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OZET

NOROBLASTOM HUCRE HATLARINDAKI miRNA EKSPRESYON
PROFILLERIYLE GENETiK PARAMETRELER ARASINDAKI ILISKILERIN
ARASTIRILMASI

Dokuz Eyliil Universitesi, T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD.
Balgova-izmir
ozkan.bagci@deu.edu.tr

Noroblastomda delesyona ugrayan bolgelerde, ¢ift vurus (double hit) hipoteziyle
uyumlu bir genin tanimlanamamasi ve noroblastom genetiginde siklikla yapisal ve sayisal
kromozomal aberasyonlarin gozlenmesine ragmen, gen mutasyonlarmin ¢ok nadir olarak
goriilmesi; son zamanlarda epigenetik degisimlerin arastirllmasina neden olmustur.
Noroblastom Orneklerinde simdiye kadar yapilan c¢alismalarda noral krest hiicrelerinin
farklilagma siirecinde rol oynayan genlerde herhangi bir mutasyonun (Phox2B hari¢) ve
Transkripsiyonel epigenetik bir degisimin saptanmamasi, bu genlerin, post-transkripsiyonel
epigenetik mekanizmalarla susturulabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizin temel amaci;
Noroblastomda siklikla delesyon gozlenen 11q veya 1p delesyonuna sahip olan hiicre hatlari
ile delesyonun gozlenmedigi hiicre hatlar1 arasindaki miRNA ekspresyon profillerini
belirlemek ve noral krest farklilagma yolaginda rol alan genlerin, ekspresyon degisikligi
gozlenen miRNA’larin hedefi olup olmadiklarimi belirlemektir. Calismamizda alt1
noroblastom hiicre hattinin kromozomal aberasyonlarinit MLPA yontemiyle saptadik. Hiicre
hatlarinin miRNA ekspresyon profillerini ise miRNA dizin ¢alismasi ile gerceklestirdik.
Calismamizin sonucunda 1p delesyonu olan hiicre hatlarinda, 1p delesyonu olmayan hiicre
hatlarina gore istatistiksel olarak anlamli artis gosteren 33 miRNA saptadik. Bu miRNA’lar
arasindan miR-410, miR-543, miR-495 ve miR-494’{in en az ii¢ geni hedef aldigin1 gosterdik.
Se¢ilen miRNA’lardan miR-543, miR-495 ve miR-494’lin ekspresyon artislarini ise gercek
zamanli PCR c¢alismas1 ile dogruladik. Sonug¢ olarak; noroblastomda siklikla gdzlenen 1p
delesyonunun, karsinogenez siireci bilinmeyen noroblastomun ortaya c¢ikis nedenine 1s1k
tutacagini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom,; 1p delesyonu; microRNA; 14932 lokusu



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE RELATIONS BETWEEN miRNA EXPRESSION
PROFILES AND GENETIC PARAMETERS IN NEUROBLASTOMA CELL LINES

Dokuz Eylil University, School of Medicine, Medical Biology and Genetics Department
Balgova-Izmir
ozkan.bagci@deu.edu.tr

Despite no gene being identified that is compatible with the double hit hypothesis and the
observation of frequent structural and numerical chromosomal aberrations in neroblastoma
genetics in areas that are encounter deletion in neuroblastoma; the rare appearance of genetic
mutations has led to the recent research of epigenetic changes. The fact that no mutations
(excluding Phox2B) have been found in the genes that play a role in the transformation
process of neural crest cells and no transcriptional epigenetic change has been determined in
the studies that have been done to date on neuroblastoma examples suggests that these genes
are able to be silenced with post-transcriptional epigenetic mechanisms. The main objective of
our study is to determine the miRNA expression profiles between the cell lines that have 11q
and 1p deletion, where deletion is frequently observed during neuroblastoma and the cell lines
in which deletion is not observed and to determine whether the genes that play a role in the
pathway of neural crest differentiation are the target of miRNA’s in which expression change
is observed. In our study, we determined the chromosomal aberrations of the six
neuroblastoma cell lines using the MLPA technique. We carried out the miRNA expression
profiles of cell lines with an miRNA array study. As a result of our study we determined that
in cell lines with 1p deletion show a statistically significant increase in contract to cell lines
without 1p deletion of 33 miRNA. We showed that from among these miRNA’s miR-410,
miR-543, miR-495 and miR-494 target at least 3 genes. We confirmed the expression
increases of miR-543, miR-495 and miR-494, from the selected miRNAs, with a real time
PCR study. In conclusion: we believe that the 1p deletion that is frequently observed in
neuroblastoma will shed light on the reason for the appearance of neuroblastoma for which
the carcinogenesis process is unknown.

Key Words: Neuroblastoma, 1p deletion; microRNA; 1432 locus



1.GIRIS ve AMAC

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Noroblastom (NB), noral krestten koken alip adrenal medulla ve sempatik sinir
sistemine hedeflenen noroektodermal hiicrelerin embriyonel bir tiimorii olup, ¢ocukluk cagi
kanser oOliimlerinin yaklasik %15’inden sorumludur. Timor sempatik sinir sisteminin
herhangi bir asmasinda gelisebildigi gibi, olgularin %65 nde abdomende gozlenir. Bunun yani
sira daha az siklikla boyun ve gogiis bolgesinde de tiimor yerlesim gosterebilmektedir. Noral
tiipiin dorsalinden ayrilan noral krest hiicreleri, gd¢ ettikleri bolgelerde periferal sinir
sisteminden, Schwann hiicreleri, melanosit ve ylize ait iskelet hiicrelerine kadar farkli hiicre
tiplerine farklilagabilen multipotent hiicrelerdir. Noral krest hiicrelerinin indiiklenmesinden,
farklilasma asamasina kadar olan siirecde rol alan genlerin birlikte hiyerarsik etkilesimi noral
krest gen diizenleyici ag1 (NC-GRN) olarak tanimlanmaktadir. Noral krest hiicrelerinden
baslayarak sempatik ndronlarin Oncelikle adrenerjik ve sonrasinda kolinerjik o6zellikler
kazanmasiyla son bulan farklilagma siirecindeki sapmalar néroblastomun farkli fenotiplerinin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Tiimoér dokusundaki néronal farklilasmanin derecesiyle,
hastaligin  klinik 6zellikleri ¢ok yakindan iliskilidir. Undiferansiye (farklilasmamis)
noroblastomlar en saldirgan timor oOzelligi sergilerlerken, ileri diizeyde diferansiye
(farklilagsmus) tiimorler ise hastaligin ¢cok daha iyi klinik 6zelliklerine sahiptir. Bu farklilasma
stirecinde rol alan baglica genler: kemik morfojenik proteinler (BMP2-BMP4), kemik
morfojenik protein reseptorleri (BMPRIA, BMPRIB, BMPR?2), PHOX2A, PHOX2B, tirozin
kinaz reseptorii A/B (TRKA-TRKB) ve ligandlar1 olan; sinir biiyiime faktorii (NGF), glia hiicre
kokenli norotrofik faktor (GDNF), nérotrofin-3 (NT-3), norotrofin-4/5 (NT-5), MTSSI,
DPYSL3, NRCAM, GATA3 ve kofaktori olan ZFPM?2 'dir.

Noroblastom tiimorlerinde diger kanserlerde gozlenen onkogen ve tiimor baskilayici
gen mutasyonlarina rastlanmamasina karsin, karyotipik degisikliklerden kaynaklanan
genomik dengesizlikler ve ploidi sapmalari ndroblastom genetiginin tipik o6zellikleridir.
Noroblastom tiimor hiicrelerinde tutarli bir sekilde degisiklige ugradig: bilinen tek onkogen

MYCN genidir. Yapilan sekans analizi ¢alismalarinda, MYCN geninin kodlayan sekanslarinda



mutasyon saptanmamistir. MYCN geninde meydana gelen genetik degisiklik, kopya sayist
artis1 seklinde olmaktadir ve NB hastalarinin yaklasik % 20-25’inde gézlenen MYCN geni
yiiksek kopya sayisi artis1 (amplifikasyon), ileri hastalik evresi, hizli tiimor progresyonu ve
kotii prognozla birliktelik gostermektedir. MYCN amplifikasyonu disinda, ndroblastom
prognozunda etkili oldugu diisiliniilen diger kromozomal aberasyonlar; 1 no’lu kromozomun
kisa kolunun (1p) kaybi, 17 no’lu kromozomun uzun kolunun (17q) kazanimi, kromozom 14q
kayb1 ve kromozom 11q nun kaybidir. Noroblastom’da siklikla delesyona ugrayan bolgelerde
yer alan aday genler iizerinde yapilan calismalarda da Knudson’in ¢ift vurus (double hit)

hipoteziyle uyumlu bir gen tanimlanamamustir.

MYCN geni disinda, son zamanlarda ortaya atilan kanitlar iki yeni aday genin, ALK
(Anaplastik Lenfoma Kinaz) ve PHOX2B genlerinin NB gelisiminde rol oynayabilecegini
gostermistir. Calismalarda ailesel ve sporadik ndroblastom olgularinda ALK geninin germinal
ve somatik mutasyonlar1 saptanmis ve ALK gen mutasyonlarinin MYCN geni amplifikasyonu
ile birliktelik gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica ALK kopya sayisindaki degisimlerinde
saldirgan klinik fenotiple ve ndroblastomun mortalitesi ile yiiksek derecede iliskili oldugu
vurgulanmigtir. Noral krest hiicrelerinin farklilagma siirecinin son agamalarinda gorev alan
genlerde meydana gelen mutasyonlarin, Konjenital Santral Hipoventilasyon sendromu
(CCHS) ve Hirschsprung sendromu (HSCR) gibi konjenital hastaliklarin olusmasina neden
olabilmektedir. Konjenital Santral Hipoventilasyon sendromu olgular1 iizerinde yapilan
calismalarda paired-like homeobox 2B (PHOX2B) geninde mutasyonlarin saptanmasi ve bazi
CCHS hastalarinda noroblastom goézlenmesi, PHOX2B nin ndroblastom patogenezinde etkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yapilan calismalarda ailesel ndroblastom olgularinin yaklasik
%6’sinda, PHOX2B’nin germline mutasyonlar1 tanimlanmis ve ailesel noroblastom olgular
icin ilk aday gen olarak One siirlilmiistiir. Ayni zamanda, PHOX2B’nin ¢esitli c¢erceve
kaymasi (frameshift) mutasyonlari ¢ok nadir olarak( ~%2) sporadik néroblastom olgularinda
gozlenmesine karsin, PHOX2B’ nin ndroblastomun onkogenez siirecinde rolii olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, NB patogenezinde rol oynadig: bilinen
MYCN ve bu siiregte etkili olabilecekleri diisiiniilen ALK ve PHOX2B genleri disinda,
hastaligin prognozu ile 1ilgili herhangi bir gen tanimlanamamistir. Bu durum NB’un

karsinogenez siirecinde epigenetik mekanizmalarin etkili olabilecegini diisiindlirmektedir.



1.2. Arastirmanin Amaci

Noroblastomda delesyona ugrayan bolgelerde, cift vurus (double hit) hipoteziyle
uyumlu bir genin tanimlanamamasi ve noroblastom genetiginde siklikla yapisal ve sayisal
kromozomal aberasyonlarin gdézlenmesine ragmen, gen mutasyonlarinin ¢ok nadir olarak
goriilmesi; son zamanlarda epigenetik degisimlerin Ozellikle tiimor baskilayic1 genler
tizerindeki etkisinin aragtirilmasina neden olmustur. Epigenetik mekanizmalar ile genlerin
sustrurulmasi; temel olarak Transkripsiyonel ve post- transkripsiyonel mekanizmalar olmak
tizere iki sekilde gerceklesmektedir. Transkripsiyonel mekanizmalar, Histon proteinlerinin
modifikasyonlart ve DNA metilasyonu (hipermetilasyon ya da hipometilasyon) ile
gerceklesebilirken, post-transkripsiyonel mekanizmalar RNA interferans araciligiyla
gerceklesir. RNA interferans yontemi ile genlerin susturulmasinda rol alan temel
elemanlardan birisi de mikroRNA’lardir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda,
noroblastomda etkisi olabilecekleri diisliniilen; CASPS, RASSFIA, CD44, TSP-1, PTGER?2
gibi genlerin promotdr sekanslarinin hipermetile olarak susturuldugu bulunmustur. Bu
durumun aksine, noroblastom Orneklerinde simdiye kadar yapilan ¢alismalarda ndral krest
hiicrelerinin farklilasma stirecinde rol oynayan genlerde herhangi bir mutasyonun (PHOX 2B
hari¢) ve transkripsiyonel epigenetik bir de8isimin saptanmamasi, bu genlerin, post-

transkripsiyonel epigenetik mekanizmalarla susturulabilecegini diisiindiirmektedir.

Biz calismamizi ti¢ amag ¢ergevesinde gerceklestirdik. Bunlar;

e Noroblastom hiicre hatlarimin (CHP-126, IMR-32, KELLY, MHH-NB-11, SH-SY5Y,
SIMA) MLPA yontemiyle kromozomal aberasyonlarini saptamak,

e MLPA sonuglarina gore, ndroblastomun prognozunda etkili oldugu diisiiniilen, 11q veya
lp delesyonuna sahip olan hiicre hatlar1 ile delesyonun goézlenmedigi hiicre hatlari
arasindaki miRNA ekspresyon profillerini belirlemek,

e Noral krest hiicrelerinin farklilagma yolaginda rol alan genlerin, istatistiksel olarak

ekspresyon degisikligi gozlenen miRNA’larin hedefi olup olmadiklarini belirlemek.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Hipotez 1: 1p ve 11q delesyonlarinin néroblastom’un prognozunu etkiledigi bir¢ok ¢alisma
ile gostermekle birlikte, MYCN amplifikasyonuyla siklikla birliktelik gosteren 1p veya MYCN
amplifikasyonuyla siklikla birliktelik gostermeyen 11q delesyonuna sahip hiicre hatlar ile

delesyonun gozlenmedigi hiicre hatlar1 arasinda miRNA ekspresyon profilleri farkli olabilir.

Hipotez 2: Noroblastom’un genetik yapisinda c¢ok simirli sayida gende mutasyon
gozlenmektedir. Bu nedenle patolojik siliregte rol oynayabilecek bazi Onemli genler

miRNAlar aracilig1 ile epigenetik olarak susturulmus olabilir.

Hipotez 3: 1p delesyonunun noroblastomun farklilagsma siireci ile iligkili oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Bununla birlikte, noral krest hiicrelerinin farklilagma siirecinde rol
alan genler {izerinde giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda (PHOX2B geni hari¢) mutasyon ve
epigenetik olarak metilasyon saptanmamistir. Bu nedenle farklilagsma siirecinde rol alan genler

miRNA’larin hedefi olabilir.



2.GIRIS ve GENEL BiL.GILER

2.1. Noroblastom’un Tarihcesi ve Epidemiyolojisi

Malign bir ¢cocukluk ¢agi hastalig1 olarak néroblastomun tarihi Alman patolog R.L.K
Virchow’ un 1864 yilinda yaymlamis oldugu “Beyin epifizi ve bobrek iistii bezlerinin
hiperplazisi” isimli makalesine dayanmaktadir. Virchow makalesinde adrenal medullada
meydana gelen, bobrek iistii bezlerindeki nodiillere dikkat ¢ekmis, adrenal medullanin olagan
bilesenlerinin disinda, bazi durumlarda yiiksek miktarda sempatik hiicrelerin bulunmasini
tanimlamak iizere ¢alismalarda bulunmustur. “Néroblastom™ terimini ilk olarak 1910 yilinda
kullanan J.H. Wright, embriyo olusumu sirasinda primitif sinir hiicrelerinin go¢ etmesiyle,
viicudun degisik bolgelerinde tiimoral bir olusumun meydana gelebilecegine dair ¢alismalarda

bulundu [1].

Pediatrik kanserlerde en sik goriilen kanser tiirleri 16semi (%30-35) ve merkezi sinir
sistemi tlimorleri (%30) olup, diger kanser tiirlerinin biiyiik ¢ogunlugu ise lenfomalar,
sarkomlar ve noroblastom gibi embriyonal tiimdrler grubundandir [2]. Noroblastom, merkezi
sinir sistemi tiimorlerinden sonra en yaygin ikinci solid timordiir ve 15 yas altindaki tani
almis tiim c¢ocukluk cagi kanserlerin %7.2 sinden sorumludur. Amerikan Ulusal Kanser
Enstitlisti’niin hazirlamis oldugu rapora gore, ndéroblastomun yillik insidansi 15 yas altindaki
cocuklar i¢in milyonda 10.2 olarak hesaplanmistir. Erkekler i¢in bu oran milyonda 10.3 iken
kizlarda 10.1°dir. Yasa gore gruplama yapildiginda insidans oranlari; 0-4 yas i¢in milyonda
19.6, 5-9 yas icin 2.9 ve 10-14 yas i¢in 0.7 olarak bulunmustur [3]. Tiirkiye’deki 2002-2005
pediatrik tiimor kayitlarina gore, 1435 cocukluk ¢agi tiimorlerinin % 10.6 ‘smin sempatik

sinir sistemi kokenli oldugu saptanmistir [4].

2.2. Noroblastom’un Biyolojik Ozellikleri

Noroblastom (NB), noral krestten koken alip adrenal medulla ve sempatik sinir
sistemine hedeflenen ve siklikla (%99) sporadik olarak ortaya c¢ikan ndroektodermal
hiicrelerin olusturdugu embriyonel bir tiimortidiir. Tiimor sempatik sinir sisteminin herhangi
bir yerinde gelisebildigi gibi, ¢cogunlukla %65°’i abdomende goézlenir, bu oranin biiyiik bir
boliimiinii ise adrenal medulla olusturur. Diger yaygin bolgeler ise boyun ve gogiistiir [5-7].
Noroblastom klinik ve biyolojik 6zellikler bakimindan oldukga heterojen bir yapiya sahip
olan gizemli bir tiimordiir. Metastatik 6zellik kazanmamis, bdlgesel olan tiimorler siklikla

asemptomatik Ozelliklere sahip olup, herhangi bir tedavi siireci gerektirmeksizin benign



histolojik davranis sergileyerek kendiliginden gerileyebilir yada farklilasabilir. Diger yandan
ozellikle 18 aydan biiyiikk cocuklardaki metastatik noroblastom olgulart ise tiim tedavi
cabalarina ragmen siddetli sistemik bir hastalifa neden olarak agresif oOzellikler
gosterebilmektedir [8-12]. Spontan regresyon Ozelligi diger kanser tiirlerine gore
noroblastomda c¢ok daha siklikla goriilmesine ragmen bunun nedeni giliniimiizde anlasilmig
degildir [13]. Histolojik olarak farklilasmis noroblastik tiimorlerde Schwann hiicresi stromasi
yaygin olarak gézlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda Schwann hiicrelerinin néronal hiicrelerin
diferansiyasyonunu indiikledigi ve proliferasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [14]. Ancak,
stromal bilesenin kaynagi ve stroma varliginin bir sonu¢ mu yoksa neden mi oldugu heniiz

bilinmemektedir [15].

