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NOROBLASTOM MIiKRORNA ILiSKiSI

Kemal Ergin, Adnan Menderes Universitesi, T1p Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dal1, 09100, Aydin, e-mail: kemalergin @hotmail.com

OZET
Giris ve Amac: Noroblastom tiim cocukluk c¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur.
MikroRNA (miRNA)’lar kiiciik ve kodlayici olmayan RNA’lar olup gen ekpresyonunun
posttranskripsiyonel diizenlenmesinde ve bazi kanserlerin patogenezinde Onemli bir rol
oynamaktadirlar. Bu ¢alismanin amaci; farkli klinik ve histolojik 6zellikler gdsteren
noroblastom dokularinda miRNA ekspresyon profilini saptamaktir.
Gerec ve Yontem: Calismada 17 adet hastanin arsiv parafin bloklara ait toplam 24 adet
farkli 6rnek kullanildi. Bu dokular gruplandirilarak 5 ayr1 analizde mikroarray ile mikroRNA
profilleri karsilastirildi:
I. analiz: Iyi differansiye (n=6), andifferansiye (n=6)
II. analiz: Kemoterapi 6ncesi (n=3), kemoterapi sonrasi (n=3)
I11. analiz: lyi histoloji (n=10), kétii histoloji (n=8)
IV. analiz: Noroblastom (n=4), Ganglionérom (n=4)
V. analiz: diisiik risk (n=10), orta risk (n=6), yiiksek risk (n=8)
Biyoinformatik analizi sonrasinda es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile validasyon
yapildi. Bununla birlikte yliksek ve diisiik riskli yeni hastalara ait tiimor dokularinda valide
mikroRNA’lar ile karsilagtirma yapildi. Ayrica klinik veriler ile farkli eksprese olan
miRNA’lar ac¢isindan karsilastirma yapildi.
Bulgular: 1. analiz’de 25 adet, II. analiz’de 8 adet, III. analiz’de 3 adet, IV. analiz’de 4 adet,
V. analiz’de diislik-orta risk i¢in 7 adet, orta-yiiksek risk i¢in 1 adet ve diisiik-yiiksek risk i¢in
14 adet farkli miRNA tespit edildi (p<0.01). KEGG yolak analizinde bu miRNA’larin en ¢ok
kanser yolagin1 hedefledikleri saptandi. Klinik veriler ile mikroRNA’lar karsilastirildiginda en
belirgin farklilik miR-132 ve miR-490" de goriildii. Yiiksek ve diisiik riskli yeni vakalarin
tiimor dokular1 arasinda en ¢ok kat degisimi miR-98-5p’de belirlendi.
Sonu¢: Calismamizin mikroRNA’lar1 hedefleyen tedavilerin gelisimi ve biyomarker
caligmalar1 i¢in bilgi verebilecek nitelikte oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, néroblastom, gangliondrom



RELATIONSHIP BETWEEN NEUROBLASTOMA AND MICRORNA

Kemal Ergin, Adnan Menderes University, Faculty of Medicine, Department of Histology and
Embriology, 09100, Aydin, e-mail: kemalergin @hotmail.com

ABSTRACT

Introduction: Neuroblastoma tumors, presents % 8-10 of all childhood cancers. MicroRNAs
(miRNA) are small and noncoding RNAs which play important roles at regulation of
posttranscriptional gene expression and pathogenesis of some cancers. The aim of this study
was to determine the miRNA expression profiles of neuroblastomas with different clinical and
histological characteristics.

Material and methods: In this study 24 samples from 17 patients paraffin blocks, were used.
Tissues were seperated into groups and their microRNA profiles were compared by 5
different analysis:

Analysis I:  Well (n=6), poorly (n=6) differantiated

Analysis II: Before (n=3), after (n=3) chemotherapy

Analysis IlI: Favorable (n=10), unfavorable (n=8) histology

Analysis IV: Neuroblastoma (n=4), ganglioneuroma (n=4)

Analysis V: Low (n=10), middle (n=6), high (n=8) risk

After bioinformatics analysis Real-time PCR was performed for validation. Validated
microRNAs were compared of high- and low-risk new patients’ tumors. Clinical data were
compared with differentially expressed microRNAs.

Results: 25 miRNA in analysis I, 8 miRNA in analysis II, 3 miRNA in analysis III, 4 miRNA
in analysis IV, 7 miRNA at low-middle risk, I miRNA at middle-high risk, 14 miRNA at
low-high risk comparison in analysis V were found different (p < 0.01). These miRNA’s
targeted mostly the cancer pathway by the KEGG pathway analysis. The markedly difference
were at miR-132 and miR-490, comparing the clinical data and microRNAs. The most fold
change was detected at miR-98-5p between the tissues of high- and low-risk patients.
Conclusion: Our study can be informative for therapies which targets microRNAs and for

biomarker studies.

Keywords: microRNA, neuroblastoma, ganglioneuroma



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom, tiim ¢ocukluk ¢ag1 kanserlerinin % 8-10"unu olusturur (1-9). Prevelans1 7000
canli dogumda 1 olup ABD’de yilda 800 yeni vaka bildirilmektedir (1-9). Cocukluk cag:
kanserleri igerisinde 3. sirada en sik goriilen kanserdir (3). Bununla birlikte ¢ocuklarda en sik
goriilen solid ekstrakraniyal neoplazm olup ayni zamanda 1 yas alt1 (infant) cocukluk cagi
kanserlerinin en sik nedenidir (3). Noroblastomlar degisen derecelerde differansiyasyon
gosterirler: differansiyasyonu fazla olan tiimorler az olana gbre daha iyi prognoz gosterirler
(10-23). Yiiksek derecede differansiyasyon gdsteren noroblastik tiimorler genellikle fokaldir
ve cerrahi ile tedavi edilebilirler (10-23) Buna karsin az derecede differansiasyon gdsteren
noroblastomlar genellikle yayilim gosterirler ve daha agressif seyrederler (10-23).
Noroblastom kompleks ve heterojen bir hastalik olup ¢ok sayida faktor tiimoriin spontan
regresyona ugrayacagi veya ilerleyip metastaz yapacagi konusunda etkili olur (10-40). Bunlar
arasinda tani yasi, hastalik evresi, tiimoriin molekiiler, hiicresel ve genetik 0Ozellikleri
bulunmaktadir (17-40).

MikroRNA (miRNA)’lar, 17-22 niikleotid uzunlugunda protein kodlamayan (noncoding)
kiiclik RNA’lar olup transkripsiyon sonrasinda gen ifadesini diizenlemekte rol oynarlar (41-
45). miRNA’lar nukleusta RNA polimeraz Il vasitasiyla pri-miRNA’dan pre-miRNA’ya
dontstiikkten sonra, nukleustan c¢ikarak sitoplazmada olgun hale gelirler (46-52). Olgun
miRNA’lar protein kompleksleri araciligiyla hedef genlere (mMRNA) baglanarak translasyonel
baskilama, mRNA kesilmesi veya transkripsiyonel sessizlesmeye neden olurlar (46-52). Bu
sayede bir¢ok hastaliklarin ve kanserlerin patogenezinde rol almaktadirlar.

Karsinogenez siirecinde katkida bulundugu gdsterilen mikroRNA’larin noroblastom dahil
kanserlerin patogenezinde o©nemli roller oynadigi belirtilmektedir (52-71). Yapilan
caligmalarda noroblastom kaynakli Myc onkogeninin néral hiicre diferansiasyon ya da
apoptoziste etkili oldugu, miRNA’larin ekspresyonlarim1 dogrudan ya da dolayli olarak
diizenledigi ve miRNA’larin tiimdrojenik etki gosterebilecegi bildirilmistir (52-71). Buna
karsin normal doku ile primer dokunun karsilastirildigi bir calismada; mikroRNA’larin
ndroblastom tiimdrogenezinde supresor olarak rol aldigr gdsterilmistir (67). Noroblastom
hiicre hatlarinda da yapilan in-vitro ¢alismalar mikroRNA’larin tiimor biiyimesinde énemli

rol aldigina isaret etmektedir (69).



Kanserler onkogen ve tiimor supresor genlerindeki ¢ok sayida genetik ve epigenetik
degisikliklerle karakterizedir (17-23). Noroblastomlardan ozellikle yiliksek riskli olanlar
MYCN gibi ¢esitli genetik faktorler ile iliskilidir (24-33). Noroblastomda uygulanan klasik
kemoterapi tedavilerinin yaninda yeni tedaviler de denenmektedir. Bunlar arasinda kok hiicre
nakilleri, retinoidler ve GD2 antikoru ile immunoterapi bulunmaktadir (10). Ayrica
noroblastomda ALK genine yonelik hedefli ilag tedavileri gibi genetik faktorlere karsi gesitli
tedaviler de denenmekte fakat tam anlamiyla basar1 saglanamamaktadir (10, 16). Son yillarda
noroblastom tedavisinde bromodomain inhibitérleri gibi epigenetik siirecleri diizenleyici
terapiler de giindeme gelmistir (10). Bu sebeple noéroblastomda epigenomun kendisi ile
birlikte epigenetik mekanizmanin ve diizenlemenin arastirilmasi gerekmektedir. Bu
diizenlemedeki en 6nemli ve etkin rolii mikroRNA’lar listlenmektedir. Yakin bir gelecekte
noroblastom tiimorii igin spesifik mikroRNA’lar1 hedefleyen tedaviler ortaya cikabilir. Fakat
bunun Oncesinde noroblastoma ait tiim klinik ve molekiiler durumlara ait mikroRNA

profillerinin mikroarray veya genom sekanslamalari ile ortaya konulmasi gerekmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci
Bu ¢alismanin amaci farkli klinik ve histolojiye gore ayrilmis ndroblastom dokularina ait

mikroRNA ekspresyon profillerini belirlemek ve karsilastirmaktir.

1.3. Arastirmanin Hipotezi
Farkli klinik ve histolojiye gore ayrilan néroblastom tiimor dokularinda mikroRNA profili

degiskenlik gostermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Noroblastom ve Epidemiyolojisi

Noroblastom immatiir sinir hiicrelerinden gelisen bir kanser tiiriidiir. Genellikle adrenal
bezlerden bagslamakla birlikte abdomen, goglis veya omurgaya yakin sinirlerde de
baslayabilir. Noroblastoma ¢ogunlukla 5 yas alti ¢ocuklarda olusur ve hatta dogumdan 6nce
basladig1 diigiiniilmektedir. Genelde tiimor biiyiimeye basladig1 veya belirti vermeye basladigi
zaman saptanmaktadir (1-9).

Noroblastom, tiim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin % 8-10’unu olusturur (1, 2). Noroblastom
insidans1 7000 canli dogumda 1 olup ABD’de yilda 800 yeni vaka bildirilmektedir (1, 2).
Erkek/kiz orant 1.1/1 olup cocukluk c¢agi kanserleri igerisinde 3. sirada en sik goriilen
kanserdir (4). Bununla birlikte ¢ocuklarda en sik goriilen solid ekstrakraniyal neoplazm olup
ayn1 zamanda 1 yas alt1 (infant) ¢ocukluk c¢agi kanserlerinin en sik nedenidir (¢ogunlugu da
hayatinin ilk ayinda tani alir) (4). Pediatrik onkoloji grubu (POG)’ na gore 1986-2001 arasi
ortalama tan1 yas1 19 ay’dir (10). Bununla birlikte hastalarin % 89°u 5 yas alti ve % 98’1 10
yasinin altindadir (3). Noroblastomun etyolojisi bilinmemekte ve c¢evresel etkenlere
maruziyetin (ilag, kimyasal, virus, radyasyon gibi) dnemli bir rol oynadigina dair bir veri
yoktur (5, 10). Buna karsin ise iirogenital, kardiak anomaliler gibi konjenital anomaliler ile
birlikteligi oldugu bildirilmistir (10). Noroblastom tiimorleri noral krest hiicrelerinden koken
aldiklar1 i¢in ¢ogunlukla adrenal medulla, abdomen, pelviste ve daha az siklikla gogiiste
yerlesmektedir (6, 10). Noroblastomlar kiigiik, mavi, yuvarlak hiicreli timoérler grubundandir.
Ewing sarkomu, non-hodgkin lenfoma ve rabdomyosarkomlar da bu gruba 6rnek tiimoérlerdir
(9). Bununla birlikte noroblastom tiimdrleri yiiksek seviyede katekolamin ve metabolitlerini
(iirede saptanabilen VMA, HVA) iiretirler (6).

Noroblastomlar degisen derecelerde differansiyasyon gosterirler; differansiyasyonu fazla
olan tiimorler az olana gore daha iyi prognoz gosterirler (6-8). Yiiksek derecede
differansiyasyon gosteren ndroblastomlar genellikle fokaldir ve cerrahi ile tedavi edilebilirler.
Buna karsin az derecede differansiyasyon gosteren noroblastomlar ise genellikle yayilim
gosterirler ve daha agressif seyrederler. Bu sebeple differansiyasyonu arttiran tedaviler
belirgin olarak yasami uzatirlar. Bununla birlikte bazi ¢ocuklarda tedavi olmadan spontan
differansiyasyon gozlenmektedir (6-8). ileri evre noroblastomlar tedaviye ragmen kotii
prognoz gostermekte ve bu durum gen tedavileri dahil olmak {izere yeni tedavi yaklasimlarini

giindeme getirmektedir.



