the FISH and MLPA re-
sults in all tumors with MYCN amplification. However, FISH and
MLPA results were discordant for three cases (case no: 38, 64,
and 118). While FISH analysis displayed single MYCN copy gain
in about 50% of the cells, MLPA peak ratios of MYCN locus were
close to the borderline in these three cases (Supplementary Tables
1and 2).

The frequency of ALK alterations and its association with the
status of genes residing in the 2p24.1 amplicon in NB's are given
Table 1. There was a highly significant association of ALK copy
number gains with gains of one or more of the genes at 2p24.1
(DDX1, MYCN or NAG) in MYCN-unamplified tumors (P < 0.000).
ALK gains were also found to be highly associated in tumors with
gains of all three genes together (DDX1, MYCN, and NAG)
(P < 0.000). The solitary gain of ALK with normal copy number sta-
tus of all other genes was observed only in one case (Fig. 1).

3.2. DNA sequence analysis of ALK

DNA sequencing of exons 20-28 of ALK (that codes the juxta-
membrane and kinase domains ) revealed two different nucleotide
substitutions in three out of 90 (3.3%) primary NB tumors ( Table 2).
Two nucleotide changes leading to amino acid substitutions
(F1245V and R1275Q) were in the tyrosine kinase domain. One
of the two cases with the ALK R1275Q mutation had MYCN ampli-
fication. In addition, a single nucleotide polymorphism (SNP)
rs3795850 (c.3375C > A), which is a synonymous coding variant,
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Fig. 1. Copy num ber status of the 2p24.1 chromosome band in relation to aberrant ALK status detected by MLPA, Mean value of probe ratio figures (pertaining to each gene) in
cells are haploid copy numbers of corresponding genes. Ratios between 0.7 and 1.3 are normal; ratios above 1.31 are gains: and ratios exceeding 10,00 are high copy number
(amplification) status of genes. The partial ideogram of chromosome 2p is shown at the top. The figure contains the 39 cases with ALK copy number change. Solitary change of
ALK starus was observed only in one case (case no, 163). All 38 cases with ALK gain or amplification had also gain or amplification of at least one of the genes at 2p24.1.

was detected in two cases. Only the variant allele was present in 4. Discussion
both of the tumor DNA samples. A matched blood sample

was available for one of the cases and sequencing of it Relatively recent findings on NB suggested that activation of the
displayed the AA genotype. This case had both MYCN and ALK ALK gene may contribute to tumor development through copy
amplifications, number alterations and specific mutations targeting the tyrosine
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Table 1
Frequency of copy number aberrations of ALK and its correlation with status of DDX1,
MYCN, and NAG (n=950).

ALK
Amp, (%) Gain (%) MNormal (%)
Total (%) 1{1.1) 38 (422) 51(567)

DOoX1
Amp, 13 (14.4) 1(1.1) 10(11.1) 2(22)
Gain 22 (24.4) i 19(21.1) 3(33)
Mormal 53 (61.2) L] 9(10.0) 46(512)
MYN
Amp. 17 (18.9) 1(1.1) 13(144) 3{33)
Gain 28 (31.1) 0 21(233) 7(17)
Normal 45 (50.0) 0 4(4.4) 41(458)
NAG
Amp. 11(12.2) 1(1.1) B(BE) 2(22)
Gain 22(24.4) 0 21(233) 1(1.1)
Mormal 57 (63.4) 0 9{10.0) 48(535)

(Amp.: amplification).

kinase domain. In genome-wide studies focusing on genetic aber-
rations of primary NB tumors, the ALK locus was identified as a
recurrent target for copy number gain and gene amplification
[20-23]. We have used MLPA to perform copy number analysis
of the NAG, DDX1, and MYCN genes residing on the 2p24.1 and
ALK gene on the 2p23.2 chromosome band in primary tumors of
sporadic NB cases. MLPA is sensitive enough to reproducibly detect
gain or loss of a single copy at multiple loci. Compared to DNA ar-
rays, it is more sensitive in terms of accurate copy number detec-
tion [27]. In previous studies, ALK copy number aberrations were
detected in 17-33% of tumors using locus-specific and genome-
wide scanning approaches [20-24,28,29]. In the present study,
42.2% of sporadic NB cases displayed ALK copy number gains and
ALK amplification was detected in only one case. The case with
ALK amplification also had MYCN amplification,

ALK amplification was detected in approximately 2-6% of the
cases regardless of disease stages [20,22,29-33]. Among a total of
709 previously published tumors screened for ALK mutations, only
12 tumors (1.7%) displayed ALK amplification [34]. Although the
presence of an aberrant copy number status that included amplifi-
cations was reported to be associated with an aggressive clinical
outcome [20,23], most of the ALK amplifications co-occurred with
MY amplification, A solitary amplification of ALK is so rare that it
was previously detected only in two cases in separate studies
[20,22]. Thus, the contribution of ALK amplification to NB patho-
genesis and its assodation with clinical phenotype remains to be
established. Weber et al. indicate that the frequency of gene co-
amplification on 2p24 in neuroblastoma is correlated directly to
the physical distance from MYCN [35]. Although DDX1, NAG genes
are close to MYCN and physical distance of them is under 1 Mb
(310 kb, 380 kb respectively), physical distance of ALK gene is al-
most 14 Mb. Based on his observation that MYCN and ALK loci were
localized in nuclei as separate amplicons for a single case, Chen
et al. stated that ALK amplifications actively contribute to the path-
ogenesis of NB rather than being secondary passenger events of
MYV amplifications [22]. It is hard to reach such a conclusion
based on the observation of signal topology per se for several rea-
sons. First, the 2p23 and 2p24.1 amplicons were non-contiguous