2.3. Noroblastom’un Genetik Ozellikleri

Noroblastom, biolojik 6zelliklerinde oldugu gibi genetik ag¢idan da son derece
kompleks bir yapiya sahiptir.Segmental kromozom aberasyonlari, MYCN geni amplifikasyonu
ve sayisal kromozomal degisiklikleri gibi bazilar1 hastaligin prognozunu ve tiimor biolojisini
etkileyen somatik genetik degisiklikler icermektedir [16,17]. Yapilan c¢alismalarda
ndroblastom da saptanan ilk kromozomal aberasyon 1p delesyonudur, 1p delesyonu gosteren
olgular iizerinde daha sonra yapilan dizin ¢aligmalarinda 1p36 bandinin delesyona ugrayan en
kiigiik ortak bolge oldugu saptanmistir [18-20]. Riley ve arkadaslarinin ndroblastomda
prognostik faktorleri saptamak i¢in yaptiklar: literatlir ¢alismasi sonucunda 31 prognostik
faktor rapor etmisleridir. Prognostik faktorlerden altis1 genetik aberasyonlardan olugmaktadir.
Bunlar ploidy, MYCN geninin amplifikasyonu, 1 no’lu kromozomun kisa kolunun (1p) kaybz,
17 no’lu kromozomun uzun kolunun (17q) kazanimi, kromozom 14q kayb1 ve kromozom 11q

nun kaybidir [21].

2.3.1.DNA ploidisi:

Noroblastom DNA icerigi agisindan, near-diplodi (%45) ve near triploid-hiperdiploid
(%55) olarak ikiye ayrilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, near triploid timor hiicrelerinin
mitoz defektlerine sahip oldugu ve yapisal genetik aberasyonlar olmaksizin tam bir
kromozom kazanimi veya kaybu ile karakterize oldugu ve hastalarinin uzun dénem yasam ile
iligkili oldugu gosterilmis iken, near-diplodi timoérlerin MYCN amplifikasyonu gibi daha ¢ok
yapisal kromozom anomalileriyle karakterize olan genomik kararsizlia sahip oldugu ve

hastalarinin yagam siiresinin kisa oldugu tanimlanmaistir [22-24].



2.3.2.1p allelik kaybi:

1p delesyonlar1 yalnizca NB tiimorlerinde degil, ayn1 zamanda hematolojik maliniteler
ve solid tlimorler de dahil ¢ok sayida neoplastik hiicrelerde gozlenmektedir [22]. 1p delesyonu
tiim noroblastom olgularinin yaklasik %35’inde goriilmektedir [25,26]. Noroblastomda 1p
delesyonunun bagimsiz prognostik faktor olarak dnemi konusunda ¢alismalar tartismalidir.
Bazi galismalarda 1p kaybinin sagkalim {izerindeki olumsuz etkisinin MYCN amplifikasyonu
gozlenen tiimdrlerle sinirl oldugu saptanmigtir [22,25-27]. Diger yandan baska ¢aligsmalarda,
1p delesyonunun bagimsiz olarak diisiik sag kalimla iliskili oldugu ve MYCN amplifikasyonu
olmaksizin 1p delesyonunun varligi gosterilmistir [28-29]. Yapilan bir diger ¢aligmada intakt
kromozom 1p’nin, 1p delesyonuna sahip noroblastom hiicre hattina tarnsfer edildiginde
hiicresel ~diferansiyasyonun ve apopitozun indiiklendigi gosterilmis ve ndroblast

diferansiyasyonunun kromozom 1p ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir [30].

2.3.3.MYCN Geni amplifikasyonu:

MYCN onkogeni amplifikasyonu ndroblastom tiimorlerinin yaklasik %20-25’inde
gbzlenen bir Ozelliktir. Bu anomalinin hastaligin ilerlemis evresiyle birliktelik gosterdigi
bilinmektedir [31,32]. MYCN amplifikasyonu evre 3 ve 4 tiimorlerinde %30-40 oraninda
bulunurken daha diisiik evrelerdeki (evre 1, evre 2 ve evre 4S ) timorlerde %4-8 oraninda
meydana gelmektedir [22,27]. MYCN amplifikasyonunun neden agresif timor biolojisi ile
iligkili oldugu tam olarak bilinmemesine ragmen, normalde ¢ok smirli olarak embriyonik
gelisim sirasindan eksprese olan MYCN geninin, transgenik farelerde yapilan ¢aligmalarda
asirt eksprese olmasiyla noroblastomun gelistigi saptanmistir [33,34]. Bu durumun,
amplifikasyona bagli olarak meydana gelen ve bir transkripisiyon faktorii olan N-myc
proteinindeki artigin hiicre proliferasyonu ve biiylimesini saglayan genlerin ekspresyonundaki

artisa neden olmasiyla meydana geldigi gosterilmistir[35].



2.3.4.11q allelik kaybt ve 17q kazanimi:

Noroblastom olgularinin % 60’dan daha fazlasinda 17. kromozomun tamaminin veya
17q kolunun kismi bir pargasimnin kazanimi goézlenirken, kromozom 11q kaybi olgularin
yaklasik %40’inda gosterilmistir. 11. kromozomun tamaminin kaybi diisiik evreli tiimorlerde
goriiliirken, dengesiz 11q kaybi siklikla MYCN amplifikasyonu olmayan ileri evre tiimdrlerde
gozlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda 11q delesyonuyla olumsuz klinik parametreler arasinda
giiclii bir iliski bulunmus ve kromozom 11q kayb1 MYCN amplifikasyonu ile ters yonde
korelasyon gosterdigi vurgulanmistir [22,36-40]. Buna ilaveten, 11q kaybinin, 7q ve 3p
kazanimi ve 4p kaybi ile anlamh bir sekilde iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica 17q
kazanimi, 11q olgularinda siklikla t(11q;17q) dengesiz translokasyonuna neden olurken,
MYCN amplifiye olgularda ise t(1p;17q) dengesiz translokasyonuna neden olmaktadir [41-
42]. Diger yandan, 17q kazanim1 daha cok ileri evre tiimorlerle ve MYCN amplifikasyonu ile
iliskili iken, 17. kromozomun tamaminin kazanimi ise daha c¢ok disiik evre tiimorlerle
iligkilidir [41].

Noroblastom yukarida belirtilen kromozomal degisimlerin yan1 sira, 3p,4p,9p ve 14q
delesyonu ve 1q, 7q ve 12p kazanimi gibi bir¢ok yapisal kromozom anomalileri de
icerebilmektedir. Bu degisimlerin hastaligin klinik davranisi ile iligkili olabilecegine dair
calismalar mevcuttur [43-47]. Son zamanlarda genis Ol¢ekli genom calismalart (MLPA, SNP-
dizin ve dizin-CGH gibi) ile yapilan tiimér analizlerinde, noroblastomda tanimli olan genetik
aberasyonlarin  hastaligin prognozunda soliter olarak degerlendirilmesinden ziyade,
birlikteliklerinin g6z Oniine alinmasiyla ve klinik parametreler ile iligkisi dikkate alinarak

yeniden risk gruplamalar1 yapilmaya baglanmistir [48-50].

2.3.5.Anaplastik Lenfoma Kinaz (ALK) ve paired-like homeobox 2B (PHOX2B) gen
Mutasyonlari:

Noroblastomda yapisal ve sayisal kromozomal degisimler siklikla gozlenmesine
ragmen, gen mutasyonlart ¢ok nadir olarak goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda ailesel ve sporadik ndroblastom olgularinda ALK geninin germline ve somatik
mutasyonlart saptanmis ve ALK gen mutasyonlarinin MYCN gen amplifikasyonu ile
birliktelik gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica ALK kopya sayisindaki degisimlerinde agresif
klinik fenotiple ve noroblastomun mortalitesi ile yiliksek derecede iligkili oldugu
vurgulanmigtir. Noroblastom hiicre hatlar1 iizerinde yapilan ¢alismalarda da RNA interferans

yontemiyle, ALK ‘nin kismi susturulmasinin, mutant ALK ag¢isindan pozitif olan néroblastom
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hiicrelerinin prolifrerasyonunu baskiladig1 ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bu durum
ALK’nm tirozin-kinaz bdlgesinin potansiyel bir terapotik hedef olabilecegi 6ngoriisiinii ortaya
cikarmistir. Bu amagla NVP-TAE684, PF-02341066 gibi ALK inhibitorleri gelistirilmis ve
erken faz denemeleri klinik Oncesi modellerde c¢alisilmaktadir [36,51-57]. Noral krest
hiicrelerinin farklilagsma siirecinin son asamalarinda gorev alan genlerde meydana gelen
mutasyonlarin, Konjenital Santral Hipoventilasyon sendromu (CCHS) ve Hirschsprung
sendromu (HSCR) gibi konjenital hastaliklarin olusmasina neden olabilmektedir. Konjenital
Santral Hipoventilasyon sendromu olan olgular iizerinde yapilan ¢alismalarda paired-like
homeobox 2B (PHOX2B) geninde mutasyonlarin saptanmasi ve bazi CCHS hastalarinda
noroblastom gdzlenmesi, PHOX2B’nin ndroblastom patogenezinde etkili olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Yapilan ¢aligmalarda ailesel ndroblastom olgularinin yaklasik %6’sinda,
PHOX2B’nin germline mutasyonlar: tanimlanmis ve ailesel néroblastom olgular i¢in ilk aday
gen olarak oOne siirlilmiistir. Ayn1 zamanda, PHOX2B’nin c¢esitli ¢ergeve kaymasi
(frameshift) mutasyonlar1 ¢ok nadir olarak (%?2.3) sporadik ndroblastom olgularinda
gozlenmesine karsin, PHOX2B’ nin ndroblastomun onkogenez siirecinde rolii olabilecegi ileri

stiriilmiistiir [58-62].

2.4. Noral Krest Gelisimi ve Noroblastom

Noroblastom, embriyonel gelisim sirasinda sempatik sinir sistemi ve adrenal
medullada bulunan kromaffin hiicrelerine farklilasacak olan noral krest hiicrelerinin
farklilasmasinin engellenmesi sonucunda olusan embriyonel bir tiimordiir [63,64]. Noral
tipiin dorsalinden ayrilan noral krest hiicreleri, go¢ ettikleri bolgelerde periferal sinir
sisteminden, schwann hiicreleri, melanosit ve yiize ait iskelet hiicrelerine kadar farkli hiicre
tiplerine farklilasabilen multipotent hiicrelerdir. Noral krest hiicrelerinin indiiklenmesinden
farklilasma asamasina kadar olan siiregde rol alan genlerin birlikte hiyerarsik bir etkilesimi
noral krest gen diizenleyici ag1 (NC -GRN) olarak tanimlanmaktadir [65]. Embriyonik gelisim
sirasinda noral krest hiicrelerinin nihai karakteristik Ozelliklerini kazanmasi gastrulasyon
evresinde meydana gelmektedir. Bu evrede néral krest hiicrelerini olusturacak olan ndral
tabaka smniri, kenarlardan noéro-ektoderm ve non-noral ektoderm, alttan ise Paraxial
mesoderm ile kusatilmistir. Noral tabaka sinirinda non-noral ektoderm ve mezodermden
sentezlenen FGF ve WNT ailesi sinyal molekiilleri, noral tabaka sinirindaki hiicrelerin noral

krest onciillerine farklilasmasini indiikler. Bu siire¢ noral tabaka sinirindaki hiicrelerin Msx1,
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Msx2, Pax3, Pax7, Zicl transkripsiyon faktorlerinin sentezine neden olarak, noral krest
hiicrelerinin dorsale dogru go¢ ederek noral tlipli olusturmasina neden olur. Bu transkripsiyon
faktorlerinin ifade edilmesi ayni zamanda noral krest belirtegleri olarak da bilinen Sox9,
Sox10, Snail, Snai2 ve FoxD3 genlerinin transkripsiyonuna neden olur. Bu genler temel
olarak noral krest hiicrelerin gé¢ etmesinden sorumludur (sekil-1). Sonug olarak gd¢ eden
noral krest hiicreleri sempatik ganglia ve adrenal bezlere yerleserek sempatik noronlara ve
noronal dzelliklerini kaybederek tirozin hidroksilaz ve dopamin beta-hidroksilaz sentezinden
sorumlu adrenal kromaffin hiicrelerine farklilasir [66-71].

. Noral tabaka siniri .
Non-néral ektoderm Noéroektoderm

‘ Noral katlanma

-
Paraksial mezoderm NOral tabaka J

Noral krest hiicreleri

somit
Noral tip -
Notokord

Sekil -1: Noral krest hiicrelerin olusumu ve go¢ etmesi [68].
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2.5. Sempatik Noronlarin Farklhilasmasi ve Noroblastom Gelisimi

Sempatik sinir sistemi, ganglia’da organize olmus sempatik noronlar ve bobrek {istii
bezlerinde olusan néroendokrin kromaffin hiicrelerinden olusur. Bu sempatonéral fenotipin
gelismesi, Phox2B, MASH-1, GATA3, Hand2 ve MYCN gibi ¢oklu transkripsiyon
faktorlerinin indiiklemesi yoluyla meydana gelmektedir. Bu siire¢ esnasinda heniiz
olgunlagmasin1 tamamlamamis sempatik noronlar, ligandi sinir biiylime faktéri olan
(NGF)’ye bagli olarak TrkA reseptOriiniin ekspresyonunu baslatarak hayatta kalmalarinm
saglarlar. Ve olgunlasmis sempatik noronlar sinir u¢larindan ndrotransmitter-ndroepinefrin
(katekolamin) maddelerin salinimi ve sentezini gerceklestirecek sekilde adrenerjik bir 6zellik
kazanirlar. Bu siiregde karakteristik sempatik belirte¢ler olarak bilinen tirozin hidroksilaz
(TH) ve dopamin B-hidroksilaz(DBH) enzimleri énemli roller iistlenirler. Bu farklilagma
siirecinin son asamalarinda adrenerjik 6zellige sahip ndronlar asetilkolin senteziyle ilgili bir
enzim olan kolin asetiltransferazin (ChAT), ekspresyonuyla asetil kolin’in hem sentezlenmesi
hem de salinmasi yetisine sahip olarak kolinerjik 6zellik kazanirlar. Sempatik néronlarin tiim
bu farklilagma siirecindeki sapmalar noroblastomun farkli fenotiplerinin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu diisiiniilmektedir (sekil-2). Calismalar Noroblastomun gelismesi i¢in, normal
sempatik diferansiyasyon regiilasyonunun bozulmus olmasinin zorunlu oldugunu gostermistir

[72].

Phox2B
. MASH-1
Uyarici faktorler BMPs Phoxats Hand2
MYCN
MYCN NGF

e — i A—

Noral krest/dnculler .
Noranal :

MYCN
...................................................................................................................................................... Cholinergic switch
Sempatik néron [TNEISTE sympathoadrenal progenitors Apathetic neuron ]
farkhlagmasinin
evresi Farklilasma defektleri Genetik aberasyonlar
NOROBLASTOM
Progression | Regression
. 3
Dedifferentiation Differentiation
Hypoxia, cortisol Retinoic acikd. NGF, cAMP-inducing factors, NO
Aggressiveness
X ——

Sekil-2: Sempatik néronlarin farklilagmasi ve noéroblastomun gelisimi [64].
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Tiimdr dokusundaki ndronal farklilasmanin derecesi, hastaligin klinik 6zellikleri ile yakindan
iligkilidir. Undiferansiye noroblastomlar en agresif tiimor 6zelligi sergilerler, bu timoérlerde
olgunlagsmis néronlarin morfolojik 6zellikleri ve katekolaminlerin sentezinde gorevli enzimler
olan Tirozin hidroksilaz ve dopamin B-hidroksilaz’in ekspresyonlar1 gozlenmez ve dolasiyla
adrenerjik Ozelliklere sahip degillerdir. Bunun aksine kotii diferansiye ndroblastomlar, bazi
néronal morfolojik 6zelliklere ve TH ve DBH ekspresyonlarini sahip olup adrenerjik
karakterizasyonuna sahiptirler. En az malign klinik 6zelliklere sahip diferansiye tiimorler ise,
adrenerjik Ozelliklerin ortadan kalkmasi/azalmasi1 ve kolinerjik fenotipin artmis olmasi ile

karakterizedir [72].

2.6. Sempatik Noronlarin Farkhlasma Siirecinde Rol Alan Genler

Noral krest hiicrelerinin go¢ etmesini ve farklilasmasini baslatan ilk sinyal
molekiilleri kemik morfojenik proteinler (BMP2-BMP4) ve onlarin reseptorleridir (BMPR1A,
BMPRI1B, BMPR2). BMP’ler néroblastomun farklilasmasini indiikleyen retinoik asidin direkt
bir transkripsiyonel hedefidir. Noroblastom olgularinda ekspresyon artisi goézlenen DAN
domain ailesi iiyeleri, BMP nin inhibitorleridir. Sempatik ndronlarin terminal farklilasma
siirecine neden olan noérogenik programin regiilasyonun da bazi helix-loop-helix
transkripsiyon faktorleri (ASCL1, Phox2A, Phox2B) 6nemli rol iistlenirler. Ayrica BMP2 ve
BMP4’in ASCL1 ve PHOX2B genlerinin ekspresyonu ic¢in gerekli oldugu saptanmistir.
PHOX2A ve PHOX2B genleri, spesifik olarak adrenerjik 6zelliklere sahip ndronlarda eksprese
olarak tirozin hidroksilaz ve dopamin B-hidroksilaz genlerini aktive ettikleri rapor edilmistir

[64,73-75].

Noroblastom hiicrelerinin farklilagmasinda en iyi karakterize edilen faktorler arasinda,
tirozin kinaz reseptorii (7RK) ve onun ligandlar1 olan; sinir biliylime faktori (NGF),
norotrofin-3 (NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-5) oldugu belirtilmisdir. Noroblastom olgularinda
TRKA ve TRKC’ nin ekspresyon eksikliginin kotli prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur.
Noroblastom hiicre hatlarinin da genellikle TRK gen ailesinin ndrotrofin reseptorlerinin
fonksiyonel olmadigi ve NGF, NT-3 ve NT-5 gibi norotrofinlerle uyarildigi zaman
farklilasmanin ger¢eklesmedigi gézlenmistir. Farklilagsma siirecinde glial-hiicre hatti- kdkenli
norotrofik faktdr’in  (GDNF) RET proto-onkogenini aktive etmesiyle ndroblastlarin

diferansiyasyonuna neden olmaktadir. Buna ilaveten GDNF, kirpiksi norotrofik faktor
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(CNTF) ile birlikte TRKA’nin ekspresyonunu artirmada islev gérmektedir. MYCN onkogeni
noroblastomda hiicre farklilagmasini bloke eden en giiclii endojen olup, TRKA geninin
ekspresyonunu baskilamaktadir. Farklilasmanin bloke edilmesi, MYCN’in TRKA geninin
promotor bolgesine histon deasetilaz 1 (HDACI1)’i toplamasi yoluyla transkripsiyonu
baskilayarak gergeklestirmektedir. Buna ilaveten MYCN’in GDNF’nin sinyal mekanizmasini

diistirdiigii gosterilmistir.