2.2. Noroblastomda Genetik Yatkinlk
Ailesel noroblastom

Vakalarin % 1-2’de ailesel hikaye vardir (10, 11). Genetik yatkinlik acisindan biiyiik oranda
(%65-70) otozomal dominant 6zellige sahiptir (10, 11). Ailesel noéroblastomlar klinik agidan
bakildiginda spontan regresyondan hizlica metastaza kadar genis bir yelpaze olmak iizere
belirgin bir heterojenite gosterirler. Hirschsprung hastaligi, norofibromatozis, santral
hipoventilasyon sendromu ve feokromasitoma gibi noral krest kokenli anomalilerle
birlikteligi siktir. Hirschsprung hastaligi’nda RET, EDNRB, EDN3, GDNF, ECE1, ZFHX1B,
norofibromatozis’te NF1, santral hipoventilasyon sendromu’nda RET, GDNF, EDN3, BDNF,
PHOX2B genleri ile anomaliler gézlenmekte ve bu genler ayni zamanda noroblastomun
baslamasinda veya ilerlemesinde de rol oynamaktadir (12). Belirgin olarak Homeodomain
transkripsiyon faktorii olan paired like homeobox 2B (PHOX2B)’deki ve anaplastik lenfoma
kinaz (ALK)’deki mutasyonlarin ailesel noroblastomun baglamasina yol agtiklar
belirtilmektedir (13, 14). Ozellikle PHOX2B’in, embriyonik gelisimin erken evrelerinde
noronal gelisim ve differansiyasyonda énemli bir rol oynadig: bilinmektedir (15). ALK’ daki
mutasyonlar ailesel néroblastomda daha sik goriilmektedir. Farelerde yapilan ¢alismalar ALK
(F1174L) mutasyonunun (en agressif ALK mutasyonudur) noroblastomu baslattigi
gosterilmistir (16). Ayrica ALK ve MYCN birlikte ko-ekspresse oldugunda timor
gelisiminde sinerjik bir etki yaratmaktadir (16).

Sporadik noroblastom

Noroblastomlarin = %98°1 sporadik olarak gelisir (10). Multipl ve diisiik frekansh
polimorfizmle birliktedirler. MYCN disinda BARD1 (BRCA-1 iligkili Ring Domain-1) ve
LMOI1 (Lim Domain only 1) genetik bozukluklar1 eslik etmektedir ve 6zellikle BARDI1-
BRCAL1 ile heterodimerize olabilmektedir (10). LMO1 duplikasyonu primer néroblastomlarin
%12’de rapor edilmistir. Hatta LMO1 siRNA knockdown ¢aligsmalar1 sonrasi hiicre ¢ogalmasi
durmustur. ALK mutasyonu da sporadik noroblastomlarda %12,4 oraninda gézlenmektedir

(10).

2.3. Patogenez ve patoloji
Koken: Noroblastoma adrenal medulla ya da sempatik ndronlardaki noronal krest kokenli

hiicrelerin differansiyasyonun bozulmasina bagli olusur (Sekil 1) (5).



GO¢ eden noral
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Notokord
Mezoderm Ektoderm
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hiicresi osteoklast hiicreleri

Sekil 1: Noral krest hiicreleri ve farklilastiklar hiicreler.

Olgunlasma ve differansiyasyon spektrumu agisindan klasik olarak ii¢ adet histopatolojik
pattern goriilmektedir (Sekil 2):
1) Noroblastom

2) Ganglionoroblastom

3) Gangliondrom (3)
Noroblastom Ganglionoroblastom
6 7‘\
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e
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Sekil 2 : Noroblastik tiimorlere ait histopatolojik patternler.




1) Noroblastom: Tipik olarak ndroblastom komponenti dens, hiperkromatik nukleus ve az
sitoplazma igeren kii¢iik, uniform hiicrelerden olusmaktadir. Noropil (sinaptik olarak yogun
bir bolge olup, az sayida sinir govdesi igerir) bulunabilir. Homer-Wright psddorozetleri
noroblastlardan olusan bir halka olup bir eozinofilik noropilin merkezini sarar (17).
Noroblastomlar differansiyasyon durumuna gore {i¢ tipe ayrilmaktadir:
a) Andifferansiye (differansiye olmamis) noroblastom: Kiigiik-orta boy, yuvarlak, poligonal,
koyu boyanan nukleuslu, az sitoplazmalidir ve néropil bulunmaz.
b) Az differansiye noroblastom: Noropilik bir zemin igerir. Belirgin nukleollii biiylik hiicreler
igerebilir (18).
c¢) Differansiye noroblastom: gangliyonik differansiyasyon ve schwannian stroma belirgindir
ve yogun ndropil icerir. Homer-Wright psddorozetleri bulunur.
2) Ganglionorom: Tam anlamiyla differansiye olan ve benign o0zellik gosteren tipte
ganglionéromadir. Siklikla posterior mediasten yerlesimlidir Olgun gangliyon hiicreleri,
noropil ve Schwann hiicrelerini igerir. Makroskobik olarak iyi sinirli ve fibroz kapsiillidiir.
Mikroskobik olarak uniform goriiniimlii diizensiz ¢aprazlagma gosteren Schwann hiicreleri ve
bunlarin arasinda dagilmis olgun gangliyon hiicreleri goriilmektedir (3, 19-21).
3) Ganglionéroblastom: Noroblastom ve gangliondromlarin olgunlagsma bulgular1 dahil
histopatolojik 6zelliklerini igeren heterojen bir grup timdori tariflemektedir. Genelde olgun
gangliyon hiicreleri boyunca ilkel noroblastlardan olugsmaktadir (3).

‘Olgun ndroblastom’ terimi daha ¢ok %50 oraninda (en az) olgun veya olgunlagmakta olan

ganglion hiicresi i¢in kullanilmaktadir.

Cok sayida arastirmaci histolojik ozellikleri temel alarak prognostik siniflandirmalar
yapmustir. “Shimada siiflandirmasi” giiniimiizde en fazla kullanilan sistemdir: Hasta yasi,
schwann stromasi varlig1 veya yoklugu, differansiyasyon derecesi ve mitotik karyotik indeks
(MKI) degerlendirmelerini yaparak tiimoriin iyi (favorable) ve kotii (unfavorable) olarak
siniflandirir (Tablo 1). Son zamanlarda Shimada dahil bir grup onemli ¢ocuk patologu
Uluslararas1 Noroblastom Patolojik Siniflamasin1 (INPC) gelistirmistir (Tablo 2) (3). POG
tarafindan kullanilan risk semasinda hastalik evresi, hasta yasi, INPC histopatoloji
siniflandirmasi, MYCN amplifikasyon durumu, ploidi ve 1p veya 11q’da allelik kayip
bulunmaktadir (22, 23).



Tablo 1: Uluslararas1 Noroblastom Patoloji Siniflandirmasi (22).

Shimada
Prognostik sumfi
KOTU

Iyl

KOTU
KOTU

ivi

KOTU
KOTU

Yas

< 18 ay
< 18 ay

< 18 ay
1Bay —5wyil

18 ay — 5 yil
18 ay — 5 yil
> 5wl

Diferansiasyon

Andiferansive

Az diferansiyve veya
Diferansiye
Herhangi
Andiferansiye veya
Az diferansiye
Diferansiye
Diferansiye

Herhangi

Mitoz Karyoreksis indeksi (MKI)

Herhangi
Diigiik (<%2) veya Orta (%2-4)

Yiiksek (>%4)
Herhangi

Diigiik (<%2)
Orta (%2-4) veya Yiiksek (>%4)
Herhangi

Tablo 2: Uluslararas1 Noroblastom Patoloji Siniflandirmasina (Shimada sistemi) gore

noroblastik tiimorlere ait prognostik degerlendirme (MKI: mitotik karyotik indeks).

Uluslararasi Noroblastom Patoloji Siniflandirmasi Shimada Prognostik
siniflandirmasi | grup
Noroblastom ‘ Schwannian stromadan fakir Stromadan fakir
| dyi Iyi Iyi
<1.5yas | Az differansiye veya
differansiye olmakta ve diisiik
veya intermediate MKI timor
1.5-5 yas | Differansiye olan ve diisiik
MKI timor
| Kotit Kotii Kotii
<1.5yas | a) differansiye timor
b) yiiksek MKI tiimor
1.5 -5 yas | a) undifferansiye veya az
differansiye timor
b) Intermediate veya yiiksek
MKI tiimdr
>35S yas T{im timdrler
Gangliondroblastom, Schwannian stromadan zengin | Stromadan zengin | lyi
intermikst intermikst (iyi)
Ganglionérom Schwanian stroma dominant
Olgunlag Iyi differansiye Iyi
-makta (iyi)
Olgun Ganglionérom
Ganglionoroblastom, nodiiler | (kompozit Schwanian Stromadan Kotii
stromadan zengin/stroma- zengin, nodiiler
dominant ve stroma fakir) (kotii)




2.4. Noroblastomda Molekiiler Patogenez

* MYCN (N-myc) amplifikasyonu

* 1p36 delesyonu (LOH)

* 11q delesyonu (LOH)

* 17925 kazanimi (gain)

* Bazi genlerin (Trk, NGF, BDNF) ekspresyonundaki degisiklikler (23)

MYCN (N-MYC) Amplifikasyonu

MYCN kromozom 2’nin distal, kisa kolunda yerlesiktir (2p24) (24). MYCN gen {iriiniiniin
aktif olarak transkripsiyonda gorev alabilmesi i¢in Max proteini ile dimerize olmasi
gerekmektedir (25). Bu genin amplifikasyonu (kopya sayisinin artmasi) iki sekilde
goriilmektedir: a) Double minutes kromatin cisimcikleri: ekstra kii¢lik kromozom pargalar1 ve
b) HSR (homojen boyanan bolgeler): ayni kromozom iginde bir bdlgenin yinelenmesi (Sekil
3). Double minute’ler daha ¢ok primer tiimorlerde goriiliirken HSR’ler daha ¢ok hiicre
hatlarinda goriilmektedir (10, 26-29). MYCN overekspresyonu ile tiimoriin proliferasyonu ve
DNA sentezi artar (30). Ayrica kotii prognoz ile iliskili olup artmis anjiogenez ve metastazla
korreledir (31-33). MYCN geni amplifikasyonu primer noroblastom tiimoérlerinde yaklasik

%25-30 oraninda gozlenir iken ileri evre olgularin % 50°de gozlenebilmektedir (33).

1

Kromozom 2p24

— |

72

R

IJ,
il

W =0 |

w w — Double
\-) y

AFILETH T

minutes
[

Sekil 3: MYCN genomik amplifikasyonu; homojen boyanan bolgeler (HSR) ve

double minute’lar.
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1Ip36 delesyonu (1p36 LOH: loss of heterozygosity)

I.kromozomun kisa kolunda delesyon olmakta ve olgularin % 25-35’inde
saptanabilmektedir (34). Genellikle MYCN amplifikasyonu ile birliktedir (23). Mental
retardasyon ve kraniyo-fasyal belirtiler goriilebilmektedir (35). TPOG Noroblastom 2009
protokoliinde diisiik risk evre 2A-2B olup yast 18 aydan biiyiikk ve evre 4S olgularda

kromozom 1 aberasyonlar1 dikkate alinmaktadir (10, 22).

11q delesyonu (11qLOH)

Olgularin %35-45’inde saptanmaktadir ve kotii prognoz belirtecidir. (10, 22). Ilging olarak
bu genomik aberasyon MYCN pozitifligine sahip tiimorlerde genellikle goriilmemektedir
(10). Buna karsin diger yiiksek riskli ozelliklerle (ileri evre, ileri yas, kotii patoloji) yakin
iligkilidir (10).

17925 kazammi (17925 gain)

Hastalarin %50’den fazlasinda goriilmektedir. Genellikle t (1;17) ve t (11,17) dengesiz
translokasyonlar1 seklinde goriilmektedir (10, 22). Kotii prognoz belirtecidir (10, 22).
Dengesiz 17q trizomileri noroblastomlarda sik goriilmektedir. Kazanilmis genomik materyale

ait olas1 hedef genler arasinda BIRCS5, PPMD1 ve NME1 bulunmaktadir (10).

Bazi genlerin ekspresyonundaki degisiklikler

Norotrofin reseptorleri olan NTRK1 (TrkA), NTRK2 (TrkB) ve ligandlart NGF, BDNF’ n1
iceren yolaklar noroblastomlarin malign doniisiime neden oldugu disiiniilmektedir.
TrkA/NGF yolaginin aktivasyonu noroblastlarin gangliyon hiicresine farklilagmasini
saglarken inhibisyonu apoptozise ve dolayisiyla spontan regresyona neden olur. TrkB/BDNF
yolag1 daha ¢ok hiicrelerin ilag direnciyle ilgilidir. TrkA’ nin yiiksek ekspresyonu iyi prognoz
ve iyl klinik (distik evre) ozellikleri ile iligkili iken TrkB’nin yiiksek ekspresyonu koti

prognoz ve agresif timor 6zellikleri ile iligkilidir (36).
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2.5. Noroblastom gelisiminde genetik modeller

Tip 1:

Siklikla 1 yasin altinda gozlenmektedir. Hiperdiploid veya triploide yakin karyotip

bulunmaktadir. Bununla birlikte TrkA ekspresyonu gostermektedirler. Lokalize hastalik olup

1yi prognoz gosterirler (Sekil 4) (22).

Tip 2:

Siklikla 1 yasin iistiinde gézlenmektedir. Ayrica 3p delesyonu, 11q delesyonu veya 17q

kazanimi eslik edebilir. Bununla birlikte TrkB ekspresyonu gostermektedir. Daha ileri evre

hastalik grubundadir (Sekil 4) (22).

Tip 3:

Genellikle 1-5 yas arasinda gozlenmektedir. Ayrica 1q delesyonu veya 17q kazanimi eslik

edebilir. MYCN amplifikasyonu bulunabilir. Bununla birlikte TrkB ekspresyonu

gostermektedir. Ileri evre hastalik grubundan olup hizli progresyon gdsterirler (22).