Table 2
Age, stage, and MY and ALK copy number status of cases with ALK mutations,

in all reported ALK and MYCN co-amplified tumors except for a sin-
gle case which had a 40.3 Mb contiguous amplicon [36]. Second,
independent non-contiguous amplicons on 2p are not restricted
to the 2p23 amplicon containing ALK in MYCN-amplified cases.
Chen et al. found six separate amplicons between the 2p25 and
2p13 chromosome bands in 16 MYCN-amplified tumors [37] and
it has been shown that tandemly repeated MYCN amplicons are
integrated within homogenously staining regions (hsr) on different
chromosomes or in extrachromosomal double minutes (dmin)
with the retention of a single copy at the resident site of the gene
[38-41]. Thus, amplicons ectopically integrated on various geno-
mic regions always manifest themselves in different territories of
interphase nuclei [42,43].

In our study, ALK gains were significantly associated with gains
of genes on the 2p24.1 amplicon in 90 sporadic NB cases. The ALK
copy number gain with normal status of all other lod investigated
was observed in only a single case. Our findings highly suggest that
copy number gains of ALK are due to chromosomal or segmental
imbalances. The short arm of chromosome 2 is involved in tumors
with segmental alterations and found to be gained in approxi-
mately 17-23% of the NB's from all clinical stages in genome-wide
studies using array based comparative genomic hybridization
(CGH) and high-density oligonucleotide based SNP arrays
[8,20,23,32,34]. Low level 2p gains encompassing the ALK locus
were found to be associated with poor survival or Stage 4 disease,
independent of the MYCN amplification status as shown in various
studies [34,44,45] and tumors with 2p gain had increased ALK
expression level [34]. In a group of 22 patients with high-risk dis-
ease, George et al. detected a gain of chromosome 2p in 50% of the
cases [30].

We detected two cases with R12750Q mutation and a case with
F1245V mutation. One of the cases with R1275Q mutation also had
MYCN amplification. In previous studies of primary cases and cell
lines, 18 different non-synonymous mutations leading to substitu-
tions at 11 different amino acid positions were detected [20-24]
(Table 3). Among 936 previously reported primary tumors, a total
of 67 samples (7.2%) had ALK mutations [20-24,34]. As of the time
of the preparation of this manuscript, R1275 and F1174 were the
most frequently detected mutations in all previously published
cases involving mutant ALK (41.8% and 37.3%, respectively). Con-
trary to primary NB samples, F1174 was the most frequent muta-
tion among 94 cell lines (58.6%) (see Supplementary Table 3).
Martinsson et al. reported a therapy-resistant case with aggressive
tumor progression which had the F1174S mutation in a metastatic
tumor sample [46]. The biopsy sample from the primary tumor
initially had wild type ALK and a partial copy-neutral loss of heter-
ozygosity (LOH) of 2p was also acquired during tumor progression,
thus rendering the metastatic sample homozygous for F1174S
mutation. The higher frequency of the F1174 mutation in cell lines
is probably due to a selective advantage of the mutation acquired
during in vitro passages or to the fact that they are mostly estab-
lished from advanced tumors. In the meta-analysis of 709 samples,
De Brouwer et al. found that ALK mutations were most frequently
observed in MYCN-amplified tumors and F1174 substitutions were
significantly higher in this group. For the group cases included in
this study, the frequency of MYCN amplification (17%) was lower
than the overall frequency seen in previously published studies

Case no. Age (months) INSS stage Exon Mutation Nucleotide substitution Haploid ALK copy number Haploid MYCN copy number
20 2 45 24 F1245V TTC > GTC 135 129
75 47 4 25 R1275Q CGA > CAA 135 3583

132 24 4 25 R12750Q CGA> CAA 1.16 119
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Table 3

Frequency of previously published ALK mutations in 936 primary tumors and 94 cell lines.

Amino acid substitutions Primary tumors (n936)

Cell lines (n=94)

Reference {primary tumors) Reference (cell lines)

R1275 28 9
F1174 25 17
F1245 & 1
171 2 -
D091 - 1
Al1234 i -
Y1278 2 =
M1166 1 -
K1062 - 1
R1231 1 -
R1061 i -

|20-24,33) |20-222433), CGP
[20-24,33) [20-222433], CcGP
[20-23 [21]

|20] -

- [20,21,33)

[21] -

[2433) -

[20] z

- [22]

[33] S

23] -

CGP: the study is the Cancer Genome Project (CGP) at the Wellcome Trust Sanger Institute (COSMIC; hetp:/ fwww sanger.ac.uk/genetics/CGP foosmic /).

that screen ALK mutations. Thus, the lower frequency of mutations
and the lack of F1174 substitution in our study are probably due to
a lower frequency of MYCN amplification in our group of cases.
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