Fyn non- reseptdr kinase, noroblastom hiicre farklilasmasinda rol oyanayan diger
onemli bir oyuncu olup, Fyn’nin yiiksek ekspresyonu ve yiliksek Fyn kinaz aktivitesinin
sadece diisiik evre noroblastom olgulari ile smirlidir. Doku transglutaminaz genininde
noroblastom ve 16semi hiicre farklilagsmasinda gerekli oldugu gosterilmis olup, bu genin
baskilanmast N-Myc indiiklenmis ndroblastom hiicre farklilagsmasinin baskilanmasi igin
gerekli oldugu gosterilmistir [76]. Buna ilaveten Vermeulen ve arkadaglarinin, yaklagik 700
NB hastasinin mikro-dizin gen ekspresyonu verisini iceren yedi farkli yayinlanmig ¢alisma
tizerinde yaptiklar1 analizde, PTN, NRCAM, DPYSL3, MTSS1, DDC, NTRKI ve MAPT
genlerinin noronal farklilasma ile iliskili oldugu ve disik evre tiimorlerde, ileri evre
timorlere gore daha yliksek diizeyde eksprese olduklarini rapor etmislerdir [77]. NB’un
olusum siirecinde etkisi oldugu diisiiniilen, noral krest hiicrelerinin farklilasma yolaginda rol
alan genler {izerinde giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda (PHOX2B geni hari¢) mutasyon
saptanmamakla birilkte, promotdr bolgelerinde metilasyon gosterilmemistir [60,78-82]. Noral
krest hiicrelerinin sempatoadrenal sisteme farklilasmasinda rol alan genler Tablo-1’de

verilmistir.
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Tablo -1: Noral Krest Hiicrelerinin Farklilagsma Siirecinde Rol Alan Genler

Genin sembolii Genin ad1 Gene ID
BMP2 Bone morphogenetic protein 2 ~ ENSG00000125845
BMP4 Bone morphogenetic protein4 ~ ENSG00000125378

BMPRIA Bone morphogenetic protein ENSG00000107779
receptor, type [A
BMPRIB Bone morphogenetic protein ENSG00000138696
receptor, type IB
BMPR2 Bone morphogenetic protein ENSG00000204217
receptor, type II
GDNF Glial cell derived neurotrophic =~ ENSG00000168621
factor
PHOX2A Paired-like homeobox 2a ENSG00000165462
PHOX2B Paired-like homeobox 2b ENSG00000109132
TRKA/NTRKI Neurotrophic tyrosine kinase, ENSG00000198400
receptor, type 1
TRKC/NTRK3 Neurotrophic tyrosine kinase, ENSG00000140538
receptor, type 3
NT3/NTF3 Neurotrophin 3 ENSG00000185652
GATA3 GATA binding protein 3 ENSG00000107485
ZFPM2/FOG2 Zinc finger protein, multitype 2 ENSG00000169946
NGF Nerve growth factor ENSG00000134259
RARA Alpha retinoic acid receptor, ENSG00000131759
PTN Pleiotrophin ENSG00000105894
NRCAM Neuronal cell adhesion ENSG00000091129
molecule
DPYSL3 Dihydropyrimidinase-like 3 ENSGO00000113657
MTSS1 Metastasis suppressor 1 ENSG00000170873
DDC Dopa decarboxylase ENSG00000132437
MAPT Microtubule-associated protein ~ ENSG00000257437

tau

16


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000105894
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000091129
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000113657
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000170873
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000132437
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000257437

2.7.MikroRNA’lar (miRNA) ve Genel Ozellikleri

miRNA’lar yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda protein kodlamayan ve gen ifadesini
transkripsiyon sonras1 negatif olarak regiile eden kisa RNA’lardir. Ik defa C.elegans’m
gelisimini ¢alisan Lee ve arkadaslar tarafindan 1993 yilinda tanimlanmustir. ilk tanimlanan
miRNA, lin-4’ diir [83-86]. Hali hazirda miRBase release 18 veri tabaninda kayith 1.921
olgun insan miRNA sekanst tanimlanmistir. Mikro RNA’lar gen ifadesinin post-
transkripsiyonel olarak diizenlemesinin yani sira, organizmanin gelisimsel siirecinde,
farklilasma, apoptoz, hiicre proliferasyonu ve kanser gibi bircok genis biolojik siireclerde rol
oynayabilmektedirler [87-89].

mikro RNA larin biolojik olusum siireci, hiicre ¢ekirdeginde baslayip sitoplazmada
son bulan bir dizi islemler sonucunda meydana gelmektedir [90]. Cogu miRNA RNA
polimeraz II tarafindan yaklasik 1kb uzunlugunda pri-mirna olarak transkribe olur. Olusan bu
pri-mirna’lar mRNA ¢ lara benzer sekilde 5’ uclarinda 7metil gunanozin ve 3’ uclarinda ise
poli adenozin tasir. Pri miRNA daki hairpin yapisi Rnaz 3 enzimi olan Drosha tarafindan
taninir ve kesilir. Sonugta 70 niikleotit uzunlugunda olan premiRNA olusur. Bu yap1 niikleer
transport kompleksi olan eksportin- 5 ve RAN GTP araciligiyla nukleus porlarindan
sitoplazmaya taginir. Sitoplazmaya gelen pre miRNA bir bagka Rnaz 3 enzimi olan Dicer
tarafindan yaklasik 22 niikleotitlik ¢ift ipliklli miRNA lara kesilir, termodinamik 6zelliklere
gore cift iplikten biri segilerek Argonaute (Ago) proteini ile birlikte RISC kompleksininde
(RNA-Induced Silencing Complex) dahil olmasiyla komplementer mRNA’nin 3’UTR bolgesi

lizerinden transkripsiyon siirecini inhibe ederler (Sekil-3)[91].
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Sekil-3: miRNA olusumu ve etki mekanizmasi

Olgun mikro RNA ‘lar, hedef mRNA ° lara 5’ uglarinda bulunan 2 ve 7. niikleotitler

arasindaki alt1 niikleotitlik komplementer sekanslar1 araciligi ile baglanirlar. Bu bolgeye seed

adi verilir. Hedef mRNA ‘y1 baskilamak igin seed bolgesindeki komplementer sekansin

yeterli oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir. Alt1 niikleotitden olusan seed bolgesinin, mRNA

ile komplementer olma durumuna goére 4 farkli tipi bulunmaktadir (sekil-4).

e Omer site: sadece seed bolgesindeki 6 niikleotitlik eslesme ile karakterizedir

e 7Tmer-Al site: seed bolgesinde niikleotit eslesmesi ve miRNA’nin 1.niikleotitinin

karsisinda A niikleotitin olmasi,

e 7mer-m8 site: seed bolgesindeki niikleotit eslesmesine ek olarak miRNA’nin 8.

niikleotitinde de eslesmenin olmasi,

e 8mer site: : seed bolgesindeki niikleotit eslesmesi ile miRNA’nin 8. niikleotitinde de

eslesmenin olmast ve miRNA’nin 1.niikleotitinin karsisinda A niikleotitin olmas1 ile

karakterizedir [84,92].
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2.7.1.miRNA Genlerinin Kanser ile iliskisi

miRNA molekiillerinin diizeyi ve transkript hedefleri normal hiicrelerde denge
durumunda bulunmaktadir. Yapilan deneysel caligmalarda, miRNA diizeyinin degistirilmesi
ile (“knock-out” veya “over-expression”) hastalik semptomlarinin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir
[93,94]. Kanser gelisimi cesitli faktorlerin etkilesimine baglidir. Onkogenler hiicre
proliferasyonunu ve tiimor olusumunu uyarirken, tiimor baskilayici genler hiicre boliinmesini
ve tiimorlesmeyi engellemektedir. Farkli doku tiirlerinde farkli onkogen ve tiimor baskilayici
genler ifade edilmektedir. Farkli dokulardan koken alan tiimor tiirlerindeki gen ifadesi
profilleri tiire 6zgil farkliliklar gostermekte ve kanser olusumu sirasinda da degismektedir.
miRNA’lar transkrisiyon sonrast gen ifadesini etkilediginden, kanser olusumunda rol

oynadig1 bilinen genlerin ifade edilmesindeki dengeyi diizenleyen 6nemli bilesenlerden biri
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olmaya adaydir. Bu hipotezi destekleyen ilk rapor, kronik lenfositik 16semi’de (KLL) siklikla
delete olan 13q14 bolgesini ¢alisan Calin ve arkadaslarindan gelmistir. KLL hastalarinda
genellikle yitime ugrayan bu bolgede mir-15a ve mir-16-1 adli iki miRNA geninin yerlesim
gosterdigi bulunmustur. mir-15a ve mir-16-1 genlerinin 6ngoriilen tiimor baskilayicr roli, iki
KLL hastasinda bu genlerin germ hatt1 nokta mutasyonlarinin bulunmasiyla desteklenmistir
[95]. Yapilan bir bagka ¢alisma, miR-15/16 transkriptlerinin hedef genlerini tanimlayarak
tiimdr baskilayict mekanizmay1 aydinlatmistir [96]. Her iki miRNA iiriinii, anti-apopitotik bir
gen olan BCL2nin 3’UTR bolgesini hedeflemektedir. Yapilan diger calismalar da
miRNA’larin  onkogen veya timdr baskilayict islevleri olabilecegini gdstermistir. Ilk
tanimlanan onkojenik miRNA, mir-155 dir. miR-155’in ekspresyon diizeyinin lenfomalarda
arttig1 rapor edilmistir [86,97,98]. Insan miRNA’larin %50°den fazlasinin kanserle iliskili
genomik bolgelerde ve kirilma noktalarina yakin bolgelerde lokalize oldugu gosterilmistir
[99]. Bununla birlikte, tiim insan genlerinin de yaklagik %30-60’nin miRNA’lar tarafindan
diizenlendigi tahmin edilmektedir [100].

2.7.2.miRNA Genlerinin Noroblastom ile liskisi

Son zamanlarda, MYCN geninin amplifikasyonu gozlenen ve gdzlenmeyen primer
timor gruplan iizerinde yapilan calismalarda her iki grupta farkli miRNA’larin eksprese
oldugu ve MYCN geninin miRNA ekspresyonu icin diizenleyici bir fonksiyon gordiigii
tanimlanmistir.  Yapilan bir ¢alismada, MYCN amplifiye tiimorlerde 15 miRNA’nin
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir. Bu miRNA’lar arasinda onkojenik 6zellik gosteren mir-
17-92 grubunun (miRNA-17, miRNA-18, miRNA-19, miRNA-20, miRNA-92 ) varlifi
gosterilmistir [101-103]. Diger yandan arastirmacilar; tiimor supresor olarak islev gdsteren
p2l’in miRNA-17'nin hedefi oldugunu gostermis ve miRNA-17’nin inhibe edildigi
durumlarda p21 ekspresyonunun arttigi, hiicre proliferasyonunun ise azaldigini gostermis
olup, N-Myc’in mir-17-92 grubunun promotor bolgesine direkt olarak baglandigini, MYCN ve
mir-17-92 grup iyelerinin primer timdr ve hiicre hatlarinda ekspresyon artiglarinin pozitif
korelasyon gosterdigini rapor etmislerdir [103-107]. Buna ilaveten, N-Mycn’in onkojenik
mirl7-92 grubunun promotor bdlgesine baglanarak ekspresyonlarini artirmasi sonucunda mir-
17 nin p21°1 hedef almasinin yan1 sira, mirl17-92 grubunun tiimorlesme siirecine katki yapacak

sekilde apopitotik siiregte rol oyanayan genleri hedef aldiklar1 gosterilmistir [108].
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Yapilan bir bagka calismada da N-Myc’in mir-9’u direkt olarak aktive ettigi ve mir-9’unda E-
kaderin’i hedef aldig1 ve bunun sonucunda néroblastomda metastatik siirece katki yaptigi
gosterilmistir [109].

Noroblastomda, 1p veya 11q allelik kayb1 agresif tiimor 6zellikleri ve kotii prognozla
iligkili oldugu gosterilmis olup, yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda timor baskilayict
olarak dnerilen mir-34a’nin kromozom 1p36.22 bolgesinde, mir34b/c’nin 11g23.1 bolgesinde
lokalize oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda mir34 ailesinin p53 yolag ile iliskili
oldugu ve mir 34a/bc’nin p53 {in direkt hedefi oldugu gosterilmistir. mir34a’nin Cdk 4, Cdk 6,
Siklin E gibi genleri hedef aldigi ve bdylece mir34 ailesinin p53 aktivasyonu iizerinden
apopitoza ve hiicre siklusunun durdurulmasina katkida bulunduklari gosterilmis olup,
mir34a’nin knock-down edildigi durumlarda p53 indiiklenmis hiicre O6liimiiniin azaldigi
saptanmigtir  [110-114]. Bu veriyle iligkili olarak ayni zamanda MYCN’nin, direkt olarak
mir34a’nin hedefi oldugu gosterilmistir [115]. Spesifik olarak miRNA genlerinin néroblastom
ile iliskisinin gosterilmesine karsin, miRNA’larin olusum siirecinde anahtar rollere sahip olan
Dicer ve Drosha enzimleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, bu enzimlerin evre-4 ndroblastom
olgularinda, evre-4s ndroblastom olgularina gore daha diisiikk seviyede eksprese oldugu
gosterilmistir. Sonug olarak arastirmacilar, miRNA genlerinin disinda, miRNA olusum
stirecindeki anahtar molekiillerinde tiimdr olusumuyla iliskili olabilecegini ileri stirmiislerdir

[116].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Aragtirma, mevcut bulunan alt1 néroblastom hiicre hattinda kromozomal aberasyonlari,
miRNA ekspresyon profilleri ve miRNA’larin hedeflerini tanimlamaya y6nelik deneysel bir

arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda 2009- 2013 tarihleri arasinda gerceklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Arastirma evrenini, KELLY (DSMZ no: ACC355), SIMA (DSMZ no: ACC164), CHP-
126 (DSMZ no: ACC304), IMR-32 (DSMZ no: ACC165), MHH-NB-11 (DSMZ no:
ACC157), SH-SY5Y DSMZ no: ACC209) noroblastom hiicre hatlar1 olusturmaktadir.

3.4. Calisma Materyali

Calismada kullanilan ndroblastom hiicre hatlari, Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri tarafindan 2005.KB.SAG.077 say1 ile desteklenen Dog¢.Dr. Oguz
Altungdz’iin yiiritiiciiliigiinde gerceklestirilen “Noroblastom MYCN Amplifikasyonunda C-
Myb Protein Kiimesi ile Cdtl/Geminin, p53, Siklin A/Cdk2, P21 ve P27’nin Rolii” isimli
calismadan saglandi. Calismamizda, MLPA ve miRNA dizin ¢alismalari i¢in en kii¢iik pasaj
numarali hiicre hatlar1 kullanildi. miRNA dizin ¢alismas1 sonucunda istatistiksel olarak
ekspresyon farkliligi gosteren miRNA’larin, dogrulanmasi i¢in yapilan Real Time PCR

calismalarinda ise farkli pasaj numarali hiicre hatlar1 kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
e MLPA caligmalar1 sonucunda hiicre hatlarinda saptanan 1p ve 11q delesyonlari,
e miRNA dizin calismasi sonucunda istatistiksel olarak ekspresyon farklili§i gdsteren
miRNA’lar,

e Noral-krest hiicrelerinin farklilagma siirecinde rol oynayan genler
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3.6. Veri Toplama Araclar

3.6.1. Hiicre Hatlarim1 Cézme, Besleme ve Dondurma Protokolii

MLPA ve miRNA dizin ¢alismalar1 i¢in, KELLY (Pasaj 3) ve SIMA (Pasaj 3), IMR-32

(Pasaj 3), MHH-NB-11 (Pasaj 2), SH-SYS5Y (Pasaj 4), CHP-126 (Pasaj 2) néroblastom hiicre
hatlar1 kullanildi. Her bir hiicre i¢in hatt1 data sheet bilgileri dogrultusunda; % 10-20 FBS

(Biochrom, S0613), % 1 L-glutamin (Biochrom, K0282) ve % 1 Penisillin-streptomisin
(Biological Industries 03-031-1B) antikoru icerecek sekilde RPMI 1640/DMEM (Biochrom,

FG1235) ortami kullanildi. Deneyin uygulanabilmesi icin ekilen hiicrelerin flaskin % 75-

80’ini kaplamas1 beklendi. Her bir hiicre hatti, yapilan ilk pasaj uygulamasindan sonra, DNA

izolasyonu, RNA izolasyonu ve dondurulmak iizere ii¢ flaska ayrildi. Tiim hiicreler %5’lik

CO, diizeyine sahip 37 °C’deki inkiibatorde (Sanyo, MCO-SAC 10060119) inkiibe edildi.

a.Hiicre Cozme

1.

ok wn

AR ol o

Su banyosu 37°C’ye ayarlandi

Bir behere 37°C’deki sudan alindi

-85°C’de bulunan hiicrelerin 37°C su bulunan beherde ¢6ziilmesi saglandi

Onceden hazirlanmis 7 ml ortam igerisine ¢dziinen hiicreler aktarilip siispanse edildi
600 g’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust faz atilip, dipte kalan hiicreler yeni ortam ile

siispanse edilerek flaska ekildi

b.Hiicre Pasajlama
Flasktaki tiim ortam ¢ekildi
Hank’s denge soliisyonu ile (Ca, Mg free) 2x2 ml yikama yapildi
Tiim soliisyonlar flasktan cekildi
Onceden 37 °C’ye getirilmis Tripsin’den 1 ml flaska konuldu
37°C’deki CO,’li etiivde 3-4 dakika bekletildi
Hiicrelerin kalkip kalkmadigina ters bakislt mikroskopta bakildi. Hiicrelerin yeterince
kalkmamas1 durumunda mekanik olarak kaldirilmasi saglandi
Flaskin igerisine 2 ml ortam eklenerek kalkan hiicreler steril tiipe alindi. 1.5 ml ortam ile
ikinci kez flask yikanarak ve ayni tiipe konuldu

Steril tlipe alinan tripsinli ortamdaki hiicreler 600g’de 5 dakika santrifiijlendi
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10.