Mitotik
disfonksiyon
7

-

2N

-
Kromozomal
bozukluk

Trk A

3N

Trk B

2N

179+

3N

2N/4N

2N/4N

1p-
179+

\ Tip1
/(\‘i \.
=
— O
. 7, Apoptotik
: . hicre
3p-
11qg- :
17q+ Tip 2A
> 2N/4N
Tip 2B
1p'l 17q+r
MYCN amp

Sekil 4: Noroblastom gelisiminde genetik modeller (22, 36).
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2.6. Risk Simiflandirmasi

INSS evresi
N-myc (MYCN)
Yas

Shimada histolojisi

parametreleri kullanilarak hastalar diisiik-orta-yiiksek risk gruplart olarak

degerlendirilmektedir (Tablo 3) (37).

Tablo 3: Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) Noéroblastom 2009 Protokolii Risk

Siniflamasi (22).
Risk Grubu I:ss Vas MYCN [ip veya 11q veya [Shimada IDNA
vre 17q aberasyonu indeks

Diigiik risk 1 0-21 yas |herhangi |[herhangi lherhangi |herhangi
2A-2B <18ay herhangi [herhangi herhangi herhangi
2A-2B =18ay i(-) (-) herhangi  |herhangi

asemptomatik 4S <12 ay |(-) (-) iyl > 1

iOrta risk iyi histoloji 2A-2B [=18ay (-) (+) herhangi  [herhangi
3 herhangi |(-) (-) iyl 1
4 <18ay |() S iyi =
4S5 <12ay (-) lherhangi iyl =1

iOrta risk kotii histoloji |4 <18ay (-) herhangi iyl 1
3-4 <1Bay (-) herhangi kOt herhangi
3 herhangi |(-) (+) iyl herhangi
4S <12ay () herhangi iy 1
4S <12ay (-) herhangi kot herhangi

'Yiiksek risk grubu 2A-2B =1Bay lamplifiye [herhangi lherhangi lherhangi
3 0-21 yas [amplifiye |[herhangi lherhangi |herhangi
3 =18ay (=) herhangi kotii herhangi
4 ~18ay herhangi [herhangi lherhangi |herhangi
4 <<18ay |amplifiye |[herhangi herhangi |herhangi
45 <12ay amplifiyve |herhangi lherhangi |herhangi
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2.7. Klinik tan1 ve tedavi

Noroblastom sempatik sinir sistemi zincirinin herhangi bir yerinden gelisebilir. Genelde
abdomen-siirrenal yerlesimlidir, bununla birlikte servikal ve torasik yerlesim gosterebilir.
Klinik seyri agisindan bakildiginda genis bir yelpazeye sahiptir: spontan regresyon (6zellikle
1 yas alt1) veya gangliondromaya degisim gibi benign bir gecis gosterebilmekle birlikte 1 yas
istlinde agressif seyir ve metastaz gosterebilir. Lenfatik ve hematojen yayilim gosterebilir.
Hematojen yolla en sik kemik iligi, kemik, karaciger, akciger, cilde ve beyin parankimine
yayilabilir (22, 38). Tani1 i¢in “Uluslararas1 Noroblaston Evreleme Sistemi” (INSS) kullanilir
(Tablo 4, Sekil 4). INSS, tiimoriin rezeksiyonu, lenf nodu tutulumu ve uzak metastaz

degerlendirmelerini igermektedir (38).

Tablo 4: Uluslararasi ndroblastom evreleme sistemi (INSS) (22, 38).

Uluslararasi Noroblastom Evreleme Sistemi

Evre 1: Tiimdr koken aldigi organda sinirli, makroskopik tam rezeksiyon.
Mikroskopik tiimor artig1 olabilir veya olmayabilir.

Ipsilateral veya kontralateral lenf tutulumu yok.

Evre 2a: Unilateral tiimdr, tam olmayan makroskopik rezeksiyon.
Ipsilateral veya kontralateral lenf tutulumu yok.
Evre 2b: Unilateral tiimor, tam veya tam olmayan makroskopik rezeksiyon.

Ipsilateral bolgesel lenf tutulumu var, kontralateral lenf tutulumu yok.

Evre 3: Orta hatt1 agan timor + bolgesel lenf nodu tutulumu
Unilateral tiimor + kontralateral lenf nodu tutulumu

Orta hat tiimoru + bilateral lenf nodu tutulumu

Evre 4: Yaygin hastalik, uzak metastazlar (kemik iligi, kemik, uzak lenf nodu,
karaciger ve/veya diger organlar)

Evre 4S: Hastanin yas1 < 365 giin; Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer tiimdr var; sadece
karaciger, cilt ve/veya kemik iligi tutulumu (kemik iliginde

timor hiicrelerinin oranmi < %10 olmali)
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Sekil 5: Ulusal Noroblastom Evreleme Sistemi (INSS)’nin sekil olarak gosterimi (39).

Tan1 Yontemleri

- Tiimor dokusundan histopatolojik inceleme (3)

- Kemik iligi aspirasyonu veya biopsisinde tiimor hiicrelerinin gosterilmesi (3)

- Idrar veya kan katekolamin (VMA) diizeylerinde artma (3)

- Genetik incelemeler (MYCN, 1q, 11q, 17q) (3)

- Radyoloji (karin ve mediasten i¢in bilgisayarli tomografi, bas ve boyun i¢in manyetik
rezonans, metastaz i¢in pozitron emisyon tomografisi kullanilmaktadir) (3)

1231131

- Kemik sintigrafisi (Tc-99 difosfonat ile kemik taramalar1 ve

metaiodobenzyilguanadin ile de kemik metastazi degerlendirilmektedir) (3)

Tedavi

1. Cerrahi:
Tiimori tam olarak ¢ikarmak icin, tani icin yeterli tiimor dokusu saglamak veya hastaligin
evresini belirlemek i¢in yapilmaktadir. Bununla birlikte ikincil cerrahi de yapilabilmektedir,

bunun da amaci rezidiiel hastalig1 ortadan kaldirmak ve kemoterapiye yanit1 belirlemektir (3).

15



2. Radyoterapi:
Noroblastom radyoterapiye duyarli bir timordiir. Tiimoriin yerlesim yeri, biiylikliigli ve hasta
yas1 uygulanacak radyasyon dozunu belirlemektir. Ozellikle rezidiiel hastalikta ve metastatik

hastalik gibi yliksek risk gruplarinda uygulanmaktadir (3).

3. Kemoterapi:
Daha ¢ok cerrahinin uygulanamadigi hastalarda ve orta-yilksek grubu hastalara

uygulanmaktadir (3).

2.8. Prognoz:
Erken evrede tedavi edilebilir, ge¢ evrede ise 2 yillik hastaliksiz yasam yaklasik % 40’ dir
(40).

Prognozu Etkileyen Faktorler

[

. Tam Yasi: 1 yas altindaki olgularin prognozu 1 yas lizerindekilere gére daha iyidir.

2. Hastalik Evresi: INSS Evre 1, 2 ve 4S’nin prognozlar1 Evre 3 ve 4’ten daha iyidir.

3. Tiimor hiicre diploidisi (DNA indeksi, miktar1): Hiperdiploid tiimérler (>1), diploid
(=1) tiimorlere gore daha iyi prognoza sahiptir.

4. Timor patolojisi: Tiimoriin stromal komponenti, differansiyasyon derecesi, mitotik
indeks (MKI) ve hasta yasina bagli olarak tiimorler iyi (favorable) ve koti
(unfavorable) histolojik tip olarak degerlendirilmektedir. Nodiiler gangliondroblastom
acikca istenmeyen tiptir.

5. MYCN Amplifikasyonu: Varlig: kotii prognozla iligkilidir.

6. Spesifik bolgelerin allelik kayb1 veya kazanim: 1p veya 11q delesyonu gibi

7. Diger : Serum ferritin, NSE, LDH ve dolagimdaki GD2 gibi markerlar bazen

kullanilmaktadir (3).
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2.9. MikroRNA

2.9.1. Tarihce ve miRNA kavrami

miRNA’lar ilk kez Victor Ambros ve ark. tarafindan (1993) Caenorhabditis elegans’ta lin-4
geni lizerindeki caligmalarda kesfedilmistir. Bu genlerde kodlanmayan bir bodlgenin (22
niikleotid) oldugunu gérmiislerdir (41). Sonrasinda Gary Ruvkun ve ark. (2001) 21 nukleotid
uzunlugundaki let-7 mikroRNA molekiiliinii kesfetmislerdir (42). Giliniimiizde miRBase
veritabaninda (release 21, Haziran 2014) insanlarda 1881 adet onciil, 2588 adet olgun miRNA
kayith olarak durmaktadir (43). Bununla birlikte ‘RNA interferans— Cift iplik¢ikli RNA ile
genlerin inaktivasyonu’ c¢aligmalariyla Andrew Z. Fire ile Craig Mello 2006 yilinda
fizyoloji/T1ip Nobel odiiliinii almiglardir (44).

miRNA’lar yaklasitk 18-25 nt’lik RNA molekiilleri olup gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde oOzellikle posttranskripsiyonel evrede etkilidir. miRNA’lar protein

kodlamayan RNA’lar (non-coding RNA) grubundan RNA molekiilleridir (45).

2.9.2. miRNA sentezi ve biyogenezi

miRNA’lar ilk olarak RNA polimeraz II tarafindan okunur ve uzun bir dizi olan primer

miRNA (pri-miRNA) olusur. Pri-miRNA’larda 5’cap (sapka) ve 3’ poli A kuyruklart bulunur
(46, 47). Bundan sonra pri-miRNA’lar Drosha (kesici bir enzim, RNaz II) ve DGCRS (g¢ift
zincirli bir baglanma proteini) vasitasiyla yaklagik 70 niikleotid uzunlugundaki prekiirsor
(6ncli miRNA) (pre-miRNA)’ya dontisiir (48, 49). Buraya kadar tiim stire¢ler nukleus i¢inde
gerceklesir ve miRNA ilmik seklindedir. Bundan sonra pre-miRNA eksportin 5 proteini
aracilifiyla nukleus porlarindan gecer ve sitoplazmaya ulasir (50). Burada DICER (RNaz III)
kesici enzimi ve TRBP baglanma proteini vasitasiyla pre-miRNA’nin ilmik sekli bozularak
tek zincirli hale gelir ve olgun miRNA’ya doéniisiirek fonksiyonel bir hal alir (51).
miRNA’lar bu asamada ii¢ esas mekanizma ile etki gosterirler (52):

1. Translasyonel baskilama

2. mRNA kesilmesi

3. Transkripsiyonel sessizlesme

17



RNA interferans mekanizmasi

miRNA ve siRNA (small interfering RNA) en bilinen ve baslica iki oyuncularidir. ikisi de
benzer mekanizmaya sahiptir ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar (53).
siRNA’lar dsRNA kaynaklidir (biiyiik 6lciide ekzojen), yabanct RNA’ya etki gosterir ve
hedefine %100 baglanir. miRNA’lar ise endojen kaynaklidir, sa¢ tokasi seklinde olup
hedefine %100’liik bir komplementerlik saglamaz (54).
Tek zincirli hale gelmis miRNA ve siRNA’lar bir ribonukeloprotein kompleksi olan RNA ile
indiiklenen susturma kompleksine (RISC) (PRK aktive edici protein, TRBP ve Argonat-2
proteinleri igerir) katilirlar. Sonrasinda da hedef gen mRNA’sina tutunarak sustururlar veya
baskilarlar (Sekil 6) (55).

RISC’e bagli miRNA’lar ¢ok sayida geni (mRNA) hedefleyip susturabildigi gibi her
mRNA’ya da ¢ok sayida farkli miRNA baglanabilmektedir (56).

Sitoplazma

siRNA

Translasyonel represyon Host mMRNA  mRNA kirilmasi
veya mRNA degradasyonu ve degradasyonu

Sekil 6: miRNA sentezi, biyogenezi ve RNA interferans mekanizmasi.
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miRNA’larin diizenlenmesi

Okaryot hiicrelerde miRNA” larin biiyiik cogunlugu (%60) genlerin intronik bdlgelerinde
bulunmaktadir, ancak genler arasi1 bolgelerde (intergenik) veya ekzonlarda da bulunabilirler
(52). Ayrica polisistronik sekilde de kodlanmaktadirlar. miRNA’lar etkilerini nukleus disinda
gosterdiginden  ekspresyonlarinin  posttranskripsiyonel =~ olarak da  diizenlendigi

distiniilmektedir (57).

2.9.3. MikroRNA Belirleme Yontemleri:

* Es zamanli-PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) Analiz
* Northern Blot Analiz

* Mikroarray

* In situ Hibridizasyon

* Sekanslama (Yeni nesil) (58)

miRNA’larin hiicrelerde bulundugu fizyolojik/patolojik durumlar veya miRNA’ larin
bulunduklar hiicre tipi goz 6niine alinarak miRNA saptama yonteminin 6ncesinde planlanmis
olmas1 gerekmektedir. miRNA’larin saptanmasinda en biiyiikk teknik zorluk boyutlarinin
kiiciik olmast ve guanin-sitozin igeriginin degisken olmasidir. miRNA izolasyonu i¢in iki
yontem kullanilmaktadir: total RNA izolasyonu veya dogrudan miRNA izolasyonu. Her ikisi
icin de ayn kitler kullanilmaktadir. Bununla birlikte izole edilmek istendikleri hiicre (hiicre
kiltiirii), doku (taze doku, parafine gomiilii doku) ve siviya (kan vs) gore de izolasyon kitleri
bulunmaktadir. Belirli miRNA’larin ekspresyonu saptanmak istenirse Northern Blot, Es
zamanli PZR veya in situ hibridizasyon kullanilmaktadir. In situ hibridizasyon daha g¢ok
dokularda (parafin veya frozen) problar vasitasiyla spesifik miRNA’lar1 saptamak i¢in tercih
edilmektedir. Es zamanli PZR’1n yelpazesi daha genis olup bir¢ok hiicre, doku ve sivida
caligmaktadir ve spesifik miRNA’lar1 saptamaktadir. Mikroarray’ler veri bankalarindaki son
ve glincel miRNA problari igeren ¢ip (chip) kullanilarak miRNA profillemesi yapmaktadirlar.
Sekanslama tiim genom taramasi sonrasi biyoinformatik analiz ile veri bankalarinda olan veya
olmayan (yeni) miRNA’lar1 da saptama yetenegine sahip olmakla birlikte tiim miRNA
belirleme yontemleri icerisindeki en pahali yontemdir. Giinlimiizde en sik kullanilan miRNA

saptama yontemleri mikroarray ve es zamanli PZR dir.
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Mikroarray

Mikroarray yonteminde temel prensip niikleik asitlerin ¢ip iizerindeki probe
komplementerleriyle hibridizasyonudur. Hibridizasyon Oncesi niikleotidler i¢in floresan
isaretleme yapilir: Bir renk (tiim 6rnekler ayni renk ile isaretlenir) ve iki renk (kontrol ve
deney oOrnekleri farkli iki renkle isaretlenir) isaretleme yapilabilir. Hibridizasyonla
isaretlenmis molekiiller tarayicilar tarafindan okunur ve ortaya ¢ikan floresan 1s1ma degerine
bakilir. Tarama sonrasi veri normalizasyonu (quantile veya scatterplot) ve biyoinformatik
analizler yapilmaktadir. Mikroarray ¢ok sayida miRNA ekspresyonunun saptanabildigi ucuz,

hizl1 ve giivenilir bir metoddur (59).

Es Zamanli PZR

Es zamanli PZR miRNA mikroarray ekspresyon analizlerinden sonra validasyon
(dogrulama) amaciyla yapilmaktadir. Orneklerden total RNA veya miRNA izolasyonu
yapildiktan sonra bunlar cDNA’ya cevrilmektedir. miRNA’larin amplifikasyonu zor
oldugundan bunlara Poli A (AAA) kuyrugu eklenmekte ve sonrasinda cDNA’ya cevrilerek
PZR ile ¢ogaltilmaktadir. Bu amacla spesifik miRNA primer Tagman problar1 veya Syber
Green ile isaretleme metodu kullanilmaktadir. Es zamanli PZR cihazinda her bir 6rnegin
1s1ma miktarma ait amplifikasyon egrileri ¢izilmektedir. Cihazin saptadig: siklusa ait esik
degere Ct (threshold of cycle) degeri denilmektedir. Bu degerler genellikle kontrol
housekeeping gen/miRNA ile kiyaslanarak normalize edilmektedir. miRNA c¢aligmalarinda
housekeeping genleri olarak siklikla SNORD 48 veya U6 kullanilmaktadir. Ornekler arasi
karsilastirma yapildiginda kat degisimleri baz alinmakta ve bunun i¢in karsilastirmali 2-AACt

degerleri kullanilmaktadir.

2.9.4. MikroRNA veritabanlar1 ve hedef gen belirleme araclar

miRNA’lar (olgun ve onciil) i¢in en sik kullanilan ve tiim tiirleri barindiran veritabani
miRBase (www.mirbase.org)’dir. miRNA’lar icin hedef gen tahminin yapildig:
veritabanlarinda bazilari, Target Scan, MiRanda, TarBase, PicTar ve DianaTools’dur. miRNA
ekspresyon paternleri i¢in siklikla kullanilan veritabanlart microRNA.org, miRdb.org ve
GEO’dur. Yeni nesil sekanslama verilerinin analizinde kullanilan veritabanlar1 miRDeep,

miRNAkey, ProMiR, miReduce ve miRanalyzer’dr.
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2.9.5. MikroRNA ve Kanser

RNA interferans mekanizmasinin 2006 yilinda Nobel ddiiliiniin almasinin ardindan miRNA

ile ilgili ¢alismalar biiyiik bir artis gostermistir. Bu artis 6zellikle kanser calismalarinda

olmustur (60). Pubmed verilerine gore 2010 yili ile glinimiizdeki miRNA ve kanser iliskili

caligsmalar arasinda 15 katlik bir artis meydana gelmistir ve halen de giderek artan bir oranda

devam etmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7: Pubmed’de miRNA ve miRNA+cancer ile ilgili yayin sayilar1 (2001-2010).
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miRNA’lar gen ifadesinde ¢ok Onemli gorevlere sahip oldugundan diizensizlikleri
sonucunda kanser dahil bir ¢ok hastalifin patogenezinde rol oynarlar (61). miRNA’larin
cogunun kanserle iliskilendirilmis gen boélgelerinde veya heterozigotenin kayboldugu kirilgan
bolgelerde yerlesik oldugu gosterilmistir. Bu kirilgan bolgeler amplifikasyonun minimal
oldugu veya genel kromozomal kirilma noktasi bdlgeleridir. Burdaki lezyonlar sonucu olusan
genetik hasar kanserlere neden olmaktadir. Yapilan calismalar miRNA’larin kanserlerin
gelisiminde, biiyiimesinde rol oynadigini gostermektedir. Bu sebeple miRNA’larin diagnostik

ve prognostik potansiyele sahip oldugu yaygin bir goriistiir (62).

Kanserlerde fonksiyonel a¢idan bakildiginda mikroRNA’lar 2 gruba ayrilirlar (63):
1) “Timor supresor miRNA(TS-miR)”: Timor baskilayict gen ekspresyonu yaparlar veya
onkogenleri baskilarlar (63). Ornegin let-7 tiimdr baskilayict miRNA’dir ve genellikle
delesyona ugrayan bir kromozomal bdlgede bulunur (60).
2) “Onko-miR”: Onkogen ekspresyonu yaparlar. Hiicre ¢ogalmasini engelleyen ve apoptozu

kontrol eden genlerin etkinligini azaltir (64).

2.9.6. Noroblastom ve mikroRNA iliskisi

MikroRNA’larin ndroblastom patogenezinde de onemli roller oynadigi belirtilmektedir
(65-71). Chen ve Stalling noroblastom kaynakli Myc onkogeninin noral hiicre differansiasyon
ya da apoptoziste etkili miRNA’larin ekspresyonlarimi dogrudan ya da dolayli olarak
diizenleyerek tiimorojenik etki gosterebilecegini bildirmislerdir (66). Welch ve ark.larinin
normal doku ile primer timor dokularini karsilastirdiklar1 calismada miR-34a’nin
noroblastom tiimdrogenezinde supresor olarak rol aldigini gostermislerdir (67). Laneve ve
ark. lar;, miR-9, miR-125a ve miR-125b’nin neurotrophin reseptdr tropomyozin iligkili kinaz
C’yi baskilayarak additif tarzda rol aldigini gostermislerdir. Bu baskilanmanin néroblastom
hiicre ¢gogalmasinin regiilasyonu i¢in kritik oldugunu belirlemislerdir (68). Noroblastom hiicre
hatlarinda yapilan in vitro ¢alismalar miR-184’iin apoptoziste Onemli rol aldigma isaret
etmektedir (69). Bagka calismalarda da tedavide potansiyel hedef olarak c¢ok sayida
mikroRNA belirlenmistir (Tablo 5 ve 6) (70, 71).
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Tablo 5: Noroblastom tedavisinde potansiyel hedef mikroRNA’lar (70).

miRNA Hedef gen Fonksiyon Tip Referans
miR-17-5p-92 | TGF-b, Hiicre proliferayonu, | Onkogen | Fontana (2008)
kiimesi CDKNIA adhezyon Mestdagh (2010)
miR-34a MYCN, Bim, Hiicre siklusu, apoptoz, | Tm Welch (2007)
E2F3 DNA tamiri, anjiogenez | supressor | Cole (2008)
miR-184 Akt-2 Noral farklilasma ve Tm Foley (2010)
apoptoz supressor | Tivnan (2010)
miR-380-5p p33 Apoptoz Onkogen | Swarbrick (2010)
miR-9 E-cadherin, Anjiogenez, metastaz Onkogen | Ma (2010)
tropmomyozin C Goodall (2010)
miR-125a Bmf, Hiicre proliferasyonu, Onkogen | Laneve (2007)
tropmomyozin C | apoptoz
miR-125b Bmf, Hiicre proliferasyonu, Onkogen | Laneve (2007)
tropmomyozin C | apoptoz
miR-152 CHUK, CULS, Noroblast farklilagmasi, | Onkogen | Ragusa (2010)
GADD45A migrasyon/invazyon,
apoptoz
miR-338 PTPRT Noroblast farklilagmasi, | Onkogen | Ragusa (2010)
apoptoz
miR-200B ZEB1 Noroblast farklilasmasi, | Tm Ragusa (2010)
migrasyon/invazyon, supressor
apoptoz
Tablo 6: Prognostik belirte¢ olarak yirmibes adet mikroRNA (71).
Yiiksek riskli P degeri Diisiik riskli P degeri
hastalarda yiiksek | (univariate lojistik | hastalarda yiiksek | (univariate lojistik
ekspresyon regresyon) ekspresyon regresyon)
hsa-miR-17 6.01E-04 hsa-miR-125b 9.16E-04
hsa-miR-18a 4.72E-04 hsa-miR-26a 1.19E-03
hsa-miR-18a* 4.72E-04 hsa-miR-190 9.14E-04
hsa-miR-19a 4.93E-04 hsa-miR-30c 1.47E-04
hsa-miR-20a 3.31E-04 hsa-miR-326 1.39E-04
hsa-miR-20b 9.29E-04 hsa-miR-488 2.04E-04
hsa-miR-92a 8.95E-05 hsa-miR-500 8.09E-04
hsa-miR-15b 1.38E-04 hsa-miR-628 7.61E-05
hsa-miR-572 3.16E-04 hsa-miR-485p 9.00E-04
hsa-miR-192 1.51E-03 hsa-miR-542-3p 9.04E-04
hsa-miR-25 1.08E-04 hsa-miR-204 2.45E-04
hsa-miR-320 8.37E-04
hsa-miR-345 5.43E-04
hsa-miR-93 2.85E-04
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin tipi:

Calisma kesitsel tipte bir calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:
Calismanin materyal/drnek toplama boliimleri Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve
Cerrahisi Egitim-Arastirma Hastanesi’nde (2012-2013), degerlendirme boliimii ise
Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji AD’da (2013-2015)
yapilmustir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi:
Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim-Arastirma Hastanesi ve Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Onkolojisi Servisleri’'nde tan1 ve
tedavi alan noroblastom hastalar1 ve bunlara ait arsiv primer noéroblastom timor

dokulari.

3.4. Calisma Materyali
Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim-Arastirma Hastanesi’nden
alinmis (2012-2013) parafine gomiilmiis primer néroblastom tiimér dokular (arsiv

materyali: 2005-2012 tarihleri arasinda tani alan néroblastom hastalarina ait dokular)

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimsiz degisken: Noroblastoma

Bagimli degisken: miRNA ekspresyon diizeyleri (profili)

Tiimdriin patolojik tipi: Patolojik tanisi, histolojisi ve differansiyasyom durumuna bakilarak
elde edilmistir.

Tedavi: Hastanin kemoterapi alip almadigi seklinde degerlendirilmistir.

Cins: Kiz ve erkek olarak belirtilmistir.

Yas: Tan1 anindaki yas1 patoloji sonug raporu tarihinden biopsi tarihi ¢ikarilarak elde

edilmistir.
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3.6. Veri Toplama Aracglan

3.6.1 Araclar ve Gerecler

3.6.1.1 Tez cahismasinda kullanmilan Gerecler

- EZ-PZR (validasyon)...........cccoeviiiiiiiiiiiniiannn, Roche Light Cycler 480

- EZ-PZR (risk analizinde molekiiler belirteg)................. Roche Light Cycler Nano
- Nanodrop spektrofotometre ...............c.coevviiiiiiinn.ne. Thermo Scientific

= MIKIOtOML. .. Leica RM2125RT

- Mikroarray cihazi ............oooviiiiiiiiiiiiii i LC Sciences

- Buzdolab1 (+4 ve -20 derece).......oovvvevieeeniaannnnnn. Argelik 450 liiks

3.6.1.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

- Mikroarray mikroc¢ip (LC Sciences, miR Base v.19)
- RNA izolasyon kit (Trizol)

- cDNA kit (Exiqon)

- MikroRNA primerleri (4 adet ve kontrol) (Exigon)

3.6.2. Veri (Dokular1) Toplama

- Hasta parafin dokular1 Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklar1 ve Cerrahisi Egitim-Arastirma
Hastanesi Pediatrik Onkoloji bdliimlerinde tam1 ve tedavi alan noroblastom olgularin
arsivlerinden (2005-2012 aras1 néroblastom tanisi alan dokulardan) alindi.

- Her bir bloktan Hematoksilen-eosin boyali preparattan uygun timor bolgesi mikroskopta
secildikten sonra blok {lizerinden makrodiseksiyon yontemi ile bistiiri yardimi ile 2x2x3 mm
boyutta parafinlenmis doku ¢ikarilmstir.