Santrifiijden sonra iist faz atildi, {izerine 5 ml ortam konulup, siispanse edildi

Hiicreler yeni flasklara aktarildi. Ve {izerlerine ortam ilave edildi

c.Hiicre Sayma (Trypan Blue)

. Hiicre pasajlama protokoliinde 9. Maddeye kadarki islemler yapildi

Steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlipli igerisine 100 pl siispanse edilen hiicre, 200 pl % 0.5
lik> Trypan Blue ¢ozeltisi (Biological Industries, 03-102-1B) ve 200 pl PBS (Biological
Industries, 02-023-1A) konuldu

Neuber lami ile 10 alan sayilip ortalama hiicre sayisi belirlendi

Diliisyon faktérii (5) x 10*x ortalama hiicre sayist ile 1 ml’deki hiicre sayis1 hesaplandi

d.Hiicre Dondurma

. Hiicre sayma isleminde 4. Maddeye kadarki islemler yapildi. Her bir hiicre hattinin data

sheet’ lerinde Onerilen hiicre sayisi1 dikkate alinarak hiicreler, %70 RPMI/DMEM, %20
FBS ve %10 DMSO(AppliChem 8U004675) iceren dondurma ortamina aktarildi
Hiicreler 6ncelikle, -20°C’de 3-6 saat bekletildikten sonra -80°C’ye kaldirildi

3.6.2. Hiicre Hatlarindan DNA izolasyonu
Hiicre hatlarindan DNA izolasyonlari, “High Pure PCR Template Preparaiton Kit”

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

DNA izolasyonunda, firmanin 6nerdigi protokol uygulandi.

1.

Flaskdaki hiicreler kaziyict yardimiyla kazindi ve steril 10 mI’lik tiipe aktarildi. Flask 2ml
PBS ile yikanarak tekrar tiipe aktarildi.

600g’de 5 dakika santrifiij yapilarak, iist faz uzaklastirildi. Pelletin {izerine 200 ul PBS
eklenerek hiicreler resiispanse edildi.

Steril 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine 200 pl 6rnek materyali, 200 ul “Binding Buffer” ve
40 pl Proteinaz-K eklenip karistiricida iyice karistirildi.

Agz1 sikica parafilm ile kaplanan tiipler 70°C’de su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.
Ayni zamanda “Elution Buffer” 70°C’ deki su banyosuna konuldu.

Oda sicakliginda bulunan 2-propanolden (Merck, K36103495-623) 100 pl tiip icerisine

eklendi ve karistiricida karistirildi.
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Toplama tiipiiniin icine filtreli tiip yerlestirildi. Ornek filtreli tiipiin {ist rezervuarma
bosaltilarak 1 dakika 8000g’de santrifiij yapildu.

Santrifiij sonras1 toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikartild1 ve toplama tiipii atild1

Filtreli tiip yeni bir toplama tiipline konuldu. Filtreli tiiplin iist rezervuarina 500 pl
“Inhibitor Removal Buffer” eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapild1

Santrifiij sonras1 toplama tiipiinden filtreli tlip ¢ikartild1 ve toplama tiipii atildi

Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine konuldu. Filtreli tiipiin iist rezervuarina 500 ul “Wash
Buffer” eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi toplama tiipiinden filtreli tiip ¢ikartildi ve toplama tiipii atild1. ikinci kez
500 ul “Wash Buffer” eklendi ve bir dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

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

Filtreli tiip, steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi. Tiiplin iist rezervuarina
70°C’deki su banyosunda 1sitilmis “Elution Buffer” dan 200 ul tiipiin ortasindan yavasca
eklendi ve 1 dakika 8000g’de santrifiij yapildi.

Mikrosantrifiij tliplinde toplanan DNA’nin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) cihazinda olgiilerek saptandiktan sonra -20°C’ye kaldirildi.

3.6.3.Hiicre Hatlarindan Total RNA izolasyonu

Calismada protokollere uygun sekilde {iretilen hiicre hatlarindan miRNA

ekspresyon analizi i¢in total RNA izolasyonu yapilir. RNA izolasyonu i¢in 18 niikleotidin

tizerindeki biitiin RNA’lar1 saflastirabilen miRNeasy Mini Kit (Qiagen - 433140937)

kullanildi. RNA 1izolasyonu 6ncesi ¢alisma alan1 ve deneyde kullanilacak materyaller RNaz

inhibitorii olan dietilpirokarbonatli (DEPC) su ile muamele edildi. Kullanilan protokol;

1.

Hiicrelerin protokolde onerilen sayida (en az 100, en fazla 1x10’hiicre) iiretilmesi
saglandi.

Flask’daki tiim ortam cekilip uzaklastirildiktan sonra, flask i¢cine 700 ul QIAzol Lysis
Reagent eklendi ve bir kaziyic1 yardimiyla hiicreler kaldirildi.

Kaldirilan hiicreler steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline aktarilarak, 1 dk vortekslendi ve

5 dk oda sicakliginda (15-25°C) inkiibe edildi.
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Ornek iizerine 140 ul kloroform eklenerek bir sonraki asamadaki faz ayrimi igin 15 sn.
kuvvetlice ¢alkalandi. Homojenatlarin bulundugu tiipler tekrar oda sicakliginda (15-25°C)
2-3 dakika inkiibe edildi.
4°C’de 15 dakika 12,000 x g ‘de santrifiij edilerek 6rneklerin 3’lii faza ayrigmasi saglandi.
Santrifiij sonrasi lstte RNA igeren renksiz sulu faz (yaklasik 350 pl) yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarildiktan sonra hacminin 1,5 kat1 kadar %100°liik etanolden 525
ul eklendi ve pipetaj ile iyice karistirilmasi saglandi.
Ornek karisimu, kit icerigindeki 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy Mini spin
kolonlara aktarild1 ve oda sicakliginda (15-25°C) >8000 x g 15 sn. santrifiijlendi. Eliisyon
dokiildiikten sonra filtreli tiip ayn1 toplama tiipiline yerlestirilerek ve kalan karigim tekrar
filtrelerin iizerine eklenip oda sicakliginda 15 sn >8000 x g (=10,000 rpm) ‘de
santrifiijlendi.
Eliisyon atilarak, kolon ayni toplama tiipline yerlestirilerek tizerine 700ul Buffer RWT
tamponu eklendikten sonra 15 sn >8000 x g ‘de (=10,000 rpm) santrifiij edildi.
Kolon tizerine 500 pl Buffer RPE yikama tampon eklendikten sonra 15 sn >8000 x g ‘de
(>10,000 rpm) santriflij edilerek yikandi. Eliisyon atilarak, kolon ayni toplama tiipline
yerlestirildikten sonra yikama islemi ayni sekilde 500 pl Buffer RPE yikama tampon ile
ayni hizda 2 dk. santrifiij edilerek tekrarlandi.
Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve en yiiksek hizda 1 dk. santrifiij edildi.
miRNA gibi small RNA’lar1 da igeren total RNA’nin eliisyonu i¢in, kolon 1.5 ml’lik yeni
bir toplama tiipiline yerlestirildikten sonra 40 pul RNase-free su membran {izerine eklenerek
1 dk. >8000 x g’de (=10,000 rpm) santrifiij edildi.
Elde edilen total RNA’nin saflik ve konsantrasyonu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
cihazinda dlgiilerek saptandiktan sonra -80°C’de sakland.

3.6.4.miRNA Dizin Calismasi icin RNA’nin Stabilize Edilmesi
Total RNA izolasyonundan elde edilen 40 ul’lik 6rnek vida kapakli tiipe alindi.
Ornek iizerine 60 pl RNase free su ilave edilerek 100 pl ‘ye tamamlandh.
4 ul (10-20 pg) Molecular Biology Grade Glycogen ilave edildi.
10 pl 3M sodyum asetat (pH: 5.2 ) eklendi. Karistiricida karistirilarak, kisa stireli santrifij
yapildi.
250 ul %100 etanol eklendi. Karistiricida karistirilarak, kisa stireli santrifiij yapildi.
Tiip kapaklari parafilm ile sikica kapatildi.
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3.6.5.Coklu Ligasyon Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA)

Son yillarda kanser genetigindeki kromozomal aberasyonlarin karakteristiklerini
belirlemeye yonelik olarak kullanilan en etkili yontemlerden birisi MLPA’dir. MLPA
yontemi, 6zgiil olarak ilgili genomdaki hedef lokuslara baglanan problarin, evrensel primer
ciftleri kullanarak PCR’la ¢ogaltilip kapiller elektroforezinde nicel olarak dlciilmesine dayall
bir yontemdir [117,118]. SALSA MLPA P251, 252 ve 253 prob karisimlar1 NB’a 6zgiil
olarak gelistirilmis olup ¢ok sayida aday gen ve kromozom bdlgesini kapsayan bir delesyon,
duplikasyon ve amplifikasyonu saptayabilmektedir. NB’da cesitli kromozom bdlgelerinin
dengesizlikleri saptanmakla birlikte, bu bolgelerde yerlesim gosteren ¢ok sayida genin
hangilerinin tiimor olusumunda ve davranisinda rol oynadigi heniiz bilinmemektedir. Bu
acidan, MLPA analizinde kullanilan prob sistemi, ilgili bolgelerde yerlesim gdsteren c¢ok
sayida aday genide igeren yeni bir metodolojik yaklasimdir. Tablo 2’de her bir prob setinde

hedef alinan genler ve lokuslart gosterilmistir.
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Tablo-2: MLPA Calismalarinda Kullanilan Prob Setinde Hedef Alinan Genler,
Bulunduklar1 Lokuslar ve PCR Sonrast Baz Cifti Uzunluklar1

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 Tpll.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
RASSFI 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 11pl15.1 256 [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 12p11.1 142
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 14ql3.2 240
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
THY1 11g23.3 409
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MLPA Protokolii
Birinci Giin
1. Stok DNA, son konsantrasyonu 40 ng/pl olacak sekilde steril su ile seyreltildi.
2. 0.2 ml’lik tiiplere 6rnek ve prop karigiminin (251, 252, 253) numaralar1 yazilarak kodlama
yapild.
5 wul seyreltilmis DNA’dan 0.2 pl’lik PCR tiipiine eklendi.
DNA’1n tiip dibine inmesi i¢in, kisa siireli santrifiij islemi yapildi.

Tiipler Termal Dongii cihazina yerlestirildi ve 15 dakika 98°C’de inkiibe edildi.

S AW

Prop karigimi ve MLPA tamponu -20°C’den ¢ikartildi. Coziildiikten sonra karistiricida
karistirildi.
7. Her bir reaksiyon i¢in asagidaki bilesenler kullanilarak karisim hazirlandi,
a. 1.5 ul MLPA tamponu
b. 1.5 ul Prop karigimi
8. Termal dongii cihaz1 25°C’ye geldiginde, yedinci basamakta hazirlanan karigim, 3 pl
olacak sekilde tiim tiiplere dagitildi. Tip icerigi birka¢ kez g¢ekip birakilarak pipetaj
yapildi.
9. Termal déngii cihazinda hibridizasyon programma devam edildi. Ornekler, 1 dakika
95°C’de, sonrasinda 60°C’de 16 saat inkiibe edildi.
Ikinci Giin
10. Ligase-65 Buffer A ve Ligase-65 Buffer B ¢ozeltileri -20°C’den ¢ikartildi. Coziildiikten
sonra kisaca karistiricida karistirildi ve buz {izerine alindi
11. Ligaz tampon karistmini her reaksiyon i¢in 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.
*Bu asamada 16. basamaga atlayarak 19. basamaga kadar olan islemleri yapip PCR
tiipleri +4°C” ye kaldirildi.
*kinci olarak 23. basamaktaki PCR karisim icerigini hazirlanip buz {izerinde bekletildi. Taq

polimerazi ilgili basamaga gelince karigima ilave edildi ve iyice pipetaj yapildi.
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Termal dongli cihazinda Ligasyon programi secildi 54°C’de bekleme pozisyonunda
beklemeye alindi.
Ornekler 54°C’de iken termal dongii cihazindan cikarilmadan 32.0 ul ligaz tampon
karisimini her reaksiyona ilave edildi ve tiip icerigi birka¢ kez cekip birakilarak pipetaj
yapildi.
Termal dongii cihazinda programa kaldigi yerden devam edildi. 15 dakika 54°C’de
sonrasinda 5 dakika 98°C’de bekletip, siire sonunda 4°C’de beklemeye alindi.
Ligasyon iirlinlerini 4°C’de bir haftadan fazla saklanabilir. Eger uzun siire bekletilecekse,
—20°C’de dondurarak saklanmalidir.
PCR Reaksiyonunun Kurulmasi

PCR islemleri i¢in, PCR Buffer, SALSA PCR-primerleri ve SALSA enzim diliisyon
tamponunu -20°C’den ¢ikartildi. Coziildiikten sonra kisaca karistiricida karistirilir ve buza
gomiildii.
Yeni bir PCR tiipiine ligasyon tiipiindeki kodlar1 ve prob karisim numarasini yazildi.
Her bir reaksiyon i¢in PCR tampon karisimini hazirlandi ve iyice pipetaj yapildi.

a. 4.0 ul SALSA PCR Buffer

b. 26.0 ul dH20
30 ul PCR Buffer karigimin1 her yeni tiipe dagitildi ve iyice pipetaj yaparak karistirildi.
10 pl ligasyon iirtinlinden PCR Buffer karisimi konan tiiplere aktarildu.
Ligasyon karigiminin tiip dibine ¢6kmesi i¢in kisa siireli santrifiij yapildi.
Tiipler Termal Dongii cihazina yerlestirildi.
Buz i¢inde her bir reaksiyon i¢in PCR karisimi hazirlandi ve 1yice pipetaj yapildi.

a. 2.0 ul SALSA primerleri

b. 2.0 ul SALSA enzim diliisyon tamponu

c. 5.5uldH20

d. 0.5 ul SALSA Polimeraz
Termal dongii cihazinda PCR programi secildi.
Her bir reaksiyona 10 pl PCR karisimu tiipler Termal dongii cihazinda ve dongii cihazinin
1s1] tablas1 60°C’de iken eklendi (Bu asamada termal dongii cihazinin programi “Pause”

modu ile durdurulabilir). Pipetle icerik en az 5 kez karistirildi.
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26. Termal dongii cihazinda programa devam edildi. (35 dongii olacak sekilde; 1 dongii [95°C
30 saniye, 60°C 30 saniye, 72°C 60 saniye], son uzama 72°C 20 dakika, sonlandirma
4°C).

27. Siire sonunda tiriinler 151k gérmeyecek sekilde ve -20°C’de saklandi.

Termal profiller

A) Hibridizasyon Reaksiyonu

-98°C 5 dakika, 25°C Bekletilecek, 95°C 1 dakika, 60°C Bekletilecek

B) Ligasyon Reaksiyonu

-54°C Bekletilecek, 54°C 15 dakika, 98°C 5 dakika, 4°C Bekletilecek

C) PCR Reaksiyonu

-60°C Bekletilecek [35 Dongili: 95°C 30 saniye (Denatilirasyon), 60°C 30 saniye

(Primer Baglanma), 72°C 60 saniye (Uzama)], 72°C 20 dakika (Son uzama 35. Dongiide),

4°C Bekletilecek

Orneklerin Elektroforezde Yiiriitiilmesi ve Analizi
Ornekler, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, BIYOMER’de bulunan “ABI-Prism
3130XL 16 Capillaries Genetic Analyzer” (Applied Biosystems) cihazinda yiiriitildii.
Cihazda yiiriitiiliirken 36 cm kapiller ve POP-7 (Applied Biosystems, 4352759) polimeri
kullanildi. Ornekler referans boyut standardi olarak ROXS500 (Cat no: 401734, Applied
Biosystems) ile birlikte yiiriitiildi. ROX500 standarttan her bir 6rnek i¢in 0.3 pl, 9.0 pl
deiyonize Formamid (Applied Biosystems, 4311320) igerisine MLPA PCR fiiriiniinden 1.0 pl
mikro tiiplere eklendi. Karisim termal doéngii cihazinda 2 dakika 80°C’de, 5 dakika 4°C’de
bekletildi. Ornekler siire sonunda cihaza yiiklenerek yiiriitiildii. MLPA PCR reaksiyonunda
FAM isaretli primer ve standart icin ROX500 kullanildig i¢in elektroforez sirasinda iki farkl
egri rengi (flourokrom isaretine géore FAM; mavi ve ROX500 kirmizi) olustu. Veriler cihazin
yazilimi olan GeneMapper v.4.0 (Applied Biosystems) kullanilarak verilerin 6n
degerlendirmeleri yapildi ve sonuglar txt formatinda sistemden alindi. Referans olarak
calisilan Ornekler ayr1 bir dosya olarak sistemden alindi. Egri grafikleri gézlenmeyen olgular
tekrar yiriitiildi.
Yiriitilen 6rneklerin analizi “Coffalyzer MLPA-DAT software v.9” (MRC Holland)
ile yapildi. GeneMapper programindan txt formatinda alinan dosyalar Coffalyzer programinda

“Import GENEMAPPER TXT FILE (multiple runs)” kismindan programa yiiklendi. Ornekler
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“Data Filtering” kismindan referans ve ornekler ayrildi ve “Filter with default binset (P)”
sekmesi tiklanarak egri degerlerinin prob karigimi igerisinde yer alan beklenen egri
degerlerine gore analizi yapildi. Cikan sayfada kontrol ve ¢alisilan prob setlerinin sayilarinin
tam olmasi, ligasyonun gerceklesip ger¢eklesmedigi, olgularin cinsiyetleri ve DNA
Denatiirasyon (DD) egrilerinin varligi kontrol edildi. Problem olmamasi durumunda “Data
analysis” sekmesinden “Control Probe Analysis (LMS)” tiklanarak verilerin analizi yapildu.
Bu tip analizlerde (Control Probe Analysis (LMS)) Coffalyzer programi, referans
ornegi igerisindeki hedef gen probu ile kontrol lokus probun oranini ii¢ ayr1 referans DNA
icin hesaplar ve ortalamasin1 almaktadir. Ayn1 sekilde her bir hasta 6rneginin kendi i¢indeki
hedef gen probu ile kontrol lokus probunu oranlamaktadir. Prob oran degeri hastanin
degerinin referans degerine boliimii ile hesaplanmaktadir. MLPA’dan elde edilen prob
oranlarinin degerlendirilmesi, Ambros ve arkadaslarinin belirledigi kriterlere goére yapilmistir

[119]. Buna gore;
I Iki bitisik ve ayn1 kromozom kolundaki problarda aberasyon varsa bu bolgedeki
aberasyon degerlendirmeye alindi.
II.  Prob oran deger araliklart;
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 arasi1 bordeline).

i. Tip 1 kazanim (2p i¢in); Tiim 2p problart ya da TMEM18-ALK genleri

aras1 kazanim olmasi1 durumu.

ii. Tip 2 kazanim (2p i¢in); NAG-ALK arasi1 herhangi bir bolgede kazanim

olmas1 durumu.
d. Amplifikasyon; 3.01 ve {izeri (sadece MYCN geni i¢in).