- Ayrica risk analizi yapmak i¢in hastalara ait patoloji raporlar1 ve TPOG-2009 veri tabanina

kayitl hastalar i¢in buradaki bilgiler kullanildi.
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3.6.3. Risk Siniflandirmasi
Hastalara ait risk analizi yapmak i¢in asagidaki parametreler kullanildi:
1. Tani yast
2. Molekiiler Belirtecler (Es zamanlt PZR ile saptandy):

« MYCN

* 1p36 LOH

* 11ql1OH

* 17925 gain
3. Uluslarasi1 Néroblastom Patoloji Siniflandirmast (Shimada Sistemi)
4. Uluslarasi Noroblastom Evreleme Sistemi (INSS)

3.6.4. Gruplama

mikroRNA profili icin drnekler asagidaki sekilde gruplandirildi ve 5 ayri analiz ile
karsilastirma yapildi:

1. Analiz
Grup 1: lyi differansiye (n=6)
Grup 2: Kotii differansiye (n=6)

11. Analiz
Grup 3: Kemoterapi 6ncesi (n=3)

Grup 4: Kemoterapi sonrasi (n=3)

I11. Analiz
Grup 5: Iyi histoloji (n=10)
Grup 6: Kotii histoloji (n=8)

1V. Analiz
Grup 7: Noroblastom (n=4)
Grup 8: Gangliondrom (n=4)
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V. Analiz

a) Grup 9: Diisiik risk (n=10)
Grup 10: Orta risk (n=6)

b) Grup 10: Orta risk (n=6)
Grup 11: Yiiksek risk (n=8)

C) Grup 9: Diisiik risk (n=10)
Grup 11: Yiiksek risk (n=8)

3.6.5 Mikroarray (mikroRNA) Analizi

3.6.5.1 Makrodiseksiyon

Parafin bloklardan oncelikli olarak hematoksilen ve eosin boyali preparatlar elde edildikten
sonra uygun timor bolgesi mikroskopta secildi ve sonrasinda her bir parafin bloktan biopsi
ignesi ya da bistiiri yardimiyla ve makrodiseksiyon yontemi ile 2x2x3 mm boyutta

parafinlenmis doku ¢ikarildi. Bu dokulardan mikrotom yardimi ile 20 pm’luk kesitler alindu.

3.6.5.2. RNA izolasyonu
RNA Ekstraksiyonu
- Dokulari trizol ile muamele edip havan ile homojenize edildi.
- Oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildi.
- 200 pl chloroform / 1 ml Trizol ekleyip vortekslendi.
- Odasisinda 10 dk beklendi.
- Sogutmali santrifiijde (4 °C) 15 dk boyunca 11.000 rpm santrifiij edildi.
- Santrifiij sonras1 ii¢ boliime ayrilan tiipte iist akdz (akigkan sivi) kismin (RNA’nin

bulundugu boliim) % 80’1 alinarak yeni bir tiipe aktarildi.

RNA Presipitasyonu
- 0.5 ml isporopanolol/ 1ml Trizol eklendi ve vortekslendi.
- Oda1sisinda 10 dk bekletildi.
- Sogutmali santrifiijde (4 °C) 15 dk boyunca 11.000 rpm santrifiij edildi.

- Pellete dokunmadan siipernatant pipet yardimi ile uzaklastirildi.
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RNA ytkama

1 ml %75’1lik soguk etanol (%25 DEPC su) ile yikand1 ve vortekslendi.
Sogutmali santrifiijde (4 °C) 5 dk boyunca 9.000 rpm santrifiij edildi.
Pipet yardimu ile siipernatant uzaklastirildi.

Oda 1s1sinda 10-15 dk kurumaya birakildi.

Solubilizasyon

Isitict bloklara (55°C) su eklendi.
RNA pelletini 100 pl eliisyon tamponunda ¢6ziindiiriildii ve vortekste karistirildi.

Isitict blokta (55°C) 5 dk inkiibe edildi.

DNAase Uygulama

10 pul DNAaz buffer (10x) eklendi.

1 ul DNAaz I eklendi ve vortekslenerek karistirildi.

Inkiibatérde (37 °C) 30 dk inkiibe edildi.

11 ul DNAaz inaktivasyon reagenti eklendi oda 1sisinda 2 dk inkiibe edildi.
Santrifiijde 1 dk boyunca 11.000 rpm santrifiij edildi.

Stipernatant (%90 1) yeni bir mikrosantrifiij tiibe transfer edildi.

RNA rekonsantrasyonu

1 pl akrilamid eklendi.

10 pl amonyum asetat (SM) ve ardindan 300 pl etanol (%100) eklendi.
-20 °C’de 1 saat bekletildi.

Supernatant uzaklastirildi, 30 dk kuru birakildi.

50 pl elusyon tamponunda diliisyon yapild.

Pipetle karistir1ld1 ve buzda bekletildi.

RNA kantifikasyonu

Mikrosantrifiij tiipii hazirlandi (498 ul DNAse/RNAse free su+ 2 pl eliisyon buffer).
Ornek hazirland1 (498 pl su+ 2 pl RNA(premikst)) ve vortekslendi.
Arta kalan RNA’ya 20 pl amonyum asetat ve 200 pl etanol (%100) eklendi.
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Spektrofotometrik Okuma
Nanodrop spektrofotometre (Thermo scientific) ile RNA kaliteleri olciildi. A260/A280

degeri 1.8 nm iistiinde olanlar (6zellikle 1.8-2.0 aras1) ¢alismaya dahil edildi.

3.6.6. Mikroarray

3.6.6.1 Genel ilke:

Mikroarraylerde temel prensip, calisilacak Orneklerin (izole edilmis DNA, mRNA veya
miRNA’larin) kiiciik ¢iplere aktarilmasindan sonra floresan problar ile isaretlenip hibridize
edilmesi ve sonrasinda tarayici vasitasiyla taranmasidir. Bunun amaci 0rneklere baglanan
problarin yaydiklar1 1sin1 tespit etmektir. Bu 1s1ma diizeyine gore de bir deger verilerek
biyoinformatik araglar ile analiz edilmektedir. miRNA ekspresyon profili incelenerek
hedefledikleri genleri ve bu genlerin olasi fonksiyonlart hakkinda ipucu elde edilmektedir.

Dolayisiyla dokulardan total RNA izolasyonu yapildiktan sonra mikroarray ekspresyon
analizi icin sirasiyla su islemler yapilmaktadir; 6rnekleri isaretleme (labelling), hibridizasyon,

yikama ve tarama (scanning).

3.6.6.2 Uygulama Basamaklari

Mikroarray Analiz
1. Ornekleri isaretleme (RNA labeling):

- Total RNA 5’pCU-DY547-3°(0.5 ng), HEPES ve BSA (sentetik linker, cyanin 3, T4
RNA ligaz, dithiothretiol (DTT) igeren) tampon iginde 5’pCU-DY547-3°(0.5 pg) ile
karigtirildi.

- Ornekler buz iistiine alinarak buzdolabinda 24 h bekletildi.

- RNA 0.3 M sodyum asetat ve etanol i¢inde presipite edildi.

- Floresan bagl niikleik asit igaretli kitler kontrol olarak kullanildi.
2. Hibridizasyon:

- Hibridizasyon tamponu (3X) 65 °C’de 1sitilidu.

- Arraylerin kurumasini 6nlemek i¢in 5-6 damla SSC eklendi.
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- Array (slayt’lar) hibridizasyon c¢emberine konuldu, bu arada arraylerin yiizeylerinin
cizilmemesi i¢in dikkat edildi.

- RNA miktar1 saptanarak (yaklagik 20 pl) bunun yarist (10 ul) hibridizasyon tamponu igine
konuldu.

- Denatiire drnekler 1sitic1 bloklarda (95 °C’de) 2 dk tutularak 1sitildu.

- Ornekler alinarak hibridizasyon ¢emberine kapatild.

- Sonrasinda da drnekler 42 °C’lik su banyosuna transfer edilerek birakildi (12-16 h).

3. Yikama:
- Yikama soliisyonlarini igeren slayt kutulart hazirlandi.
- Hibridizasyon ¢emberi yavasca su banyosundan alindi.
- Slayt’lar gemberden ayirarak slide kutularina konuldu.
- Burada slayt’lar iki asamali olarak yikandi: diisiik siddete sivida (deterjan, tuz ve su
kombinasyonu igeren) yiiksek siddet s1vida (tuz ve su kombinasyonu igeren)
- Slayt’lar 3 dk, 800 rpm’de santrifiij edildi.

- Slayt’lar plastik slide kutusuna yerlestirildi ve tarama islemine gecildi.

4. Tarama (scanning):
Floresan isaretli slaytlar tarayici (scanner) vasitasiyla taranarak 1s1ma diizeyine gore bir

deger verildi.

MikroRNA profillemesi i¢in pParaflo teknolojisi iceren LC Sciences ¢ipleri (miR Base
version 19) kullanildi. Sanger veri bankasina dayanan bu ¢ip igerisinde yaklagik 2019 olgun

miRNA (insan) ve 50 kontrol miRNA probu bulunmaktaydi.

3.6.7. Es zamanh PZR ile Validasyon
3.6.7.1 Genel ilke:

Mikroarray sonuglarinin dogrulugunu kontrol etmek (valide etmek) amaciyla sonuclar baska
bir yontem ile konfirme edilmektedir. Bunun i¢in farkli eksprese olan miRNA’lardan bazilar
secilerek aynt Ornek gruplarin izole RNA’lar1 ile es zamanli PZR yapilmaktadir.
Calismamizda farkli eksprese olan 4 adet mikroRNA kullanildi: miR-30d-5p, miR-490, miR-
671 ve miR-98-5p.
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3.6.7.2 Uygulama Basamaklar
Her 6rnek i¢in Sng/ul RNA stoklar1 hazirlandi ve cDNA’da bu stoklar kullanildi. Universal
cDNA sentez kiti (Exiqon) ile cDNA sentezi yapildi.

Tek bir reaksiyon i¢in

RNA 6rnegi  (5ng/ul) 4 ul
Nukleaz Free Water 9 ul
5x Reaction Buffer 4 ul
Spike in RNA I ul
Enzim mix 2 ul
Toplam 20 pul

Tiipler thermal cycler a yerlestirildi ve asagidaki hazirlanmis program calistirildi.

42°C “de 60 dk

95°C’de 5 dk
4°C’de bekleme
Es zamanli PZR :

Elde edilen cDNA’lar 80x dilue edildi (5 pl cDNA + 395 pl su) ve housekeping gen ve
cDNA kontrolii spike-in primerleri ile kontrol edildi. Bu ¢alismada housekeeping gen olarak
Snord48 kullamildi ve es zamanli PZR’da yiiriitiildi. ¢cDNA’larin Snord48 ve spike in
sonuclar1 Ct degerleri agisindan Ct15-29 arasinda olanlar, asagida belirtilen miRNA’lar i¢in
mikroRNA LNA™ primer setleri (Exiqon) kullanild1 ve asagidaki miks ve cihaz protokolleri
ile calisildi. Elde edilen 6rneklerin cDNA’s1, Roche LightCycler 4801l cihaz ile ¢aligildi.
miRNA primerlerinin hazirlanisi:

miRNA primerleri i¢in liyofilize primer tiiplerine 220 pl niikleaz free su eklenerek 20
dakika oda 1sinda beklendi, vorteks ve spin edilerek kullanima hazir hale geldi (bu primerler

10 pl reaksiyon hacminde 200 reaksiyonluktur).

Miks hazirlanist:

Tek Reaksiyon i¢in
cDNA 4 ul
Primer miks 1 ul
Enzim ve dNTP miski (PZR Master mix) Sul
Toplam 10 pl
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Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon i¢in reaktiflerin her birinden eklenerek reaksiyon
say1s1 kadar konuldu ve reaksiyon karigimi hazirlandi. Karisim spin ettirilip plate’lere her bir
reaksiyon i¢in 6 pl reaksiyon karisimindan transfer edildi. 4 pl cDNA 6rnek her bir kapillere
son reaksiyon hacmi 10 pl olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan plateler (karisim ilave
edildikten sonra) 2000 rpm’ de 15 saniye santrifiijlendi.

Sonuglarin Analizi: Elde edilen sonucglardan relatif kantitasyon yapabilmek ig¢in A/A Ct
metodu kullanildi. Bu metod ile miRNA Ct degerleri Snord48 house keeping geni ile
normalize edildi. (bu deger A Ct olarak ge¢mektedir). Esik degeri gegen sikluslara ait kat
degisimleri icin de karsilastirmali 2-AACt metodu kullanildi. Kat degisimleri 2 ve {istii

degerde olanlar anlaml1 olarak kabul edildi.

3.6.8. Es Zamanh PZR ile Yeni Vakalarda Analiz

Noroblastom hastalarina ait izole RNA’lart ile ¢aligildi: Yiiksek riskli hastalar (n=24) ve
diisiik riskli hastalar (n=14). Her 6rnek i¢in Sng/ul RNA stoklar1 hazirlandi ve cDNA’da bu
stoklar kullanildi. Universal cDNA sentez kiti (Exiqon) ile cDNA sentezi yapildi. MikroRNA
primeri olarak validasyon caligmasinda da kullanilan miR-30d-5p, miR-490, miR-671 ve
miR-98-5p ve kontrol primeri olarak Snord49 primeri kullanildi. Analiz i¢in A/A Ct metodu
kullanildi (miRNA ct degerleri Snord48 house keeping geni ile normalize edildi). Esik degeri
gecen sikluslara ait kat degisimleri i¢in de karsilastirmali 2-AACt metodu kullanildi. Kat

degisimleri 2 ve Uistii degerde olanlar anlamli olarak kabul edildi.

3.6.9. Klinik Veriler ile miRNA Karsilastirmasi
Biyoinformatik analizler sonrasinda p<0.01 olan tiim miRNA’lar baz alind1 ve asagidaki

ozellikler dikkate alinarak karsilastirmalar yapildi:

Hastalarin cinsiyeti

Yas (18 ay oncesi ve sonrast)

- Hastalarin risk grubu (diistik-orta-ytiksek)

- Metastaz varlig1 veya yoklugu

- Noroblastom patoloji tanilar1 (Noroblastom, ganglionérom, gangliondroblastom)
- Molekiiler belirtec (NMYC, 1q, 11q, 17q)

- Tiimor 6zelligi (primer, metastaz)

- Histoloji (kotii, orta, iyi, intermiks, matiir)
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Tezin hazirlanmasi/hazirhk Ekim 2011

Teze ait analizlerin sekillenmesi Haziran 2012
Orneklerin Toplanmasi Eyliil 2012-Ocak 2013
Mikroarray Analizleri Eyliil 2013
Biyoinformatik Analizler Ocak 2014

Es zamanh PZR validasyon Nisan 2014

Tez Yazim Ocak-Temmuz 2015

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. Biyoistatistik Yontem

Sonuglarin istatistiki degerlendirmesi SPSS 19.0 (IBM, Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Tiim analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Klinik verilerin 6l¢lim verisi olan miRNA ekspresyonu agisindan karsilagtirmasinda
karsilastirilacak iki gruptaki 6rnek/hasta sayisinin 30’dan az olmasi sebebiyle nonparametrik
testlerden biri olan Mann Whitney U testi kullanilmistir.

Sagkalim analizi i¢in Kaplan-Meier analizi kullanilmistir. Genel sag kalim tani tarihinden
son takip siiresi veya Oliimiine dek gegen siire olarak tanimlanmistir. Bu ¢aligmada yer alan
hastalarda ndroblastom tiimorii diginda 6liim nedenine rastlanmamustir. Yani genel sag kalim

ayni zamanda kansere 6zgii 6liimdyir.

3.8.2. Biyoinformatik Analiz

Her bir 6rnek igin miRNA’larin yaydigi sinyale gore goriintiiler elde edildi ve bunlar
lizerinde normalizasyon c¢alismasi yapildi. Bu analizler sonrasinda da R programi ve
GeneSpringGX software kullanilarak gruplar arasi mikroRNA profil farkliliklarina gore
hiyerarsik kiime analizi yapildi ve bunlara ait Heat-map’ler (1s1 haritalari) ¢ikarildi. Bu sayede
sinyal degerine gore tiim oOrnekler kendi gruplari igerisinde yeniden tabakalandirilarak
ekspresyon seviyesindeki baglantilar gorsel olarak belirlenmis oldu. Is1 haritalarinda kirmizi
renkli olanlar artan (up-regiile) mikroRNA’lar1 gosterirken, yesil renkli olanlar azalan (down-
regiile) mikroRNA’lar1 gostermektedir. Biyoinformatik analizler icin farkli eksprese olan
miRNA’lar1 saptamak icin Ornek sayisinin azligi sebebiyle nonparametrik test olan iki

bagimsiz drnek testi (Mann whitney U) kullanilmistir. Sadece kemoterapi Oncesi ve sonrast
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(II. analiz) eslestirmeyi gostermek amaciyla ve herhangi bir fark olup olmadigini test etmek
icin Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi kullanilmigtir. Calismanin basinda gruplararasi
farkin degerlendirilmesinde o (tip 1 hata) = 0.05 olarak belirlenmistir. Ik analizler
neticesinde anlamli ¢ikan sonuglar daha sonra o (tip 1 hata) = 0.01°¢ gore tekrar analiz
edilmis ve boylece gruplararast % 99 fark olan miRNA’lar ortaya ¢ikarilmistir.

Gene Ontology (GO) Analizi: Farkli ekspresyon gosteren miRNA’larin hedefledigi hiicresel,
biyolojik ve molekiiler acidan fonksiyonel genleri ve gen gruplarini ortaya koymak amaciyla
Gene Ontology (GO) analizi yapildi. Herbir analiz i¢in iki grup karsilastirmasi yapilarak en
belirgin farklilik gosteren hiicresel olaylar belirlendi. Tiim analizlerin degerlendirmesinde
p<0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.

KEGG (Kyoyo Encylopedia of Genes and Genomes) Yolak Analizi: Ekspresyon farklilig
gosteren miRNA’larin hedefledigi genlerin birbirleri ile olan iliski agin1 ve hiicre
metabolizmast hakkinda bilgi vermek i¢in de KEGG yolak analizi gerceklestirildi. Herbir
analiz icin iki grup karsilastirmasi yapilarak yolaklarda en yogun degme noktasi farklilig
gosteren yolaklar belirlendi. Tiim analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamh

olarak kabul edildi.

3.9. Arastirmanin simirhiliklar:

e Bu calismanin asil amaci, farkli klinik ve histopatolojik 6zellikleri olan ndroblastom
hastalarina ait tiimor dokularindaki miRNA profillerini belirlemek oldugundan normal
dokular kulllanilmamastir.

e (Calismadaki biitce kisitliligr ve mikroarray analizlerinin pahali olmas1 6rnek sayisini
sinirlandirmamiza neden olmustur.

e (Calismada farkli eksprese olan miRNA’lar sadece parafine gomiilii arsiv dokularindan
calisilabilmistir. Hastalarin kan 6rnekleri ile karsilagtirma yapilamamustir.

e Noroblastom icin énemli bir yas grubu olan 5 yas iistii hastalara ait dokular ile

caligilamamustir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Calismaya Dokuz Eylul Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul tarafindan
22.06.2011 tarihinde 250-GOA protokol numaralt ve 2011/19-10 karar numarasiyla onay
verilmistir (Ek 1).
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4. BULGULAR

4.1 Hastalarin Demografik Ozellikleri

Tablo 7: Hastalarin Demografik Ozellikleri (K: Kiz, E: Erkek, NB: néroblastom, GNB:
gangliondroblastom) (8 erkek, 9 kiz hasta; 0-17 ay: 7 hasta, 18 ay ve iistli: 10 hasta) (**bu

olgularda matiir alanlardan alinan 6rnek-rezidii timor- ile de karsilastirma yapilmistir)

Vaka No | Cinsiyet | Yas (Ay) | Tam Risk Sinifi| Histoloji | MYCN
1 K 1 NB Diisiik Iyi Pozitif
2 K 60 GNB** Diisiik Iyi Yok

3 E 12 NB Diisiik Iyi Yok

4 K 24 NB Yiiksek Koti Pozitif
5 K 24 NB Orta Iyi Negatif
6 E 23 NB Yiiksek Koti Pozitif
7 K 4 NB Orta Koti Pozitif
8 E 35 GNB** [ Diisiik Iyi Negatif
9 K 15 NB** Orta Iyi Negatif
10 K 60 NB Yiiksek Koti Pozitif
11 E 24 GNB** [ Diisiik Iyi Negatif
12 E 36 NB Yiiksek Koti Pozitif
13 E 42 NB Yiiksek Kotii Pozitif
14 E 12 NB Orta Koti Negatif
15 E 24 NB Yiiksek Koti Pozitif
16 K 12 NB Diisiik Iyi Negatif
17 K 14 NB Diisiik Iyi Negatif
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4.2. Cahsmadaki Noroblastom Tiimor Dokularina Ait Resimler

izt 159

SRR

: vt

.

Lass

O

o \ w.}.‘ :

8

¥

>

x 200.

9

Differansiye olmamis (andifferansiye) noroblastom dokusuna ait resim

Sekil 8

Az differansiye (Poorly differentiated) noroblastom dokusuna ait resim, x 200.

Sekil 9

Kiigiik resim: biiyiitiilmiis hali ile differansiye olmus ile olmamis tiimor hiicreleri birarada,

x 400.
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x 200. Kiigiik resim:

9

Differansiye (Differentiating) ndroblastom dokusuna ait resim

Sekil 10

biiyitiilmiis hali ile differansiye olmus ile olmamis tiimor hiicreleri birarada, x 400.

Benign yapida ganglionérom (matiir) dokusuna ait resim, x 400.

Sekil 11
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Sekil 12: Kemoterapi sonrasi differansiye gangliondrom alanlari, fibrozis igeren alanlar ve

rezidiiv noroblastom odaklar i¢eren timdr dokusu, x 200.
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4.3. Molekiiler Belirte¢c Dagilimi

Molekiiler belirteg olarak MYCN amplifikasyonu, 1p36 LOH ve 11qLOH delesyonlar1 ve
17925 kazanimlarina bakildi (Tablo 8). Yirmidort 6rnekten 3 6rnegin RNA kalitesi ¢ok iyi

olmadigindan bu analiz i¢in 21 6rnege bakilabildi.

Tablo 8: Noroblastom hastalarindaki molekiiler belirte¢ dagilimi (toplam 17 hastaya ait 21

biopsi 6rnegini igermektedir; 4 hastanin biopsi tekrarlar1 da dahil edilmistir).

(+) hasta sayisi

(-) hasta sayisi

MYCN 9 12
1p36 LOH 10 11
11q LOH 9 12
17q25 gain 9 12

4.4. Risk Siniflandirmasi

Tablo 9: Noroblastom hastalarindaki risk siniflandirmasi

Risk Simifi Hasta sayisi

Diisiik 7
Orta 4
Yiiksek 6
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4.5. MikroRNA Mikroarray

Farkli ekspresyon seviyesi tespit edilen miRNA’lar ile yapilan hiyerarsik kiimeleme analizi

ile gruplar arasi fark tespit edildi:

I. Analiz:

Grup 1: lyi differansiye grup (n=6) ile

Grup 2: kotii differansiye grup (n=6) karsilastirildi.

p <0.05 alindiginda 167 adet farkli miRNA tespit edildi (Sekil 13).

Sekil 13: Iyi differansiye-kétii differansiye gruplardaki érneklerin karsilastirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.05).
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p < 0.01 alindiginda ise 25 adet farkli miRNA tespit edildi (Sekil 14).

Kotii differansiye: 10 up regiile , 15 down regiile miRNA.

3

507 - k14
508 - k18
S11 - k20
S04 - k
S03 - k2
S01 - kS
S1€ - k10
S02 - klé€

S10 - k17

21

S15 - k

-

S13 - k

ay

hsa-miR-13%-3p
hza-miR-338-5p
hsa-miR-132-5p
hsa-miR-425-3p
hsa-miR-490-3p
hsa-miR-505-5p
hsa-miR-744-5p

hsa-miR-125b-2-3p

hsa-miR-421
hsa-miR-3200-3p
hsa-miR-663a
hsa-miR-1915-3p
hsa-miR-474%-5p
hsa-miR-445%
hsa-miR-4466
hsa-miR-4687-3p
hsa-miR-4707-5p
hsa-miR-5006-5p
hsa-miR-498
hza-miR-4632-3p
hsa-miR-4499
hsa-miR-5195-3p
hsa-miR-150-3p
hsa-miR-4741
hsa-miR-6724-5p

Sekil 14: Iyi differansiye-kétii differansiye gruplardaki érneklerin karsilastirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.01).
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II. Analiz

Grup 3: Kemoterapi oncesi (n=3) ile

Grup 4: Kemoterapi sonrasi (n=3) karsilagtirildi.

p < 0.05 alindiginda ise 39 adet farkli miRNA tespit edildi (Sekil 15).

hsa-miR-3607-5p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-4508
hsa-miR-3676-5p
hsa-miR-1234-5p
hsa-miR-3656
hsa-miR-4505
hsa-miR-2110
hsa-miR-4726-3p
hsa-miR-4706
hsa-miR-3131
hsa-miR-711
hsa-miR-4689
hsa-miR-15a-3p
hsa-miR-761
hsa-miR-3614-5p
hsa-miR-101-5p
hsa-miR-4305
hsa-miR-4711-5p
hsa-miR-3917
hsa-miR-1208
hsa-miR-342-5p
hsa-miR-671-3p
hsa-miR-425-3p
hsa-miR-5006-5p
hsa-miR-3663-3p
hsa-miR-3935
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Sekil 15: Kemoterapi oncesi ve sonrasi orneklerin karsilastirmasi sonrasi elde edilen miRNA

heat-map (p<0.05).
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p < 0.01 alindiginda ise 8 adet farklt miRNA (miR-4638-5p, miR-34a-5p, miR-3663-3p,
miR-3935, miR-425-3p, miR-4689, miR-192-5p, let-7d-5p) tespit edildi (Sekil 16).

Kemoterapi sonrasi: 4 up regiile, 4 down regiile miRNA.
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Sekil 16: Kemoterapi oncesi ve sonrasi drneklerin karsilastirmasi sonrasi elde edilen miRNA
heat-map (p<0.01).
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II1. Analiz:

Grup 5: lyi histoloji (n=10) ile
Grup 6: Kotii histoloji (n=8) karsilagtirildi.

p < 0.05 alindiginda ise 35 adet farkli miRNA tespit edildi (Seki/ 17).
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Sekil 17: Iyi histoloji-kétii histoloji gruplarindaki 6rneklerin karsilastirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.05).
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p <0.01 alindiginda ise 3 adet farkli miRNA (miR-98-5p, miR-1226-3p, miR-3176 ) tespit
edildi (Sekil 18).
Koti Histoloji: 3 up regiile miRNA.

hsa-miR-%98-5p
hsa-miR-1226-3p
hsa-miR-3176

Sekil 18: Iyi histoloji-kotii histoloji gruplarindaki érneklerin karsilastirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.01).
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IV. Analiz

Grup 7: Noroblastom (n=4) ile
Grup 8: Ganglionorom (n=4) karsilastirildi.
p < 0.05 alindiginda ise 20 adet farkli miRNA tespit edildi (Seki/ 19).
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Sekil 19: Noroblastom-ganglionérom gruplarindaki 6rneklerin karsilastirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.05).
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p < 0.01 alindiginda ise 4 adet farkli miRNA (miR-30d-5p, miR-30e-5p, miR-151b, miR-
182-5p) tespit edildi (Sekil 20).