II.  SCA (segmental kromozom kolu artiglari) i¢in 1. kural gegerlidir.
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3.6.6. miRNA Ekpresyon Profillerinin Mikro-dizin Yontemi ile Belirlenmesi

Hiicre hatlarindan elde edilen RNA 6rnekleri mikro-dizin ¢alismasi i¢in, Ocean Ridge
Biosciences (ORB, Palm Beach Gardens, FL) firmasia gonderildi. Calismada miRBase 16.0
veritabanindan yer alan 1221 olgun insan mikro RNA’sin1 kapsayan 1209 prob kullanilmistir.
Kullanilan dizin sistemi her 6rnek ile birlikte hibridize olan 20 mol’e kadar diisiik sentetik
mikroRNA’lar1 tespit edebilecek kadar hassasliga sahiptir. Islem baslica dort asamadan
olusmaktadir. Dizin c¢aligmasi firma tarafindan cam platform iizerinde gergeklestirilmistir.
Calismada hiicre hatlari, ndroblastomda en sik gozlenen delesyonlar olan 1p ve 1lq
delesyonlar1 dikkate alinarak, 1p delesyonuna sahip olanlar ile olmayanlar ve 1lq
delesyonuna sahip olanlar ile bu delesyona sahip olmayanlar seklinde ikili gruplara ayrilarak

miRNA ekpresyon profillerinin ¢ikarilmasi planlandi.

3.6.6.1. Orneklerin Hazirlanmasi

e Orneklerden elde edilen total RNA’larm kalitesinin UV spektrofotometre ve agaroz gel
elektroforezi ile degerlendirildi.

e Total RNA dan diisiik molekiil agirlikli RNA’ larin (.0-200 niikleotit), Nanosep 100K
ultra-filtration kolonlar1 (Pall Life Sciences, Ann Arbor, MI) ile biiyiikliiklerine gore
ayrilir ve. RNeasy MinElute Clean-Up Kiti (Qiagen, Inc., Valencia, CA) kullanilarak
purifiye edildi.

e Kiiciik molekiil agirlikli RNA larin 3’ uclarinin Flash Tag RNA labeling Kiti (Genisphere
Inc., Hatfield, PA) ile Oyster-550 fléresan boyasiyla etiketlendi.

e Isaretlenmis diisiik molekiil agirlikli RNA larm Flash Tag RNA labeling Kitinde 6nerilen
kosullar altinda, = microRNA mikro-dizin’e hibridize edildi ve yikama islemleri
gerceklestirildi.

e Mikro-dizin’in “Axon Genepix 4000B Scanner” ile taranir ve “GenePix V4.1” yazilimi

kullanilarak data elde edildi.
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3.6.6.2. Verilerin islenmesi
Her mikrodizin’den, sinyal intensititeleri elde edilir ve negatif kontrol sinyal
intensititelerinin ortalamasinin %10’u kirpilir ve sinyal olmayan (non spot area)arka
planin standart hatas1 eklenir ile treshold degerleri belirlendi.
Sinyal intensititeleri ve treshold degerleri (T) hesaplanir ve log2 tabanina transforme
edildi.
Tiim orneklerin treshold degerinin lizerindeki prob intensititelerinin ortalamasinin %20°1ik
dilimi kirpilir ile normalizasyon faktorii (N) saptanir ve log2 tabanina transforme edilen
sinyal intensititeleri normalize edildi.
1209 insan probunun her birinin ortalama prob intensititesi, triplicate sinyal

intensititesinin ortalamasi ile elde edildi.

3.6.6.3. Mikro-dizin’in Kalite Kontrolii
Genel olarak dizin ¢aligmalarinin kalite ve kontroliinii belirlemede {i¢ faktér gz Oniine
alinmaktadir. Bunlar; mikrodizin’in sensitivitesi, spesifitesi ve tekrarlanabilirligidir.
Her dizin, etiketleme ve hibridizasyondan 6nce her bir RNA 0Ornegine ilave edilen 11
sentetik RNA y1 hedefleyen prob igermektedir.
Mikrodizin hibridizasyonunun sensitivitesi, 11 sentetik probun hibridizasyonunun
tespitiyle dogrulandi.
Mikrodizin’in spesifitesini kontrol etmek i¢in, dizin ii¢ farkli miRNA’ya komplementer
(miR-93, mir-27a, mir-152) spesifite kontrol problari icerir. Her spesifite kontrol probu;
perfect match, single mismatch, double mismatch ve shuffled version olmak tizere li¢ farkl
seti icerir. Buna gore mikrodizin’in spesifitesi kontrol edildi.
Hibridizasyon spesifitesinin, mikrodizin iizerinde perfect match problarinin
hibridizasyonun tespiti, double mismatch ve shuffled version problarinin ise
hibridizasyonunun tespit edilmemesi yoluyla dogruland.
Dizin’in tekrarlanabilirligi, her dizin’de triplicate insan prob sinyallerinin hibridizasyon

intensititilerinin gézlenmesiyle belirlendi.
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3.6.6.4. Ekspresyon Farkinin Analizi

Calismada saptanan problar i¢in, Log2 tabanina transforme ve normalize edilen sinyal
intensititeleri, ‘“National Institute of Ageing” (NIA) tarafindan gelistirilen dizin analiz
yazilimi ile ANOVA istatistiksel analiz metodu kullanilarak gruplar arasindaki ekspresyon
farki belirlenir. Istatistiksel anlamlilik, Benjamini and Hochberg tarafindan énerilen hata
bulma metodu (FDR) kullanilarak belirlenir [120]. FDR P degeri 0.05’¢ esit ve daha kiigiik
olan tiim problar arasindaki pozitif hatanin oramidir. Buna gore, istatistiksel anlamlilik iki
parametreye gore belirlendi. Buna gére hem ANOVA analizi sonucunda P degeri 0.05°¢ esit
ve daha kiiclik olanlar hem de pozitif hata oran1 (FDR) 0.05’¢ esit ve kiigiik olan problar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. FDR esitligi asagida gosterilmistir.

PN

FDR_=Mmin

j= ¥ 1

r: Problarin P degerleri artarak siralandiginda, probun rank (sira) degeri
I: Anlamli P degerine sahip probun rank degeri

Pi: i sirasinda bulunan probun P degeri

N: Test edilen problarin toplam sayis1

min: Kosullari saglayan en kiigiik deger

3.6.7. MikroRNA’larin Hedef Genlerinin Belirlenmesi

miRNA’ larin hedefleri olan mRNA’lar1 belirlemek i¢in, son yillarda bircok web
tabanli bioinformatik algoritmalar gelistirildi. Gelistirilen algoritmalar, genomda miRNA’ nin
hedefini tanimlamak i¢in miRNA’ larin hedef bolgelerinin 6zellikleri tizerine kurulmustur.
miRNA’larin hedefine baglanmalarinda alt1 6zellik belirlenmistir [92].

Bu 6zellikler;

1- miRNA-mRNA Baz Eslesmesi: Seed site olarak adlandirilan bolgedeki baz eslesmesi
(8mer, 7mer-m8, 7mer-Al ve 6mer) esasina dayanan bu 6zellik, hedef tanimada en 6nemli
parametredir.

2-Bolge Lokasyonu: Siklikla miRNA’lar hedef genlerinin mRNA’larma 3’UTR
bolgelerinden baglanmalarina ragmen, RISC kompleksine yiiklii olan miRNA’ mRNA’nin
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herhangi bir segmentine baglanabilir. Ayn1 zamanda bazi1 genlerin 3’UTR bdélgelerinin kisa

olmast da miRNA’ larin hedef bolgeye baglanmasini etkilemektedir.

3-miRNA’ larin ve Hedeflerinin Iliskili Tiirler Arasinda Korunmus Olmasi: miRNA
aileleri iligkili tlirler arasinda iyi derecede korunmus ve ayni seed bolgesine sahip
miRNA’lardan olusmaktadir. Buna ilaveten miRNA’larin hedefleri de iliskili tiirler arasinda
korunmustur. Hedef sekans taramasinda hedef bolgenin korunmus olmasini igeren bir filtrenin

uygulanmasi, hatali- pozitif oranini diigiirebilmektedir.

4-Bolge Ulasilabilirligi: mRNA’larin sekonder yapist miRNA’larin hedef bolgelerine
ulagilabilirligini etkilemektedir. Termodinamik yasalar1 ¢cercevesinde minimum serbest enerji,
hedef bolgenin sekonder yapisini ve RNA’nin etkilesimi hesaplamak i¢in kullanilmaktadir.
Etkili hedef bolgeler siklikla, seed site bolgesinin yaklasik 30 niikleotitlik yukari ve asagi

bolgelerinde zengin A:U niikleotitleri igerir.

5-Coklu Bolgeler: Ayn1 3’UTR bolgesinde birden fazla hedef bolgelerin varligi
miRNA-mRNA etkilesimini etkilemektedir. Gli¢li miRNA hedefleri, tek bir hedef bolgenin
yerine ¢oklu hedef bolgelere sahiptirler. Bu durum hedef Ongoriisiinii anlamli olarak

artirmaktadir.

6- Ekspresyon Profili: miRNA’lar hedef olarak mRNA’y1 aldiklarindan dolayzi,
mRNA’larin ekspresyon diizeyleri biiyiik 6l¢ciide miRNA’larin ekspresyon diizeylerine bagl
olarak degisebilmektedir. Sonu¢ olarak miRNA-mRNA’ baz eslesmesi, ekspresyon diizeyleri
ile negatif korelasyon gostermektedir. miIRNA-mRNA ekspresyon profilleri arasindaki negatif

korelasyon temeli ilizerine kurulan bu yaklasim, hatali-pozitif oranini diistirmektedir.

Calismamizda miRNA dizin sonuglarina gore ekspresyon profilinde degisim gozlenen
miRNA’lar i¢in, noral krest yolaginin farklilasma siirecinde rol oynayan anahtar genlerin
hedef olup olmadiginin analizi yapilmistir. Buna gore ¢alismamizda miRNA’larin 6ngoriilen
hedeflerine spesifiteyi artirmak i¢in, farkli 6zellikleri olan ve literatiirde siklikla kullanilan
birden fazla program kullandik. Buna goére calismada, DIANA-microT ve miRanda web
tabanli yazilimlari kullanildi [121,122].
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3.6.8. miRNA’larin Es Zamanh (Real Time) PCR ile Dogrulanmasi

miRNA dizin sonucglarma gore ekspresyon profilinde degisim gozlenen miRNA’lar
arasindan, noral krest yolaginin farklilagsma siirecinde rol oynayan anahtar genleri hedef alan
miRNA’lar segilerek es zamanli PCR yontemi ile ekspresyon degisimi dogrulandi. Calisma
icin hiicre hatlar1 sayfa 23,24’de belirtilen protokoller gercevesinde yeniden acilarak, sayfa
25,26’daki protokol asamalar1 takip edilerek total RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Calismada, miRNA dizin ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlarindan farkli pasaj numarali
olanlar secildi. Buna gore Real Time PCR ¢alismasi i¢in; KELLY (Pasaj 5) ve SIMA (Pasaj
5), IMR-32 (Pasaj 5), MHH-NB-11 (Pasaj 3), SH-SYSY (Pasaj 6), CHP-126 (Pasaj 4) hiicre
hatlar1 secildi. Calismamizda Real Time PCR ¢alismalari, Exiqon firmasinin gelistirmis
oldugu “ miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR” sistemi ile gerceklestirildi. Bu
yontem niikleik asitler iizerinde firmanin gelistirmis oldugu Locked Nucleic Acid (LNA)

teknolojisi temeline dayanmaktadir.

Locked Nucleic Acid (LNA) Yapist:

Niikleik asitler tek bir niikleotidin uzaysal seklinin ice dogru bulunmasiyla iki farklh
konformasyonel tip i¢inde bulunurlar. Bunlar; A ve B tipleridir. Niikleosid yapisindaki bes
karbonlu seker halkasinin iiglinci karbonunun ige dogru bulunmasiyla A tipi ve N
konformasyonu olusurken, ikinci karbonun ige dogru bulunmasiyla B tipi ve S
konformasyonu olusur. A tipi, genomda ¢ift iplikli RNA yapilarinin oldugu bdlgelerde
bulunurken, B tipi, ¢ift iplikli DNA yapilarinda bulunur. Ozellikle N konformasyonel
yapisinda olusturulabilecek simirli bir konformasyonel degisikligin, DNA ve RNA’y1
hedeflemede yiiksek afinitenin meydana getirilebilecegi Ongoriilmiistiir. Bu amagla LNA
yapisinda, niikleotidin ikinci karbon atomundaki oksijen ile dordiincii karbon atomu arasinda,
bir metilen grubu aracili1 ile kurulan bir bag sonucunda niikleotid, en iyi derecede N
konformasyonu i¢inde kilitli olacagi bir molekiil konformasyonuna doniistiirtiliir ( Sekil-5).

Sonu¢ olarak LNA, bir veya daha fazla 2°-0,4’-C-metilen-p-D-ribofuranzill

niikleosid’leri i¢eren oligoniikleotidlerden olugmaktadir.
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LNA temelli primerler, hedefe yiiksek afiniteyle baglanmasi ve hibiridize olmusg
yapinin stabilitesini artirmasi gibi 6zelliklerin yani sira termal stabiliteyi de artirmaktadir. Bu
sayede yaklasik 25 niikleotit uzunlugunda olan miRNA’lar i¢in baglanma (annealing)
sicakligi 55-60 °C’ ye kadar artirilabilmektedir.

3.6.8.1. Deneyin Asamalart

Gergek zamanli PCR ile miRNA’larin ekspresyonlarinin belirlenmesi temel olarak ii¢
asamadan olusmaktadir.

a. Tek Sarmal cDNA Sentezi

Tek sarmal cDNa sentezi icin “miRCURY LNA Universal RT microRNA system”
kitinin Onerisi dogrultusunda“Universal ¢cDNA synthesis”(miRCURY, $ 138111,Denmark)
kiti kullanildi. Kit protokolii 20-25ng RNA baslangi¢ materyali ve kontrol amagli RNA spike-
in (sentetik RNA) icin 10%/ ul kullanimint 6nermektedir. Bu amagla RNA izolasyonu yapilan
ornekler, C,V; = C,V, formiilii kullanilarak 5ng olacak sekilde seyreltildi. Calismada RNA
spike-in kullanilmasi, ¢aligmanin kalite ve kontrolii tespit etme agisindan dnemlidir. Her 20ng
RNA 06rnegi icine 1 pl RNA spike-in eklenerek, RNA spike-in cDNA sentezlenmesi
gerceklestirilir. Reverse transkriptaz reaksiyonu igin, kit icerigindeki biitliin reaktifler buz
iistiinde ¢ozlilmeye birakildi. Coziilme sonrasi biitlin reaktifler, belirtilen uygun kosullarda
karistirilarak kisa siireli olarak santrifiijlendi. Reaksiyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar

asagidaki gibidir.
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Komponent Hacim (ul)/reaksiyon 6.5x Reaksiyon

bagina hacmi
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul 26 ul
Niikleazsiz su O ul 58.5 ul
Enzim karisimi 2 ul 13 ul
RNA “spike-in” I ul 6.5 ul

Hazirlanan karisimdan, hiicre hatlarinin isimlerinin yazili oldugu her bir tiipe 16 ul
dagitildi. Bes ng olacak sekilde seyreltilen hiicre hatlarinin RNA’larindan 4 ul kendi tiiplerine
ilave edilerek toplam hacim 20 pl’ ye ¢ikarildi. Ornekler pipetleme yontemi ile karistirildiktan

sonra, cDNA eldesi i¢in asagidaki termal profil uygulandi.

Sicakhik Zaman
42 °C 60 dk
95°C 5 dk

4°C -

b. Gergek Zamanli PCR

Bu agsamada, ekspresyon degisimi gozlenen miRNA’lara 6zgli LNA primerler, nicel
miktar tayini i¢in karsilastirilabilecekleri ve verilerin normalizasyonu i¢in gerekli olan
referans gene 6zgili primerler ve “SYBR Green” (114059) kullanilarak gercek zamanli PCR
ile miRNA’larin ifadeleri ve karsilagtirllmalar1 gerceklestirildi. Ger¢ek zamanli PCR’1in
analizinin ve yorumunun dogrulugu icin olduk¢a ©Onemli olan, normalizasyon teknigi,
incelenen degiskenin disindaki biyolojik varyasyonlarin sonuglar lizerindeki etkisini ortadan
kaldiran bir yontemdir. Genellikle normalizasyon icin, incelenen biitiin 6rnek aralifinda
istikrarli olarak ifade edildigi bilinen gen/ler secilmektedir. Bu amacla miRNA’lar i¢in kiiciik
kodlamayan RNA’larin (sSRNAS veya sncRNAs) secilmesi Onerilmektedir. Calismamizda

referans gen olarak, snord48 kullanilmistir.

Oncelikle ¢alismada snord48 primerlerinin ¢alisip c¢alismadigimi kontrol etmek ve
cDNA sentez asamasinin sorunsuz bir sekilde gerceklestigini gormek i¢in 6n ¢alisma yapildi.
Calisma icin iiretici firmanin Onerdigi protokol g¢ercevesinde; cDNA ¢ lar 1:80 oraninda

seyreltildi. Bu amagla 5 pul cDNA 395 ul ile su ile karistirildi. Ayrica liyofilize halde gelen
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snord48 primerleri de 220 pl su ile ¢oziillip karistirildi. Hem snord48 hem de RNA spike-in

icin ayr1 karisimlar hazirlandi. Reaksiyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar asagidaki gibidir.

Komponent Hacim (ul)/reaksiyon 6.5x Reaksiyon

basina hacmi
SYBER Green Mix 5ul 32.5ul
Primer mix (snord48/RNA I ul 6.5 ul
spike in)

Hazirlanan karisitm PCR platelerindeki kuyucuklara 6 ul olarak dagitilip, tizerlerine
seyreltilen cDNA orneklerinden 4 pl konuldu. Plate kisa siireli santrifiij edilerek, Real Time
PCR cihazma (Light Cycler 480 ,ROCHE) yerlestirildi. Orneklerin kuyucuklara dagitimi
asagidaki sekilde verilmistir.

8 9 10 11 12

HOOOOOOOOOOOO

Ilgili termal profil:
Sicakhik Zaman
Denatiirasyon 95°C 10 dk
Amplifikasyon (40) 95 °C 10 sn
60 °C 1dk
Optik okuma
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cDNA sentez agamasinin basarili bir sekilde gergeklestirilmesi ve snor48 primerlerinin
calistiginin tespitinden sonra, miRNA’lara spesifik calismaya gecildi. Bu amagcla, segilen
miRNA’lara 6zgii liyofilize halde bulunan ileri ve geri LNA primerleri 6ncelikle 110 pl su ile
¢oOziildii, ardindan karistirilarak ¢oktiiriildii. Secilen her bir miRNA igin gerceklestirilen

reaksiyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar asagidaki gibidir.