Ganglionorom : 3 up regiile, 1 down regiile miRNA.
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Sekil 20: Noroblastom-gangliondrom gruplarindaki 6rneklerin karsilagtirmasi sonrasi elde

edilen miRNA heat-map (p<0.01)
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V. Analiz

a) Diisiik risk-Orta risk karsilastirmasi

Grup 9: Diisiik risk (n=10) ile

Grup 10: Ortarisk  (n=6) karsilastirildu.

p < 0.05 alindiginda ise 67 adet farkli miRNA tespit edildi (Seki/ 21).
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Sekil 21: Diisiik risk-orta risk gruplarindaki 6rneklerin karsilastirmasi sonrasi elde edilen

miRNA heat-map (p<0.05).



p < 0.01 alindiginda ise 7 adet farkli miRNA (miR-337-3p, miR-1269a, miR-3191-5p, miR-
4738-3p, miR-4644, miR-6500-3p, miR-299-3p ) tespit edildi (Sekil 22).
Diisiik Risk : 5 up regiile, 2 down regiile miRNA.
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Sekil 22: Diisiik risk-orta risk gruplarindaki 6rneklerin karsilagtirmasi sonrasi elde edilen

miRNA heat-map (p<0.01).
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b) Orta risk-Yiiksek risk karsilastirmasi

Grup 10: Orta risk (n=6) ile

Grup 11: Yiiksek risk (n=8) karsilastirildi.

p < 0.05 alindiginda ise 27 adet farkli miRNA tespit edildi (Sekil 23).
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Sekil 23: Orta risk-yiiksek risk gruplarindaki drneklerin karsilagtirmasi sonrasi elde edilen
miRNA heat-map (p<0.05).

p <0.01 alindiginda ise 1 adet farkli miRNA (miR-2114-5p) tespit edildi (Sekil 24).
Yiiksek Risk : 1 up regiile miRNA.

hsa-miR-2114-5p.

Sekil 24: Orta risk-yiiksek risk gruplarindaki drneklerin karsilagtirmasi sonrasi elde edilen
miRNA heat-map (p<0.01).
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¢) Diisiik risk-Yiiksek risk karsilastirmasi

10) ile

Yiiksek risk (n=8) karsilastirildi.
p < 0.05 alindiginda ise 95 adet farkli miRNA tespit edildi (Sekil 25).
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Sekil 25: Diisiik risk-yiiksek risk gruplarindaki orneklerin karsilastirmasi sonrasi elde edilen

miRNA heat-map (p<0.05).
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p < 0.01 alindiginda ise 14 adet farklt miRNA (miR-744-5p, miR-421, miR-142-5p, miR-
330-3p, miR-1185-5p, miR-455-5p, miR-4723-3p, miR-200b-3p, miR-499b-3p, miR-572,
miR-876-3p, miR-10a-5p, miR-340-5p, miR-150-5p) tespit edildi (Sekil 26).

Diisiik Risk : 12 up regiile, 2 down regiile miRNA.
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Sekil 26: Diisiik risk-yiiksek risk gruplarindaki 6rneklerin karsilagtirmasi sonrasi elde edilen
miRNA heat-map (p<0.01).
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4.6. Es Zamanh PCZ analizi (Validasyon)
miR-98-5p, miR-490-3p, miR-671-3p ve miR-30d-5p primerleri ile es zamanli PZR’da
yapilan validasyon sonuglar1 Sekil 27 ve Tablo 10°da goriilmektedir.
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Sekll 27: Es zamanli PZR analizi (Validasyon) (miR-490, miR-671, miR-98-5p, miR-30d-5p)

Tablo 10: Validasyon amaciyla yapilan es zamanli PZR sonrast miRNA kat degisimleri

miRNA Kat degisimi
miR-98-5p 23.3 kat
miR-490-3p 1.87 kat
miR-671-3p 2.17 kat
miR-30d-5p 3.403 kat
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4.7. SAGKALIM ANALIZi

Calismamizda kullanilan dokularin ait oldugu hastalar i¢in yapilan sagkalim analizine
bakildiginda ortalama sagkalim siiresinin 99.5 ay (99.5 + 7.6), 1 yillik sagkalim oraninin %94
oldugu, 36 aylik sagkalimm % 87 oldugu, 70 ay ve Ustii sagkalimmi da % 87 oldugu
goriilmiustiir (Sekil 28).
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Sekil 28: Calismada yer alan noroblastom hastalarina ait sagkalim olasilig1 egrisi

54



4.8 Yeni Vakalara Ait Demografik Ozellikler

Tablo 11: Yiiksek Riskli Hastalara Ait Demografik Ozellikler (Yeni vakalar) (K: Kiz, E:

Erkek)

Vaka | Cinsiyet | Yas | Primer Metastaz | MYCN | 1p | 11q | 17q | Evre | Patoloji

No (ay)

1 K 96 Siirrenal + + + - + v Koti

2 K 50 Pelvik - - + - + 111 Koti

3 K 66 Siirrenal + - + + + v Koti

4 E 144 | Paraspinal | - - - + - 111 Iyi

5 E 18 Siirrenal - + + - + III Koti

6 K 84 Stirrenal + - + - + v Koti

7 E 36 Abdominal | + - + - - v Koti

8 K 30 | Torako- + - - - - IV | lyi
abdominal

9 K 21 | Siirrenal + - - - ]+ IV | lyi

10 E 19 Siirrenal + - + - + v -

11 E 36 Stirrenal + - yo |- + |IV Koti

k

12 K 30 Siirrenal + - + + + v Koti

13 K 51 Torako- + - - + + v Koti
abdominal

14 E 18 Siirrenal + + + - + v Koti

15 E 24 Siirrenal + - + + + 1A% -

16 K 42 Stirrenal - + + - - I -

17 E 36 Torako- + - - + + 1A% -
abdominal

18 K 48 Stirrenal + - - + + I Kot

19 E 18 Siirrenal + + + - + v Koti

20 E 23 Paraspinal | - - + + - I Koti

21 K 90 Abdominal | + - + - - v -

22 E 96 Abdominal | - - + - + v Koti

23 K 48 | Siirrenal + - - |- |+ IV |y

24 E 24 Torako- - - - - + v -
abdominal
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Tablo 12: Diisiik Riskli Hastalara Ait Demografik Ozellikler (Yeni vakalar) (K: Kiz, E:

Erkek)

Vaka | Cinsiyet | Yas | Primer Metastaz | MYCN | 1p | 11q | 17q | Evre | Patoloji

No (ay)

1 E 3 | Siirrenal | - - - - |+ Iyi

2 K 7 | Paraspinal | - - - - - Iyi

3 K 1 | Abdominal | + - - - - IVS | Koti

4 E 14 | Paraspinal | - - + + - I Iyi

5 K 168 | Servikal - - + + - IIB | Koti

6 E 10 |- - - - - - I Iyi

7 E 60 | Abdominal | - = - - - I Koti

8 K 3 | Servikal - - - + + ITA | Koti

9 E 42 | Torakal - - - - - I Iyi

10 K 18 | Torakal - - - - + I Koti

11 E 6 | Abdominal | - - - - - I Koti

12 K 16 | Torakal - - - - + I Koti

13 K 13 | Siirrenal | - - + |+ [- I Iyi

14 K 5 | Abdominal | - - + - - 1IB Tanim-
lanmamis

4.9. Yeni Vakalarda Es Zamanh PZR Analizi
Yiiksek risk ile diisiik risk hastalarda miR-98-5p, miR-490-3p, miR-671-3p ve miR-30d-5p

icin bulunan kat degisim (fold change) sonuglar1 Tablo 11°de goriilmektedir.

Tablo 13: Yiiksek risk/diisiik risk (yeni vakalarda) miRNA kat degisimleri.

miRNA Kat degisimi

miR-98-5p 22.5 kat (diistik:1.26/yiiksek:0.056)
miR-490-3p 8.38 kat (diisiik:31,41/yiiksek:3.75)
miR-671-3p 1.956 kat (diisiik:0,14/ytiksek:0,075)
miR-30d-5p 3.257 kat (diisiik:6,57/yiiksek:2,018)
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4.10. GO ve KEGG ANALIZi

A) IYI-KOTU HISTOLOJI
I. GO Analizi

1. Biyolojik olaylar:

Tablo 14: Iyi-kétii histoloji gruplarinin GO analizinde biyolojik olaylar acisindan

karsilastirilmast.

p-degeri
Gelisimsel olaylarin diizenlenmesi 5.89066E-25
Apoptoz 6.97308E -24
Hiicre siklusu 9.10286E-15
Norogenez 1.26182E-14

2. Molekiiler fonksiyonlar:

Tablo 15: Iyi-kétii histoloji gruplarinin GO analizinde molekiiler fonksiyonlar agisindan

Karsilagtirilmasi.

p-degeri
Cift zincirli DNA baglama 4.1941E-13
Transkripsiyon aktivator aktivitesi 8.19668E-12
Protein dimerizasyon aktivitesi 6.1757E-10
Protein tirozin kinaz aktivitesi 2.15297E-7

II. KEGG yolak analizi

Tablo 16: Iyi ve kétii histoloji gruplariin KEGG yolag: agisindan karsilastiriimast

p-degeri
Kansere ait yolaklar 7.52144E -18
Prostat kanseri 2.85938E -17
Melanoma 1.93337E -15
Glioma 2.30296E -12
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B) NOROBLASTOM-GANGLIONOROM
1. GO Analizi

1. Biyolojik olaylar:
Tablo 17: Noroblastom-ganglionérom gruplarmin GO analizinde biyolojik olaylar a¢isindan

karsilastirilmasi.

p-degeri

Programli hiicre 6liimii siirecin diizenlenmesi | 1.76839E-65

Hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi 7.47016E-43
Hiicre farklilasmasininin diizenlenmesi 1.84308E-42
Organik substanslara cevap 2.87951E-35

2. Molekiiler Fonksiyonlar:
Tablo 18: Noroblastom-gangliondrom gruplarinin GO analizinde molekiiler fonksiyonlar

acisindan karsilastirilmasi.

p-degeri
Enzim Baglama 8.56833E-35
Transkripsiyon aktivator aktivitesi 9.59649E-24
Sekans spesifik DNA baglama 1.0506E-16
Protein kinaz aktivitesi 3.32702E-14
Siklin bagimli protein serin/treonin kinaz 1.15783E-13
diizenleyici aktivitesi

II. KEGG yolak analizi

Tablo 19: Noroblastom ve gangliondrom gruplarmin  KEGG yolagi agisindan

karsilastirilmasi.

p-degeri
Kansere ait yolaklar 2.32531E- 56
Pankreas kanseri 1.56077E- 27
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C) KEMOTERAPI ONCESi ve SONRASI

1. GO Analizi

1. Biyolojik olaylar:

Tablo 20: Kemoterapi dncesi ve sonrasi gruplarinin GO analizinde biyolojik olaylar

acisindan karsilastirilmasi.

p-degeri
Hiicre proliferasyonun diizenlenmesi 4.71331E-16
Mitoz (G1/S gegcisi) 3.79552E-14
Hiicre siklusu 2.79408E-14
Hiicre farklilagmasinin diizenlenmesi 1.14596E-14

2. Molekiiler Fonksiyonlar:

Tablo 21: Kemoterapi dncesi ve sonrasi gruplarinin GO analizinde molekiiler fonksiyonlar

acisindan karsilastirilmasi.

p-degeri
Enzim baglama 8.619E-8
Protein kinaz aktivitesi 4.45228E-8
Trankripsiyon aktivator aktivitesi 1.86292E-7

I1. KEGG yolak analizi

Tablo 22: Kemoterapi 6ncesi ve sonrasi gruplarinin KEGG yolagi agisindan karsilastirilmasi

p-degeri
Hiicre siklusu 2.42758E -20
Kansere ait yolaklar 2.41034E -18
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D) DUSUK RIiSK ve YUKSEK RiSK
1. GO Analizi

1. Biyolojik olaylar:
Tablo 23: Diislik risk ve yiiksek risk gruplarinin GO analizinde biyolojik olaylar agisindan

karsilastirilmasi

p-degeri
Gen ekspresyonunun pozitif diizenlenmesi 9.76077E-10
Tiip gelisimi 9.76077E-10
Organ morfogenezi 1.96565E-10
Hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi 6.96662E-9
RNA polimeraz II promoterden transkripsiyon | 2.28804E-9

2. Molekiiler Fonksiyonlar:
Tablo 24: Diisiik risk ve yiliksek risk gruplarinin GO analizinde molekiiler fonksiyonlar

acisindan karsilastirilmasi

p-degeri
Sekans spesifik DNA baglama 6.90375E-4
Transkripsiyon kofaktor aktivitesi 5.4622E-3
Transkripsiyon koreseptor aktivitesi 3.974E-2

II. KEGG Analizi

Tablo 25: Diisiik risk ve yliksek risk gruplarinin KEGG yolagi agisindan karsilastirilmast

p-degeri
Kansere ait yolaklar 1.09509E -13
Prostat kanseri 4.58318E -11
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4.11. Klinik Veriler ile miRNA Karsilastirmasi

Tablo 26: Klinik bulgular (cinsiyet, yas, tani, NMYC, 1qLOH, 11qLOH, 17qgain, metastaz,
histoloji, risk siiflamasi, tedavi protokolii) ile p<0.01 de farkli eksprese olan miRNA’larin
karsilastirilmasi. Artis ve azalislar oklar ile, Ortalama (Mean) degerleri ise parantez iginde

gosterilmistir (NB: néroblastom, GNB: gangliondroblastom).