Komponent Hacim (ul)/reaksiyon 6.5x Reaksiyon
basina hacmi

SYBER Green Mix 5ul 32.5 ul

Primer mix (miRNA primer) I ul 6.5 ul

Reaksiyonda kullanilan 6.5 pl primer karigimi, 3.25 pl forward primer, 3.25 pl reverse
primer den olusmaktadir. Hazirlanan karisim PCR platelerindeki kuyucuklara 6 ul olarak
dagitilip, iizerlerine hiicre hatlarindan elde edilen ve seyreltilen cDNA 6rneklerinden 4 pl
konulur. Plate kisa siireli santrifiij edilerek, Real Time PCR cihazina (Light Cycler 480
,ROCHE) yerlestirildi. Orneklerin kuyucuklara dagitimi asagidaki sekilde verilmistir.

mir410 mird94 mir495 mir543 u4s

+ + + .3 +
1.6rnek 1.6rnek 1.6rnek 1.6rnek 1.6rnek
mira10 mird94 mird9s mir543 u4s

B + + + * N +
2.6rnek 2.6rnek 2.6mek _2.6rnek 2.8mek

mir410 mird94 mird9s mir543 u4s

C + + + + +
3.6rnek 3.6rnek 3.6rnek 3.6rnek 3.6rnek
mir410 mird94 mird95 mir543 U4s

D + + + + +
4.6rnek 4.6rnek 4.6rnek 4.6rnek 4.6rnek
mir410 mir494 mird9s mir543 u4s

E + + + + +
5.6rnek 5.6rnek 5.6rnek 5.6rnek 5.6rnek
mir410 mir494 mird95s mir543 u4s

F . * + > .
6.6rnek 6.6rnek 6.0rnek 6.6rnek 6.6rnek
mir494 u4s

G(>" ) :
su su
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Igili termal profil:

Sicakhik Zaman

Denatiirasyon 95°C 10 dk
Amplifikasyon (40) 95 °C 10 sn
60 °C 1 dk

Optik okuma

c¢. Data Analizi
Verilerin analizi “Light Cycler 480 Quantification Software” olarak isimlendirilen

bilgisayar yazilimi kullanilarak, AACT metodu ile yapildi [123].

e Kullanilan bu metotta, her bir hiicre hatti ve referans gen (snord48) icin secilen
miRNA’larin Ct degerleri elde edildikten sonra oncelikle normalizasyon iglemi yapildi.
Bunun i¢in asagidaki formiil uygulandi:

Normalizayon: 2 (12reet ct- referans ct)

e Gruplar arasindaki ekspresyon degisimi saptamak icin oncelikle, gruptaki her bir 6rnek
icin normalizasyon metodu uygulandiktan sonra, grubu olusturan Orneklerin Ct
degerlerinin geometrik ortalamalar1 alinarak her bir grubun Ct degeri bulundu.

e Her bir gruba ait miRNA nin ekspresyon degeri saptandiktan sonra gruplarin oranlanmasi

ile gruplar arasindaki ekspresyon degisimi saptandi.
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3.7. Arastirma Plam

Hiicre hatlanimin gdziilmesi

ve beslenmesi

l

Hiicre hatlarindan DNA
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Time PCR calismasi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada MLPA sonuglarinin  degerlendirilmesi, Ambros ve arkadaslarinin
belirledigi kriterlere gore gerceklestirildi [119]. miRNA dizin ¢alismasi sonucunda gruplar
arasinda ekspresyonel degisim gozlenen miRNA’larin istatistiksel analizi i¢cin, ANOVA
analiz metodu ve FDR metodu kullanildi. Real-Time PCR ¢alismasindaki ekspresyonel

degisim AACT metodu ile belirlendi.

3.9. Arastirmamn Simirhliklar
Calismada kullandigimiz hiicre hatlarinin sinirli sayida olmasi ve arastirmanin

siirliliklart arasinda yer almaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Calismamiz, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuvar
Arastirmalart Etik Kurulu’nun 22.05.2008 tarih ve 213 protokol numarasi onayiyla onam

formu alinarak gerceklestirildi (EK-1).
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Hatlarinin DNA Olciim Sonuclar:
DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin, DNA saflik ve konsantrasyon dl¢timleri NanoDrop
2000 (Thermo Scientific) spektrofotometre cihazinda gergeklestirildi. Her bir 6rnek ic¢in
birbirini takip eden ii¢ Ol¢lim yapildi ve ortalamasi alimarak DNA miktar1 ng/ul olarak
belirlendi. DNAnin safliginin belirlenmesinde 260/280 absorbans oraniin 1.80-2.0 degerleri

arasinda olma kriteri dikkate alindi.

Tablo-3: Hiicre Hatlarinin Genomik DNA’larmini Spektrofotometrik Ol¢iim Sonuglari

Hiicre hatt1 Abs260/280 Abs260/230 Konsantrasyon(ng/ul)
KELLY 1.96 2.24 1240.4
SIMA 1.95 2.12 275.0
CHP-126 1.87 2.10 60.3
IMR-32 1.94 2.25 540.1
MHH-NB-11 1.82 1.90 91.1
SH-SYS5Y 1.80 1.93 47.0

4.2. MLPA Sonuc¢lan
MLPA c¢alismalart icin hiicre hattt DNA’larindan 40 ng Lk calisma soliisyonu
hazirlandi. MLPA c¢alismalarinda MRC-Holland firmasinin néroblastom i¢in iiretmis oldugu
Salsa MLPA Kit P251-B1/P252-B1/P253-B1 problar1 kullanildi. Calismanin bu basamaginda
giinlimiize kadar NB olgular1 6zelinde yapilan arastirmalarda, anomalileri saptanan lokuslarin

tamamu analiz edildi. Analiz sonuclar1 Tablo 4,5 ve 6’da gosterilmistir.
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Tablo-4: P251-B1 Prob Calismalar1 ve Sonuglari

Genler Chr pos
GABRD 01p36.33
TP73 01p36.32
CHD5 01p36.31
PARK7 01p36.23
KIF1B 01p36.22
PTAFR 01p35.3
PPAP2B 01p32.2
NTNG1 01p13.3
PDE4DIP 01g21.1
LHX4 01g25.2
LIN9 01g42.12
AKT3 01944
VHL 03p25.3
TGFBR2 03p24.1
CTNNB1 03p22.1
SEMA3B 03p21.31
RASSF1 03p21.3
ZMYND 03p21.3
ROBO2 03p12.3
CASR 03g21.1
ZIC1 03g24
PIK3CA 03g26.3
ST5 11p15.4
ABCC8 11p15.1
CD44 11p13
PTPRJ 11p11.2
GSTP1 11913
CNTN5 11g22.1
CASP1 11922.3
ATM 11g22.3
CADM1 11g23.2
MLL 11g23.3
HMBS 11923.3
THY1 11923.3

P251-B1 prob c¢alismalarina gére, CHP-126, IMR-32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre
hatlarinda 1p delesyonu, CHP-126,KELLY, MHH-NB-11 ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda 1q
kazanimi, KELLY hiicre hattinda 11p delesyonu, KELLY ve CHP-126 hiicre hatlarinda 11q

delesyonu saptanmustir.
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Tablo-5: P252-B1 Prob Calismalar1 ve Sonuglari

Krom . poz ACHP APCHP AIMR APIMR AKLY APKLY AMHH APMHH ASHY ASMA APSMA

TMEM18 02p25.3

NAG 02p24.3
NAG 02p24.3
DDX1 02p24.3
DDX1 02p24.3
MYCN 02p24.3

MYCN 02p24.3

ALK 02p23.2
RTN4 02p16.1

DYSF 02p13.3

RPIA 02p11.2

SCN1A 02924.3

CFLAR 02g33.1

CASP8 02g33.1

BMPR2 02g33.1

BMPR2 02g33.1

PAFAH1B1 17p13.3

TP53 17p13.1

TP53 17p13.1
TP53 17p13.1
WSB1 17q11.1
WSB1 17q11.1
WSB1 17q11.1
17q11.2
17q11.2
ERBB2 17q12
TOP2A 17q21.2
SGCA 17q21.33
TOB1 17q21.33
RECQL5 17q25.1
BIRC5 17q25.3
SECTM1 17q25.3

TBCD 1725.3

NF1
NF1




P252-B1 prob c¢alismalarima gore, CHP-126, IMR-32, MHH-NB-11, SIMA ve
KELLY hiicre hatlarinda MYCN geni amplifikasyonu, CHP-126, IMR-32, MHH-NB-11,
SIMA, KELLY ve SH-SYSY hiicre hatlarinda 17q kazanimi, CHP-126 ve MHH-NB-11

hiicre hatlarinda 2q kazanimi saptanmustir.
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Tablo-6: P253-B1 Prob Calismalar1 ve Sonuglari

Genler Krom.poz. BCHP BIMR BKLY BMHH BSHY BSMA
SPON2 04p16.3
WFS1 04p16.1
KCNIP4 04p15.31
OCIAD1 04p11
GNRHR 04q13.2
2 04927
GLRB 04432.1
KLKB1 04g35.2
GHRHR 07p15.1
EGFR 07p11.2
ELN 07q11.23
KRIT1 07921.2
IMPDH1 07g32.1
SHH 079363
PTPRD 09p24.1
PTPRD 09p24.1
CDKN2A 09p21.3
CDKN2A 09p21.3
DNAI 09p13.3
TJP2 09g21.11
TGFBR1 09g22.33
POMT1 09g34.13
TSC1 09q34.2
ERC1 12p13.33
CDKN1B 12p13.1
PKP2 12p11.1
COL2A1 12g13.11
MDM2 12915
TBX5 12g24.21
NFKBIA 14g13.2
SPG3A 1422.1
TGFB3 14924.3
MOAP1 14g32.12

P253-B1 prob c¢aligmalara gore, CHP-126 hiicre hattinda 7q kazanimi, IMR-32
hiicre hattinda 4q ve 9q delesyonu ve 14 q kazanimi, KELLY hiicre hattinda 4p delesyonu,
Tp ve 7q kazanimi, 9q delesyonu, MHH-NB-11 hiicre hattinda 7q ve 14 q kazanimi, SH-
SYS5Y hiicre hattinda 7p ve 7q kazanimi saptanmuigtir.
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4.2.1. Hiicre Hatlarinin MLPA Sonuclarina Gore Gruplandirilmasi

MLPA sonuglarina gére néroblastomda tanimli kromozomal aberasyonlar géz Oniine
alindiginda ve gruplar arasindaki ekspresyon farkinin ANOVA istatistiksel metodu ile analiz
edilebilmesi i¢in 4 grup olusmustur. Grupl; 1p delesyonu saptanan hiicre hatlar1 (CHP-126,
IMR-32, MHH-NB-11, SIMA). Grup2; 1p delesyonu gézlenmeyen hiicre hatlar1 (KELLY,
SH-SYS5Y) Grup3; 11q delesyonu saptanan hiicre hatlar1 (KELLY, CHP-126). Grup4; 11q
delesyonu gozlenmeyen hiicre hatlar1 (IMR-32, MHH-NB-11, SIMA, SH-SY5Y ).
Olusturulan bu gruplar ¢er¢evesinde Grupl ile Grup2 ve Grup3 ile Grup4 arasindaki mikro

RNA’larin ekspresyon farkliliklari analiz edilmistir.

4.3. Hiicre Hatlarmi RNA Olciim Sonuclar:

Calismanin miRNA dizin ve Real Time PCR basamaklarinin gergeklestirilebilmesi i¢in
hiicre hatlarindan RNA izolasyonu gergeklestirilmis olup, RNA izolasyonu yapilan
orneklerin, RNA saflik ve konsantrasyon ol¢timleri NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
spektrofotometre cihazinda gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in birbirini takip eden 3 6l¢lim
yapildi ve ortalamasi alinarak RNA miktar1 ng/ul olarak belirlendi. RNA’nin safliginin
belirlenmesinde 260/280 absorbans oraninin 1.90-2.1 degerleri arasinda olma kriteri dikkate

alindu.
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Tablo-7: Hiicre Hatlarinin Total RNA’larinin Spektrofotometrik Olgiim Sonuglar

Cahsmanin Adi Hiicre Hatti Abs260/280  Abs260/230  Konsantrasyon(ng/ul)

KELLY-P4 2.06 1.25 1204.2

SIMA-P4 2.05 2.05 1260.1

miRNA dizin CHP-126 —P3 2.02 1.33 363.2
IMR-32 —P4 2.01 1.01 1122.4

MHH-NB-11 —P3 2.04 2.18 649.4

SH-SYS5Y -P5 2.03 2.08 836.4
KELLY-P6 2.03 1.82 1331.6
SIMA-P6 2.05 2.01 1262.8

Real Time PCR-1 CHP-126 —P5 2.02 1.76 371.1
IMR-32 -P6 2.03 1.68 1523

MHH-NB-11 —P4 2.05 2.10 610.9

SH-SYS5Y -P7 2.03 1.98 741.2
KELLY-P7 2.02 1.78 1078.4

SIMA-P5 2.01 2.03 1167

Real Time PCR-2 CHP-126 —P4 2.03 1.83 380.2
IMR-32 —P7 2.05 1.71 980.4

MHH-NB-11 -P4 2.03 2.08 630
SH-SYS5Y -P7 2.02 2.01 765.8
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4.4. miRNA Mikro-dizin Sonuclari

MLPA sonuglarina gore ndroblastomda tanimli kromozomal aberasyonlar acgisindan
olusturulan dort grup iizerinden yapilan mikro-dizin analiz sonuglara gore; Grup3 (11q
delesyonu saptanan hiicre hatlar1) ve Grup4 (11q delesyonu goézlenmeyen hiicre hatlari)
arasinda ANOVA analizi ve FDR sonuglarina gore ekspresyonel diizeyde degisim gozlenen
miRNA saptanmamistir. Buna karsilik, Grupl’de (Ip delesyonu saptanan hiicre hatlari)
Grup2’ye gore (lp delesyonu gozlenmeyen hiicre hatlari) ANOVA analizi ve FDR
sonuglaria gore ekspresyonel diizeydeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu 33 miRNA

saptanmigtir. Saptanan miRNA’lar agsagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo-8: Grup2’ye Gore Grupl’de Istatistiksel Olarak Anlamli Artis Saptanan

miRNA’lar
. o . Kromozom
miRNA 1p del(+) / 1p del(-) FDR P Degeri
lokasyonu
hsa-miR-127-3p 157.92 0,02 7,00E-05 14q32.2
hsa-miR-337-5p 152.31 0,02 1,00E-04 14g32.2
hsa-miR-377 149.38 0,02 1,30E-04 14g32.31
hsa-miR-376¢ 72.21 0,02 2,00E-04 14g32.31
hsa-miR-379 119.72 0,02 1,60E-04 14g32.31
hsa-miR-154 71.64 0,02 2,10E-04 14q32.31
hsa-miR-329 80.35 0,02 2,10E-04 14q32.31
hsa-miR-487b 103.37 0,02 3,30E-04 14q32.31
hsa-miR-376a 90.59 0,02 5,60E-04 14q32.31
hsa-miR-410 75.80 0,02 6,40E-04 14932.31
hsa-miR-381 119.74 0,02 3,20E-04 14932.31
hsa-miR-299-3p 67.78 0,02 3,60E-04 14932.31
hsa-miR-411 72.70 0,02 2,90E-04 14932.31
hsa-miR-382 50.84 0,02 4,40E-04 14q32.31
hsa-miR-323-3p 55.61 0,02 6,30E-04 14q32.31
hsa-miR-409-3p 45.10 0,02 6,60E-04 14q32.31
hsa-miR-299-5p 54.60 0,02 4,70E-04 14q32.31
hsa-miR-495 48.66 0,02 4,60E-04 14932.31
hsa-miR-654-3p 51.11 0,02 6,40E-04 14932.31
hsa-miR-134 30,08 0,02 6,50E-04 14932.31
hsa-miR-758 44.41 0,02 4,10E-04 14932.31
hsa-miR-411%* 46.35 0,02 6,10E-04 14q32.31
hsa-miR-543 35.01 0,02 4,70E-04 14q32.31
hsa-miR-370 41.97 0,03 8,90E-04 14q32.2
hsa-miR-539 47.16 0,03 8,90E-04 14q32.31
hsa-miR-493* 29.22 0,03 9,80E-04 14q32.2
hsa-miR-433 46.84 0,03 9,50E-04 14q32.2
hsa-miR-376b 66.97 0,03 1,13E-03 14932.31
hsa-miR-127-5p 21.88 0,03 1,23E-03 14q32.2
hsa-miR-494 33.03 0,03 1,20E-03 14q32.31
hsa-miR-493 23,03 0,03 1,35E-03 14g32.2
hsa-miR-379* 29.81 0,04 1,43E-03 14q32.31
hsa-miR-409-5p 25.90 0,04 1,65E-03 14q32.31
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4.5. miRNA’larin Saptanan Hedef Genleri
miRNA dizin ¢alismast sonucunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde ekspresyonu
artmis miRNA’lari, Tablo-1’de verilen noral krest hiicrelerinin farklilasmasinda rol alan

genleri  hedef alip almadiklart  http://diana.cslab.ece.ntua.gr/?sec=databases  ve

http://www.microrna.org ~ web tabanli yazilimlar kullanilarak belirlenmis olup, sonuglar

asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo-9: Diana microT 4.0 ve miRanda web Tabanli Yazilimi ile Saptanan Hedef

Genler

miRNA Diana microT 4.0 Precision Score* miRanda mirSVR Score **

hsa-miR-127-3p

hsa-miR-337-5p

hsa-miR-377
hsa-miR-376¢ NTRK3 0.3
hsa-miR-379
hsa-miR-154
BMPR2 0.3 BMPR?2 -0.1220
. GDNF 0.3 DPYSL3 -0.2085
hsa-miR-329 DPYSL3 0.3
MAPT 0.3
hsa-miR-487b
. BMPR?2 0.1 BMPR?2 -0.6400
hsa-miR-376a MAPT 0.1
BMP2 0.7 BMPR2 -0.1183
BMPRIA 0.5 BMP2 -0.3548
BMPR2 0.9 NTF3 -0.9408
NTRK1 0.6 NTRK1 -0.1011
hsa-miR-410 NTRK3 0.8 GATA3 -0.1257
NTF3 0.7 ZFPM?2
GATA3 0.7
ZFPM?2 0.8
BMPR2 0.9 GATA3 -0.3857
NTRK3 0.8 MTSS1 -1.2795
hsa-miR-381 GATA3 0.7
ZFPM?2 0.9
MTSS1 0.8
hsa-miR-299-3p
hsa-miR-411
hsa-miR-382 BMPR?2 0.3
hsa-miR-323-3p ZFPM?2 0.7

hsa-miR-409-3p
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Tablo 9’un devami

hsa-miR-299-5p NTRK3 0.4
DPYSL3 0.4
BMPR?2 0.9 BMPR?2 -0.0732
NTRK3 0.9 GATA3 -0.9391
GATA3 0.8 RARA -0.3016
. RARA 0.8 PTN -0.0215
hsa-miR-495 PIN 0.7 NRCAM -0.3307
NRCAM 0.7 MTSS1 -0.4952
DPYSL3 0.8
MTSS1 0.8
hsa-miR-134 ZFPM?2 0.0
BMP?2 0.0
hsa-miR-654-3p BMPR?2 0.0
GDNF 0.0
hsa-miR-758
. GDNF 0.2
hsa-miR-411% MTSS] 0.0
BMP?2 0.6 BMP?2 -0.7167
BMP4 0.7 BMP4 -0.0951
BMPR?2 0.7 BMPR?2 -0.002
. GDNF 0.6 PHOX2B -1.0544
hsa-miR-543 PHOX2B 0.7 NTF3 0.5648
NTRK3 0.5 NRCAM -1.1851
NTF3 0.7
NRCAM 0.7
NTRK3 0.1 MTSS1 -0.2254
hsa-miR-370 DPYSL3 0.1
MTSS1 0.1
BMP?2 0.3 BMP?2 -0.8289
GDNF 0.3 ZFPM?2 -1.3339
. ZFPM?2 0.3 NRCAM -1.1693
hsa-miR-539 NRCAM 0.3
DPYSL3 0.3
MTSS1 0.3
BMPRIA 0.4
. NTRK3 0.7
hsa-miR-493* GATA3 0.5
MTSS1 0.6
BMPR?2 0.1 DPYSL3 -0.6040
hsa-miR-433 DPYSL3 0.1
MAPT 0.1
hsa-miR-376b MAPT 0.2
hsa-miR-127-5p
BMPR2 0.6 BMPR2 -0.2105
. GDNF 0.5 PHOX2B -1.2349
hsa-miR-494 PHOX2B 0.6 ZFPM2 -0.8845
ZFPM?2 0.5
hsa-miR-493
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Tablo 9’un devami

hsa-miR-379* BMPR2 0.0
GDNF 0.2
hsa-miR-409-5p BMPR?2 0.7

* Diana microT 4.0 yazilimindan elde edilmis olup, Precision skoru 0.0-1.0
arasindadir ve 1.0 degerine dogru kesinlik artmaktadir.
** miRanda yazilimindan elde edilmis olup, mirSVR skorunun >-0.10 olmasi

onerilmektedir [124].

4.6. miRNA’larin Se¢cimi
miRNA dizin ¢aligmasinda istatistiksel olarak ekspresyon artis1 saptanan ve noral krest
hiicrelerinin ~ farklilasmasinda  rol  alan  genlerden  birden  fazlasini,  hem

http://diana.cslab.ece.ntua.gr/?sec=databases hem de htip://www.microrna.org web tabanli

yazilimlari ile hedef alan miRNA’lar gercek zamanli PCR reaksiyonu i¢in se¢ilmistir. Buna

gore secilen miRNA’lar; hsa-miR-410, hsa-miR-494, hsa-miR-495 ve hsa-miR-543"diir.

4.6.1. Secilen miRNA’larin Real Time PCR sonuclari

Gergek zamanli PCR reaksiyonu araciligiyla, se¢ilen miRNA’lara 6zgili primerler ile
miRNA’larin ekspresyonlarinin belirlenmesinden 6nce, ¢alismanin birinci asamasindan elde
edilen veride; tek sarmal cDNA sentezinin gergeklestigi ve snord48 primerlerinin calistigi
gozlenmistir. Ayrica ¢alismanin kalite ve kontrolii firmanin kit icerisinde gondermis oldugu
sentetik bir RNA olan RNA spike-in ile yapilmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler
asagidaki sekillerde gosterildigi gibidir.
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Sekil-8: Snord 48’e Ait Amplifikasyon Egrisi

Secilen her bir miRNA igin gerceklestirilen gercek zamanli PCR reaksiyonu triplicate
olarak yapilmistir. Her reaksiyon sonunda miRNA’lara 6zgii Ct degerleri, snord48’in Ct
degerleri ile normalize edilmistir. Calismada 1p delesyonu olmayan hiicre hatlar1 (KELLY,
SH-SYS5Y) G1, 1p delesyonu olan hiicre hatlar1 ise (SIMA, CHP-126, IMR-32, MHH-NB-11)
G2 olarak gruplandirilmigtir. Her bir grubun ekspresyon degeri, gruptaki hiicre hatlarinin her
bir miRNA i¢in normalize edilmis degerlerinin geometrik ortalamasi alinarak bulunmustur.
Her bir gruba ait miRNA nin ekspresyon degeri saptandiktan sonra, gruplarin oranlanmasi ile
gruplar arasindaki ekspresyon degisimi saptanmustir. Yapilan {i¢ caligmaya ait veriler

asagidaki tablolarda sunulmugtur.
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1.Calisma:

Tablo-10: Birinci Ger¢gek Zamanli PCR Caligsmasi ile Se¢ilmis miRNA’larin Gruplar

Arasindaki Ekspresyon Degisimi

Normalize Gruplarin
Hiicre Hatt1 miRNA Ct Snord48 Ct edilmis deger eks'pr-esyon Grup2/Grupl
degeri
SIMA 26,03 24,85 0,4413
CHP-126 30,06 27,30 0,1476 0,1396
hsa-miR-543 IMR-32 31,24 26,15 2,93E-02 49,85
MHH-NB-11 28,02 25,69 0,1989
SH-SYS5Y 35,88 26,75 1,78E-03
KELLY 33,95 26,12 4,39E-03 2,80E-03
SIMA 25,59 24,85 0,598
CHP-126 30,69 27,30 9,53E-02 0,1276
IMR-32 31,76 26,15 2,05E-02 45,51
hsa-miR-495 MHH-NB-11 27,83 25,69 0,2269
SH-SYS5Y 36,16 26,75 1,47E-03
KELLY 33,68 26,12 5,29E-03 2,79E-03
SIMA 31,81 24,85 8,03214E-03
CHP-126 36,22 27,30 2,0645E-03 1,475E-03
hsa-miR-494  IMR-32 40,00 26,15 6,773E-05 44,22
MHH-NB-11 33,58 25,69 4,216E-03
SH-SY5Y 41,83 26,75 2,887E-05
KELLY 40,81 26,12 3,7833E-05 3,3352E-05
SIMA 29,77 24,85 3,30E-02
CHP-126 35,98 27,30 2,44E-03 3.76E-03
hsa-miR-410  IMR-32 37,27 26,15 4,48E-04 -
MHH-NB-11 33,19 25,69 5,51E-03
SH-SY5Y 40,00 26,75 1,03E-04 -
KELLY - 26,12 -
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2.ve 3. Calisma:

Yapilan ilk calisgmada hsa-miR-410 i¢in Kelly hiicre hattindan Ct degerinin elde
edilememesi nedeniyle Tablo-7’de gosterildigi gibi farkli pasaj numaralarina sahip yeni hiicre
hatlarindan ikinci ve iiglincii ger¢ek zamanli PCR ¢alismasi gergeklestirildi. Calismada her bir
miRNA i¢in ayr bir ger¢cek zamanli PCR calismasi gergeklestirilmis olup sonuclar asagidaki

tablolarda sunulmustur.
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Tablo-11: ikinci Ger¢ek Zamanli PCR ¢alismasi ile Se¢ilmis miRNA’ larin Gruplar
Arasindaki Ekspresyon Degisimi

Normalize Gruplarin
Hiicre Hatt1 miRNA Ct Snord48 Ct edilmis deger eks'pr-esyon Grup2/Grupl
degeri
SIMA 28,61 24,94 7,83E-02
CHP-126 28,09 26,07 0,2457 4,5144E-02
hsa-miR-543  IMR-32 33,13 25,55 5,24E-03 33,68
MHH-NB-11 29,43 24,83 4,12E-02
SH-SYS5Y 38,98 25,51 8,89E-05 1,34E-03
KELLY 29,51 23,89 2,03E-02
SIMA 28,78 24,94 6,96E-02
CHP-126 28,33 26,07 0,2092 8,0205E-02
IMR-32 30,74 23,89 8,71E-03 56,04
hsa-miR-495 MHH-NB-11 27,93 26,32 0,3263
SH-SYS5Y 35,83 25,52 7,88E-04 1,431E-03
KELLY 34,14 25,55 2,60E-03
SIMA 34,21 24,94 1,62E-03
CHP-126 33,85 26,07 4,54E-03 9,77E-04
hsa-miR-494 IMR-32 41,62 25,55 1,46E-05 38,16
MHH-NB-11 33,20 26,32 8,48E-03
SH-SYS5Y 45,00 25,52 1,37E-06 2,56E-05
KELLY 35,86 24,83 4,80E-04
SIMA 32,46 26,32 1,41E-02
CHP-126 34,26 26,72 5,38E-03
hsa-miR-410 IMR-32 45,00 27,84 6,84E-06 1,45E-03 i
MHH-NB-11 31,79 24,94 8,67E-03
SH-SYS5Y 36,04 23,89 2,21E-04

KELLY - 25,55 -
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Tablo-12: Ugiincii Ger¢ek Zamanli PCR ¢alismast ile Segilmis miRNA’ larin Gruplar

Arasindaki Ekspresyon Degisimi

Normalize Gruplarin
Hiicre Hatt1 miRNA Ct Snord48 Ct edilmis deger eks'pr-esyon Grup2/Grupl
degeri

SIMA 28,13 25,96 0,222221

CHP-126 28,07 26,66 0,376312 5,701558E-02

IMR-32 34,95 26,59 3,044E-03 27,04
hsa-miR-543 MHH-NB-11 30,45 25,86 4,1521E-02

SH-SY5Y 37,31 24,53 1,42E-04

KELLY 30,13 25,13 3,125E-02 2,107868E-03

SIMA 28,30 25,13 0,111105

CHP-126 28,45 26,66 0,289172 0,108067

IMR-32 30,47 24,53 1,62E-02 45,88
hsa-miR-495 MHH-NB-11 27,90 25,96 0,260616

SH-SY5Y 35,59 25,88 1,19E-03 2,355E-03

KELLY 33,61 25,86 4,64E-03

SIMA 33,68 25,13 2,67E-03

CHP-126 33,56 26,66 8,37E-03 1,32252E-03

IMR-32 41,03 25,86 2,71E-05 31,39
hsa-miR-494 MHH-NB-11 33,59 25,96 5,04E-03

SH-SY5Y 45,00 24,53 6,89E-07 421239E-05

KELLY 35,19 26,59 2,57E-03
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4.6.2. Secilen miRNA’larin Gruplar Arasindaki Ekspresyon Farkhiliklar:
Acisindan Ger¢ek Zamanh PCR Sonuclari ile miRNA dizin Sonu¢larinin

Karsilastirilmasi

Her bir gruba ait miRNA’nin ekspresyon degerleri saptandiktan sonra gruplarin
oranlanmasi ile gruplar arasindaki ekspresyon degisimi saptanmigtir. Bu degerlerin miRNA

dizin caligmasi ile karsilastirilmast asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo-13: Secilen miRNAlar i¢in Ger¢cek Zamanli PCR Sonuglari ile miRNA dizin

Sonuglariin Karsilastirilmasi

Secilen Gercek zamanh PCR (Grup-2/Grup-1) miRNA Dizin

miRNA’lar (Ekpresyon Degisimi)
1.¢alisma 2.¢alisma 3.¢alisma

hsa-miR-494 44,22 38,16 31,39 33,03

hsa-miR-495 45,51 56,04 45,88 48,66

hsa-miR-543 49,85 33,68 27,04 35,01

Her bir miRNA i¢in gergeklestirilen ii¢ ger¢cek zamanli PCR ¢alismasindan elde edilen
ekspresyon degisimi oranlarinin ortalamasiin, miRNA dizin ¢alismasindan elde edilen

ekspresyon degisim oranina yakin oldugu asagidaki sekilde gosterilmistir.
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Sekil-9: Gercek zamanli PCR calismasindan elde edilen ekspresyon degisimi

oranlarinin ortalamasi ile miRNA dizin ¢alismasinin sonuclarinin karsilastirilmasi
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S.TARTISMA

Noroblastom (NB), diger solid tiimorler de gozlenebilen, kromozom diizeyindeki
kazanim, kayip veya yeniden diizenlemeler gibi kendini gosteren genetik aberasyonlarla
karakterize bir tiimor olmasina ragmen, diger kanser tiirlerinde mutasyona ugradigi bilinen ve
proliferasyon, apoptoz ve DNA onarim mekanizmalar1 gibi karsinogenez siirecinde onemli
rolleri oldugu bilinen genlerin mutasyonlari NB tiimor hiicrelerinde saptanmamuastir [5]. Hali
hazirda NB patogenezinde nedensel bir role sahip oldugu bilinen tek gen, primer NB

olgularinin yaklasik % 18-20’sinde amplifikasyonu saptanan MY CN onkogenidir [43].

NB’da genellikle hastaligin histolojik olarak farklilagsma siirecini tamamlamamis
olmasiyla ve MYCN amplifikasyonuyla birliktelik gosteren, 1p kromozom kolunun farkli
bolgelerindeki heterozigosite kayiplart (LOH) cesitli ¢alismalarda gosterilmekle birlikte, 1p
bolgesindeki en kiiciik ortak delesyon alaninda giiniimiize kadar yapilan c¢alismalarda, bu
bolgede yerlesim gosteren ve Knudson “cift vurus” hipoteziyle uyumlu bir tiimdr baskilayici

gen bulunamamstir [18,20,39,40,125-134].

Bir no’lu kromozomun NB patogenezinde roliinii arastirmak igin, Bader ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, 11 ve 17. kromozomlarin normal oldugu fare mikrohiicre
hibrid NB hiicre hatlarina, t(X;1q) ve t (X;1p) kromozomlariin transfer edilmesi neticesinde,
kromozom t(X;1q) nun aktarildigi NB hiicre hattinda herhangi bir degisimin gézlenmedigi, t
(X;1p) kromozomunun aktarildigit NB hiicre hattinda ise, hiicrelerin morfolojik olarak
degisimin gozlendigi ve noronal farklilagmanin indiiklendigi gozlenmistir [30]. Bu durum
kromozom 1p’nin NB’un farklilagsma siirecinde etkili olabilecegini gostermektedir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada da kromozom 1p kaybi olan hiicre hatlarinda, 1p delesyonu
olmayan hiicre hatlarina gore istatistiksel olarak anlamli artis saglayan miRNA’larin NB’un
olusumunda etkisi oldugu diisiiniilen, farklilagma siirecinde rol alan genleri hedef aldig1

saptanmuistir.

NB, noral krest hiicrelerinden koken almaktadir ve bu hiicreler bir takim spesifik
genler araciligi ile nihai karakterlerini alabilecekleri hiicre tiplerine farklilasabilmektedirler.
Bu genlerin ifadelerinde meydana gelebilecek degisiklikler NB’un ortaya c¢ikisiyla
sonuglanabilecegi birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir [65,135-137]. NB’da

gbzlenen kromozomal delesyon bolgelerindeki aday tiimor baskilayici genlerde giliniimiize
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kadar yapilan ¢aligmalarda mutasyon saptanmamasi {iizerine, son yillarda epigenetik
calismalara agirlik verilmesine neden olmustur. Bu amagla, 22 noroblastom hiicre hatti
lizerinde yapilan bir ¢alismada 1p36 bolgesinde yer alan 23 aday tiimor baskilayicit genin

promotdr bolgesinde herhangi bir metilasyon saptanmamustir [138, 139].

Yaptigimiz literatiir calismasinda, noral krest hiicrelerinin farklilagma siirecinde rol
alan ve calismamiza konu olan 21 genden PHOX2B geni hari¢ hi¢bir genin promotdr
bolgelerinin hipermetile olarak susturulduguna dair ¢alisma bulunmamaktadir. L.pontual ve
arkadaslarinin 13 NB hiicre hatt1 ve 45 tiimdr lizerinde yapmis olduklar1 calismada PHOX2B
geninin promotdr bolgesinin metilasyona ugradigt rapor edilmistir [140] . Buna ilaveten
calismamiza konu olan genlerden yine PHOX2B geni hari¢ hicbir genin NB da mutasyonlar:
rapor edilmemistir. Yapilan ¢aligmalarda ailesel NB olgularinda PHOX2B geninin mutasyonu
gosterilmekle birlikte, glinlimiize kadar yapilan calismalarda sporadik NB olgularinda
PHOX2B gen mutasyonlarin diisiik oranda gozlendigi ortaya konulmustur [60,78-82].
Ayrica PHOX2B geninin yerlesim gosterdigi 4 no’lu kromozomun kisa kolunda, allelik
kayiplar (LOH) ve delesyonlar da bildirilmistir [44, 141-144]. Bu durum, NB patogenezinde
MYCN geni disinda nedensel bir role sahip olabilecek gen ya da genlerin diger bir epigenetik
diizenleme mekanizmasi olan miRNA’larla kontrol edilebilecegini diisiindiirmektedir.

Welch ve arkadaslarinin primer NB tiimoérleri ve hiicre hatlar1 iizerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmada 1p36.23 bolgesinde lokalize olan hsa-mir-34a’nin klinik seyri kotii
orneklerde ekspresyonunun daha diisiik oldugu ve p53 aktivasyonu iizerinden apoptoza ve
hiicre siklusunun durdurulmasina katkida bulundugu ve NB ‘un tiimoriigenez siirecinde
baskilayic1 bir rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir. Ayn1 zamanda p53’iin indiiklenmis
oldugu ve mir34a’nin ise baskilandig1 ¢aligmalarda hiicre 6liimiiniin azaldig1 saptanmistir
[110]. Buna ilaveten 70 primer timoOr 6rnegi iizerinde yapilan bir calismada miR-542-5p ve
miR-628’in klinik seyri iyi NB olgularinda eksprese edilirken, unfavorable NB olgularinda
eksprese edilmedigi saptanmigstir. Ayn1 zamanda miR-542-5p’nin NB hiicrelerinin invaziv
potansiyelini azalttig1 rapor edilmistir [105].Diger yandan MYCN amplifikasyonu olan ve
olmayan hiicre hatlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada mirl7-92 grubunu da igeren bazi
miRNA’larin MYCN yoluyla indiiklendigi ve MYCN amplifiye 6rneklerde islevinin arttigi
gozlenmistir [102]. Yapilan bir diger calismada ise mir17-92 grubunun NB da islevinin
artistyla TGF-beta sinyal yolaginin durdurulmasiyla ve bunun sonucu olarak apopitozun

engellenmesiyle korele oldugu rapor edilmistir [108]. MYCN geninin hiicre ¢ogalmasini
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baskilayan bazi miRNA’larin islevini engelleyerek, anti-apoptotik bir islev gosterdigi de
saptanmistir. Bununla birilikte MYCN’nin bazi miRNA’larin ifadesini etkiledigi gibi, bazi
miRNA’larinda MYCN geninin translasyon siirecini baskilayabildigi gosterilmistir. Ayni
zamanda miR-10a, miR-10b, let-7 ve miR-101’in MYCN genini hedef alarak MYCN
amplifiye NB hiicrelerinin ¢ogalmasint baskiladigi rapor edilmistir [145, 146]. Son
zamanlarda yapilan diger c¢aligmalarda, miR-92’nin, c¢ogunlukla E-kaderinlerin degrede
edilmesiyle metastatik siireci indiikleyen Wnt sinyal yolagini baskilayarak tiimor baskilayici
rol iistelenen DKK3 geninin islevini ortadan kaldirdigi bulunmustur [147, 148]. Zhang ve
arkadaslarinin 42 NB tiimori {izerinde yaptiklari bir bagka calismada miR-9’un matriks
metalloproteinaz 14’{i hedef aldig1 ve bu yolla, NB hiicrelerinin anjiogenezini, metastazini ve
invazyonunu baskiladigi gosterilmistir [149].

Yakin gecmiste 227 primer NB tiimor {lizerinde yapilan bir diger ¢alismada miR-487b
ve miR-410’un NB un yiiksek riskli grubunda, diisiik riskli grubuna gore daha diisiik diizeyde
eksprese oldugu saptanmistir [150]. Altt NB hiicre hatt1 iizerinde bizim yapmis oldugumuz
calismada ise, miR-487b ve miR-410’un Ip delesyonu olan hiicre hatlarinda, 1p delesyonu
olmayanlara gore yliksek diizeyde eksprese oldugunu saptadik. Bu durum, hiicre hatlarinin
klonal bir seciliminden kaynaklanabilir, ayrica yapilmis olan diger arastirma, salt tiimor
ornekleri lizerinde yapilmig olup hiicre hatti tlizerinde bir ¢aligma yapilmamistir. Ayrica
yapilan g¢aligmada risk grubu degerlendirilmesine gore bir siniflandirma yapilmistir. Risk
grubu siniflamasi; yas, MYCN amplifikasyonu ve evre durumuna gore yapilmis olup, 1p ve
11q delesyonu gibi diger genetik parametreler goz ardi edilmistir. Bunlara ilaveten, yapmis
oldugumuz caligmada bahsedilen ¢alismanin aksine ekspresyon artisi saptadigimiz miR-
487b’nin farklilagma siirecinde rol alan genlerden higbirisini hedef almadigi ve ayrica miR-
410’daki ekspresyon artisginin gergek zamanli PCR ¢alismast ile dogrulanamadigi
goriilmektedir. Ayrica yapilan ¢aligmada NB un yiiksek riskli grubunda, diisiik riskli grubuna
gore, miR-494’lin ekspresyon artis1 saptanmis olup, bizim g¢aligmamizda da miR-494’{in
ekspresyon artist dogrulanmis olup, farklilagsma siirecinde rol alan genleri hedef aldig
gosterilmistir. Buna ilaveten yapilan ¢alismada, kromozom 14q32 lokusunda yer alan yiiksek
riskli olan grupta miR-487b ve miR-410’un diisiik ekspresyonu belirtilmis olmasina karsilik,
diger aragtirmalarda kromozom 14q23-q32 ve D14S588 - 14q telomer kaybinin MYCN
amplifikasyonu ile ters korelasyon gosterdigi rapor edilmistir [151]. Bu durum yapmis

oldugumuz ¢alisma ile uyumluluk gdstermektedir, ekspresyon artis1 saptadigimiz miRNA’lar
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kromozom 14q32 bolgesinde lokalize olup, ekspresyon artist saptadigimiz gruptaki IMR-32
hiicre hattinda kromozom 14q kazanim1 saptanmustir.

Arastirmacilar tarafindan insan miRNA’larinin %50 den fazlasinin kanserle iliskili
genomik bolgelerde ve kirilma noktalarina yakin bolgelerde lokalize oldugu gosterilmistir
[152]. Calismamizda saptamis oldugumuz miRNA’larinda, NB’da kromozom 14q kaybinin
kirilma noktas1 olan 14q23-q32 bolgesine yakin yerde (14q32.2 ve 14q32.31) lokalize oldugu
gosterilmistir. NB 6zelinde, oligoniikleotit dizin CGH ve miRNA ekspresyon profili analizleri
birlikte degerlendirildiginde, NB tiimorlerinde genis Olgiide kromozomal imbalans goriilen
3p, 11q ve 14 q kaybinin ve 1q ve 17q kazaniminin, miRNA ekspresyon bolgeleriyle yakin
iligkili oldugu gosterilmistir [106, 145, 150, 153-158].

Calismamizda ekspresyon artis1 saptadigimiz miR-543 {izerinde yapilan farkli bir
calismada, miRNA ekspresyon profilleri agisindan, dort meme kanseri hiicre hattinin
farklilagmis tic meme kanseri olgusuyla karsilastirilmasinda, miR-543’iin farklilasmis meme
kanseri olgularinda ekspresyonunun artmis oldugu saptanmistir [159]. Bu durum
miRNA’larin farkli kanser tiirlerinde farkli gérevler iistlenebilecegini gostermektedir. Nitekim
yapilan ¢aligmalarda, miR17-92 grubunda yer alan, miR-17-5p’nin ¢esitli kanser tilirlerinde
pro-onkojenik bir 6zellik gosterirken, E2F1 onkojenini hedef almasiyla da tiimor baskilayict
bir rol iistlenebildigi de rapor edilmistir [160-164].

Cocuklarda en sik goriilen malign beyin tiimorii olan medullablastom (MB) iizerinde
yapilan ¢aligmalarda primer MB tiimorleri ve hiicre hatlari ile noral kok hiicrelerinin miRNA
ekspresyon profillerinin karsilastirilmasinda, ¢alismamizda da ekspresyon artiglari dogrulanan
miR-494 ve miR-495’in ekspresyonunun MB tiimorlerinde ve hiicre hatlarinda anlamli olarak
artis gosterdigi rapor edilmistir [165]. Buna ilaveten meme kanseri kok hiicrelerinde yapilan
calismada da miR-495’in ekspresyonunun arttig1 ve E-kaderin ekspresyonunu direkt olarak
baskilayarak onkojenik siirecin gelismesine katkida bulundugu gosterilmistir [166].

Noral krest hiicrelerinin farklilagma basamaklarinda rol alan genlerin NB ile iligkisi
gerek spesifik gen diizeyinde yapilan ¢aligmalarla gerekse klinik acidan farkli ozelliklere
sahip genis Olgekli NB tiimorlerinin gen ekspresyonu analizlerinin karsilagtirilmasi ile ortaya
konulmustur. Fare NB hiicreleri (Neuro2a) iizerinde yapilan bir ¢alismada kiiltiire edilmis
Neuro2a hiicrelerinin, kemik morfojenik protein-2 ( BMP2) ile muamele edilmesiyle, NB

hiicrelerinin noronal fenotipe dogru farkhilastigt goézlenmistir [167]. Yapilan diger
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caligmalarda da 6zellikle sinir sistemi gelisimi agamasinda eksprese olan BMP2 ve BMP4’iin
noronal farklilagmanin baslamasi i¢in gerekli oldugu ve hiicre farklilasmasimin ekspresyonu
ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmustir [168-170]. DePreter ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir calismada ise BMP4’iin normal adrenal korteks hiicrelerinde, diisiik ve yiiksek
evreli NB olgularina gére daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu saptanmistir [171]. Yapmis
oldugumuz calismada ise, BMP2 ve onun reseptorii olan BMPR2’nin her iki web tabanlh
yazilim ile dogrulanip en ¢ok hedef alinan genler oldugu goriilmektedir. Bu genleri hedef alan
miRNA’lar arasinda ekspresyon artisini dogruladigimiz miR-543, miR-495 ve miR-494’de
bulunmaktadir. Aym1 zamanda néronal farklilasmada rolii olan diger bir protein olan
BMP4’iinde miR-543 tarafindan hedef alindigin1 saptadik. Bu sonuglar; 1p delesyonu olan
hiicre hatlarinda ekspresyon artisin1  dogruladigimiz miRNA’larin nodronal farklilasma
stirecindeki genleri hedef almasi sonucunun, kromozom 1p’nin NB hiicrelerinin farklilagmasi
icin gerekli oldugunu saptayan Bader ve arkadaslariin yaptigi calismayla uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Birer transkripsiyon faktorii olan PHOX2A ve PHOX2B genlerinin noral krest
hiicrelerinin kromaffin hiicrelerine farklilasmasinda rol aldiklar1 gosterilmistir [172] . Yapilan
diger bir calismada ise PHOX2B mutant farelerde periferal sinir sisteminin farklilasmasinda
major defektelerin ortaya ¢iktigi gosterilmistir [173]. Bununla birlikte aragtirmacilar diisiik
evre NB olgularinda, yiiksek evre NB olgularina gére PHOX2A ve PHOX2B nin daha yiiksek
diizeyde eksprese oldugunu rapor etmislerdir [171]. Bizim ¢alismamizda ise; PHOX2A’y1
hedef alan miRNA saptanmamis olmakla birlikte, miR-543 ve miR-494’{in her iki web tabanli
yazilimda PHOX2B yi hedef aldig1 ve ekspresyon artiglarinin dogrulandigi gosterilmistir.

Caligsmalarda noroblast hiicrelerinin stromal ¢evresinde bulunan Schwann hiicrelerinin,
beyin biiyiime faktorii (NGF) ve norotrofin-3(NTF3) gibi norotrofinlerin kaynagi oldugu ve
bu komponentlerin Trk tirozin kinaz reseptorleri olan TrkA, TrkB ve TrkC’ye baglanarak NB
timorlerinde hiicresel farklilasmayla iligkili oldugu saptanmustir [174,175]. Ayrica
arastirmacilar TrkC ve TrkA’nin diisiik evre NB olgularinda, yiiksek evre NB olgularina gore
daha yiiksek diizeyde eksprese olduklarini, NGF’in ise yiiksek evre NB olgularinda daha
yiiksek diizeyde eksprese olduklarini rapor etmislerdir [171]. Yapmis oldugumuz calismada
NTF3 ve TrkA’yr miR-410’un hedef aldigimi saptadik ancak ekspresyon artisim1 gercek
zamanlt PCR c¢alismasi ile dogrulayamadik. Buna ilaveten miR-543’tinde NTF3’i hedef
aldigin1  belirledik. Nakagawara ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, 7rkA
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ekspresyonunun anlamli bir sekilde 1p36 delesyonu ve MYCN amplifikasyonuna sahip NB
timorlerinde azaldigi gosterilmistir [176]. Buna ilaveten calismalarda gelisimsel siirecte
sinirli miktarda eksprese olan NGF’in ileri evre NB olgularinda ekspresyon artiginin
gosterilmesi ve yapmis oldugumuz calismada her iki web tabanli yazilimda da NGF’in
miRNA’larin hedefinin olmamasi, ¢calismamizdaki 1p delesyonu olan hiicre hatlarinin NB da
ileri evre ile iliskilendirilen MYCN amplifikasyonunu da bulundurmasi agisindan oldukga
anlamhidir. Yine yiiksek evre NB olgularinda ekspresyon artis1 saptanan NTF-4/5" in hedef

alinmadiklar1 saptanmistir.

Vermeulen ve arkadaglarinin, yaklagik 700 NB hastasinin  mikro-dizin gen
ekspresyonu verisini iceren yedi farkli yaymlanmis calisma {izerinden, data-mining
stratejisiyle yaptiklari ¢alismada Gene Ontology analiziyle de dogrulanmis olarak; PTN,
NRCAM, DPYSL3, MTSS1, DDC, NTRK1 ve MAPT genlerinin néronal farklilagsma ile iligkili
oldugu ve diisiik evre timorlerde, ileri evre timorlere gore daha yiiksek diizeyde eksprese
olduklarimi rapor etmislerdir [77]. Calismamizin sonuglari bu veriyle paralellik
gostermektedir. ileri evre NB ile iliskilendirilen 1p delesyonu ile birlikte MYCN
amplifikasyonu gozlenen hiicre hatlarinda ekspresyon artis1 saptadigimiz miRNA’lardan miR-
329, miR-410, miR-381, miR-495, miR-543, miR-370, miR-539, miR-433’lin bahsedilen
genlerden en az birini hedef aldiklar1 her iki web tabanli yazilimla dogrulanmigtir. Bahsedilen

genlerden DDC’nin ise higbir miRNA tarafindan hedef alinmadig1 saptanmistir.

Sempatik sinir sisteminin gelismesinde 6nemli bir rolii oldugu, yapilan ¢alismalarla
vurgulanan proteinlerden biri olan, GATA-3 transkripsiyon faktoriiniin ve kofaktorii olan
ZFPM?2’nin, ileri evre NB tiimorlerinde ekspresyon diizeyinin, diisiik evre NB tiimdrlerine
gore diisiik oldugu rapor edilmistir. Buna karsilik, GATA-4 transkripsiyon faktoriiniin MYCN
amplifiye NB tiimorlerinde yliksek diizeyde eksprese oldugu gosterilmistir [177]. Bu veriler
calismamizin sonugclar ile paralellik gostermektedir. Calismamizda; GATA-3 ve ZFPM2’nin
miRNA’larca hedef alindig1 gosterilmistir. Buna karsilik, GATA4’{in ise her iki web tabanl

yazlimda, ¢aligmamizdaki higbir miRNA tarafindan hedef alinmadig1 saptanmistir.
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Yapilan deneysel c¢alismalarda Retionik asidin (RA) NB hiicrelerinin farklilagmasini
saglayan en onemli ajanlardan biri oldugu gosterilmistir. NB hiicrelerinin RA ile muamele
edildiginde, RA’in reseptorlerine baglanmasi sonucunda heterodimer bir yapi ile birilikte
konformasyonel bir degisikligin meydana geldigi ve bu yapmin niikleusa gecerek,
farklilasmay1 indiikleyen ve hiicre biiylimesinin durdurulmasiyla ilgili genlerin promotdr
bolgelerine baglandiklar1 ve sonug olarak noronal farklilasmanin meydana geldigi ve hiicre
cogalmasinin ise durdugu gosterilmistir [178-181]. Yapmis oldugumuz c¢alismada RA’in
baglandig1 retionik asit reseptoriiniin (RARA) miRNA’larca hedef alinip alinmadigimi da
arastirdik. Calismamizda RARA reseptoriiniin, ekspresyon artisi dogrulanan miR-495
tarafindan hedef alindigini saptadik. Bu sonu¢ NB agisindan farklilagma 6zelligi gostermemis
olan hiicre hatlarimizda gosterildiginden 6nemlidir.

Sonug olarak; literatiirde yapilan ¢alismalarda noral krest hiicrelerinin farklilagmasinda
rol oynadigi diisliniilen 21 genin ekspresyon diizeylerindeki degisim ile NB’un klinik fenotipi
arasindaki iligki vurgulanmigtir. NB tiimorleri ve hiicre hatlar lizerinde yaptigimiz literatiir
calismasinda ise, bu genlerin (PHOX2B hari¢) mutasyona ugradigina veya promotor
bolgelerinin hiper metile olduguna iliskin bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu durum bu
genlerin  miRNA’larin  hedefi olabilecegini diistindiirmektedir. Buna ilaveten NB
timorlerinde agresif klinik fenotiple iliskilendirilen 1p kaybinin farklilagma siireci ile iliskili
oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Bu agidan ¢alismamizda kromozom 1p kaybi olan
hiicre hatlarinda ekspresyon artisi saptanan miRNA’larin, farklilasma siirecinde rol alan
genleri hedef almasi son derece 6nemlidir. Ayrica ¢alismamizda her iki web tabanli yazilimla
hedef genleri dogrulanan miRNA’lardan, en cok geni hedef alan ve Onceki caligmalarda
NB’da prognostik olarak vurgulanmamis olan miR-543, miR-495 ve miR-494’{in ekspresyon
artislar1 dogrulanmistir. Buna ilaveten, literatiirde calismamizda kullanilan NB hiicre
hatlarinin tamaminin, NB’da tanimli tiim lokuslarin durumunu tanimlayan diger bir ¢alisma

bulunmamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Noroblastom (NB), noral krestten tiireyerek adrenal medulla ve sempatik sinir
sistemin gelisimine adanmis noroektodermal hiicrelerden koken alan embriyonel bir
tiimordiir. Tiim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur ve bu donemde en sik
rastlanan kranyum dis1 tiimordiir. NB’da nedensel anlamda tanimlanan gen diizeyindeki tek
genetik aberasyon olgularin yaklasik %20’sinde amplifikasyonu goriilen MYCN genidir.
Kromozomal diizeyde ise NB’da gozlenen en sik kromozomal aberasyonlar; 1p36, 11923
delesyonu ve 17q22 kazanimmidir. Glinlimiize kadar yapilan c¢alismalarda, NB’da tiimor
olusumu ve gelisiminden sorumlu genler henliz bulunamamistir. Bu nedenle NB,
karsinogenez siirecindeki molekiiler mekanizmasi en az bilinen tiimoérlerden biridir. NB’da
son yillarda genis 6l¢ekli klinik fenotip bakimindan farkli timor 6rneklerinin karsilastiriimasi
sonucunda ileri ve diisiik evre NB tiimorlerinde farkli genlerin eksprese oldugu saptanmustir.
Ozellikle ileri evre tiimérlerde néral krest hiicrelerinin farklilasma siirecinde rol alan bazi
genlerin ekspresyon diizeylerin diisiik oldugu saptanmistir. Yapilan literatiir calismalarinda
ise bu genlerin hemen hemen tamaminda mutasyon saptanmamistir, buna ilaveten bu genlerin
promotor bolgelerinde metilasyon saptanmamistir. Ayn1 zamanda bu genlerin ekspresyon
diizeylerindeki azalisin nedensel bir bagintisi heniliz tanimlanmis degildir. Bu durum bu
genlerin ekspresyon diizeylerinin miRNA ile diizenlenebilecegini akillara getirmektedir. NB
ornekleri iizerinde yapilan ¢alismalarda kromozom Ip nin farlilasma siirecinde rolii oldugu
gosterilmistir. Yapmis oldugumuz calismada da 1p delesyonu olan hiicre hatlarinda, 1p
delesyonu olmayan hiicre hatlarina gore, istatistiksel olarak anlamli artis gosteren 33 miRNA
saptadik. Ayni zamanda, saptadiimiz miRNA’larin 14932 bélgesinde lokalize oldugunu
gostredik. miRNA’larin hedeflerinin belirlenmesinde, farkli algoritmalara sahip iki web
tabanli yazlim kullandik. Ekspresyon artis1 saptadigimiz miRNA’lardan 6zellikle miR-410,
miR-543, miR-495 ve miR-494’iin en az ii¢ geni hedef aldigindan, gercek zamanli PCR
calismast icin sectik. Yaptigimiz calisma sonunda miR-543, miR-495 ve miR-494’{in
ekspresyon artiglarini, miRNA dizin ¢alismasindan elde edilen sonuca yakin bulduk. Bu
calisma sonucunda elde ettigimiz bulgularin genis tiimor 6rnekleri ile dogrulanmas: ile bu
miRNA’lar NB i¢in prognostik bir faktor olarak onerilebilir. Bir ¢ok bilinmezi olan NB da
prognostik olarak miRNA’larin tanimlanmasi ile risk gruplamasinda klinik 6zellikler ve
genetik aberasyonlarin disinda miRNA’larda Oniimiizdeki yillarda yer alabilir. Bu durum

ozellikle MYCN geninin bazi miRNA’lari, bazi miRNA’larinda MYCN genini kontrol
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ettiklerinin gosterilmesiyle daha da 6nem kazanmigtir. Nitekim MYCN amplifikasyonu
goriilmeyen bazi tiimor Orneklerinde kotii prognozun goriilmesi, MYCN geninin kopya
sayisinin  disinda, MYCN geninin ekspresyonunun miRNA’larca diizenlenebilecegini

diistindiirmektedir.
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