Cinsiyet Erkek Kiz p degeri
miR-4689 Vv (9.0) A (15.46) 0.023
miR-3373 A (15.77) Vv (9.73) 0.037
miR-4738-3p | ¥ (7.64) A (16.62) 0.002
miR-299-3p A (17.86) Vv (7.96) 0.001
miR-499b-3p | AN (15.32) Vv (10.12) 0.044
Yas 0-17 ay 18 ay ve usti p degeri
miR-490-3p A (16.44) Vv (10.13) 0.034
miR-299-3p Vv (8.78) A (14.73) 0.045
miR-142-5p A (16.78) Vo (9.93) 0.022
Tam NB GNB p degeri
miR-338-5p v (9.88) A (18.0) 0.012
miR-132-5p Vv (10.06) A (17.5) 0.021
miR-663a A (13.79) vV (6.92) 0.033
miR-1269a v (9.88) A (18.0) 0.011
miR-3191-5p | ¥ (9.44) A (19.25) 0.02
NMYC Pozitif Negatif p degeri
miR-132-5p v (7.94) A (13.29) 0.05
1pLOH Pozitif Negatif p degeri
miR-4689 Vv (8.0 A (13.73) 0.031
miR-337-3p A (14.6) Vv (7.73) 0.011
miR-4644 vV  (7.55) A (14.14) 0.014
11qLOH Pozitif Negatif p degeri
miR-139-3p A (14.61) Vv (8.29) 0.02
17q gain Pozitif Negatif p degeri
miR-299-3p A (14.06) Vv 871 0.05
Metastaz Var Yok p degeri
miR-505-5p v (5.38) A (13.93) 0.027
miR-421 Vv (6.0 A (13.8) 0.044
miR-151b Vv (5.0 A (14.0) 0.02
miR-192-5p vV  4.75) A (14.05) 0.016
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Histoloji Iyi Kotii p degeri

miR-490-3p A (14.07) Vv (7.0 0.014

miR-4499 v (9.43) A (15.13) 0.046

miR-4738-3p | AN (13.61) Vv (7.81) 0.041

Risk Sinifi Diisiik Orta Yiiksek p degeri
miR-3191-5p [ A (10.5) Vv (5.17) - 0.027
miR-6500-3p | AN (11.2) V(4.0 - 0.003
miR-4723-3p | AN (10.3) Vv (5.5) - 0.046
miR-338-5p A (11.8) - Vv (6.63) 0.041
miR-132-5p A (12.6) - Vv (5.63) 0.001

miR-490-3p A (123) - v (6.0 0.013
miR-505-5p A (12.15) - Vv (6.19) 0.018
miR-744-5p A (127) - V(5.5 0.004
miR-421 AN (124) - v (5.88) 0.01

miR-663a V(6.5 - A (13.25) 0.008
miR-4466 Vv (7.2 - A (12.38) 0.041

miR-5195-3p | ¥ (6.85) - A (12.81) 0.018
miR-6724-5p | ¥ (6.75) - A (12.94) 0.014
miR-30e-5p A (11.8) - v (6.63) 0.041

miR-192-5p A (12.00) - Vv (6.38) 0.026

Klinik veriler ile ekspresyonu yiiksek mikroRNA’lar karsilastirildiginda miRNA
ekspresyon farkliligiin en ¢ok gozlendigi miRNA’lar; miR-132-5p, miR-338-5p, miR-421,
miR-490-5p, miR-505-5p, miR-663 ve miR-3191-5p oldu (Tablo 24). Bu miRNA’lar
arasinda da en belirgin farklilik miR-132-5p ve miR-490-5p de oldugu saptandi. En fazla

eksprese olan miRNA’lara ait hedef gen sayilar1 Tablo 27°de verilmistir.
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Tablo 27: Gruplar ve klinik verilerin kiyaslanmasi sonrast en fazla eksprese olan

miRNA’larin TarBase 7.0 ve miRDB veritabanlarindaki hedef gen sayilarini gésteren tablo.

Hedef Gen Sayis1
(TarBase 7.0 ve miRDB)
miR-490-3p 43
miR-132-5p 63
miR-425-3p 69
miR-34a-5p 547
miR-let7d-5p 438
miR-30d-5p 843
miR-30e-5p 849
miR-98a-5p 436
miR-744-5p 87
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5. TARTISMA

Noroblastom, ¢ocuklukta en yaygin olarak gozlenen ve bebeklerde kanser iliskili 6liimlere
en sik sebep olan ekstrakraniyal solid tiimor tipidir (36). Noroblastom otonom sinir sisteminin
embriyonel tliimorlerindendir ve noral krest hiicrelerinin farklilasmas1 sirasindaki
diizensizlikler ile ortaya ¢ikan malign bir tiimordir (72, 73). Tiimorler sempatik sinir
sisteminde, genel olarak adrenal medullada veya spinal gangliyonlarda ortaya c¢ikar. Bu
nedenle de kitleler boyun, abdomen, toraks veya pelviste goriilebilmektedir (74, 75).
Noroblastom agresif bir timordiir ve tedaviden bagimsiz olarak, spontan gerileme veya
matilirasyon gosterebilmektedir (7,76). En sik metastaz yaptig1 bolge kemik iligi olarak tespit
edilmistir. Fakat bunu haricinde kemik, lenf diigiimii ve karaciger metastaz1 da
gozlenebilmektedir (77). Noroblastom; spontan olarak baskilanmasi veya hizli bir sekilde
ilerlemesinden dolayr genis spektrumlu klinik davraniglari ile olduk¢a dikkat g¢ekici bir
timordiir. Bu durumun sebebi olarak tiimoriin biyolojik ve genetik karakteristigi
gosterilmektedir (73). Noroblastom tiimorlerindeki heterojenite nedeniyle tedavi yaklasimlar
da farkli alt gruplara ayrilmistir (74). Noroblastomlar dahil kanser hastaligi, ¢oklu genetik ve
epigenetik degisimlerle ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinde bozulmus
olan, fakat normal hiicrelerin fenotiplerinin kontroliinii saglayan diizenleyici yolaklarin
epigenetik degisimlerinin ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan bozukluklarin anlagilmasi ile yeni
tedavi olanaklarinin saglanmasi miimkiindiir. Kanser tiirleri iizerine yapilan ve yapilabilecek
olan molekiiler patolojik yaklasimlar ile prognoz, tedaviye yanitin degerlendirilmesi ve niiks
riskinin tahmini i¢in klinik iligkili genetik veya molekiiler belirtegler belirlenmelidir. Bu
nedenle de ndroblastom da pek ¢ok tiimor gibi, genomik arastirmalara konu olmakta ve yeni
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi icin ileri caligmalar yapilmaktadir (78). Son zamanlarda
oldukca genis caligma alanina yayilmis olan mikroRNA ¢alismalar1 da bu alanda yapilan
umut vaadedici ¢calismalar arasindadir.

mikroRNA’lar (miRNA), 19-22 niikleotid uzunlugunda, tek iplik¢ikten olusan kodlama
yapmayan RNA dizileridir. Bugiine dek 4,500’lin {izerinde olgun miRNA tanimlanmistir
(http://www.mirbase.org) ve bu miRNA’larin c¢ogu tlirler arasinda korunmusluk
gostermektedir. Insanda bulunan protein kodlayan genlerin %60°’indan fazlasmnin ekspresyonu
miRNA’lar tarafindan post-transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir. miRNA’lar, hedef
mRNA dizisinin 3’ transle edilmeyen boélgesindeki (3° UTR) hedef komplementer bolgeyi

taniylp baglanarak gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel baskilanmasini saglarlar (79).
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p53, MYC ve miyogenin gibi pek cok transkripsiyon faktoriiniin miRNA’lar tarafindan
transkripsiyonel kontrole tabi tutuldugu yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir (80).

miRNA’lar hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, proliferasyonda ve hiicre 6liimiinde
onemli rol oynamaktadir. Bu hayati siireglerdeki rollerinin yani sira, immiin cevap (81, 82),
insiilin salgilama (83), norotransmitter madde sentezi (84), sirkadiyen ritim (85) ve viral
replikasyon (86) gibi pek cok hiicresel aktivitede de miRNA’larin rolii vurgulanmaktadir.
Ayrica yapilan calismalar miRNA’larin, hiicresel glikoz seviyesinin devamliligi, kolesterol,
trigliserit ve yag asidi metabolizmasinin diizenlenmesi gibi pek ¢ok metabolik siirecte rol
aldigimi ve diizenlenmesinde 6nem teskil ettigini gostermistir (87).

Normal hiicresel fonksiyonlarin devamliligi i¢in genlerin ekspresyonunun yanindan miRNA
ekspresyonlarinin da diizenlenmesi olduk¢a onemlidir. miRNA’larin hatali regiilasyonu ile
kanser dahil olmak iizere pek ¢ok hastalik ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan bazi calismalar
miRNA ekspresyonlarinin da kontrollii olarak yapildigint ve bu durum i¢in enhansirlarin
(arttric1), susturucu elementlerin ve kromatin modifikasyonlarinin 6nemli rolii oldugu
belirtilmektedir. Ornegin; hematopoetik tiimérlerde, miR-203 lokusu yogun miktarda DNA
metilasyonuna tabi tutulmaktadir. Fakat bu metilasyon profili normal T lenfositlerinde
gozlenmemektedir (88).

Yapilan caligmalar miRNA’larin karsinogenez ve c¢esitli timorlerin agresif ilerleyisinde rolii
oldugunu gdstermistir. Bu tiimorlere 6rnek olarak; meme kanseri (89), kiiclik hiicreli olmayan
akciger kanseri (90), prostat kanseri (91) ve ovaryum kanseri sayilabilir (92). miRNA’lar
timorogenez  swrasinda,  gelisim-spesifik ~ veya  doku-spesifik  olarak  transkribe
edilebilmektedirler (79). miRNA’lar, kanser iizerindeki etkilerini onkogenlerin ve tiimor
baskilayict genlerin ekspresyonunu diizenleyerek yapmaktadirlar (93-95). miRNA’lar timor
biyolojisine pek ¢ok yonden katkida bulunmaktadir. Bunlar arasinda; proliferasyon, apoptoz,
farklilagsma, invazyon, metastaz ve anjiyogenez Tlzerinde yaptiklar1 etkileri saymak
miimkiindiir. Pek cok miRNA, tiimor dokularinda normal doku karsiliklarina kiyasla yiiksek
veya diisiik ekspresyon gostermektedir. Normal ve kanserli dokularin genel gen ekspresyon
profilleri kiyaslandig1 zaman, pek cok miRNA ekspresyonunun yeniden diizenlenme gegirdigi
gozlemlenebilir. Bu nedenle de tiimorogenezde veya kanserin ilerleyisinde, hedef genin
onkogenik veya tiimor baskilayict fonksiyonunu diizenleyen tek bir miRNA’nin
degisiminden ziyade tiim miRNome’da meydana gelen degisikliklerden bahsetmek daha

dogru olacaktir (60). miRNA profili, tiimdrlerin gelisimsel hattin1 ve farklilasma evresini
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gosterdigi icin, bu profiller zayif olarak farklilagan tiimorlerin simiflandirilmasi igin
kullanilabilirler (96). Normal doku ve tiimdr dokusu arasindaki miRNA farkliligina ek olarak,
miRNA ekspresyonu kanser tipine, evresine ve diger klinik degisenlere gore de farklilik
gosterebilmektedir. miRNA ekspresyonundaki bu farkliliklar veya hatali diizenlemeler farkli
mekanizmalar nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan birincisi, miRNA’lar1 kodlayan
bolgelerde meydana gelebilecek olan ve bu nedenle de ekspresyon profillerini degistirebilecek
olan delesyon, amplifikasyon ve translokasyon gibi genomik anormaliklerdir (60). ikincisi;
epigenetik faktorlerdir: yapilan ¢alismalar ile pek ¢ok kanser tiiriinde, promotor bolgelerde
CpG adaciklarinda hipermetilasyon varlig1r gosterilmistir ve bu hipermetilasyonun miRNA
ekspresyon profili iizerine yaptig1 degisimler ortaya konulmustur. Ornegin miR-9-1 meme
kanserinde CpG hipermetilasyonu ile baskilanmis durumdadir (97). Ugiincii mekanizma;
miRNA’larin transkripsiyonel diizenlenmesidir. Pek ¢ok miRNA, transkripsiyon faktorleri
tarafindan aktive edilmektedir. Kanserde etkili olan pek ¢ok miRNA-transkripsiyon faktorii
etkilesimi gosterilmistir. Bunlarin arasinda p53, c-Myc ve E2F’yi saymak miimkiindiir.
Doérdiincli mekanizma ise, miRNA isleme asamalarinin regiilasyonudur. Duragan haldeki
olgun miRNA seviyesi, o0 miRNA’nin Onciiliinden islenme etkinligine ve stabilitesine
baglidir. Eger onclil miRNA’dan islenme kapasitesi diisiik ise miRNA seviyesi diisiik
olacaktir. Olgun miRNA halini aldiktan sonra halen diisiik stabiliteye sahip ise yikima
giderek miRNA seviyesinde degisiklik ortaya ¢ikmasina sebep olacaktir. Tiim bu diizenlenme
stireclerinde meydana gelebilecek olan aksakliklar, miRNA seviyesinde degisikliklere sebep
olacaktir (60).

miRNA’lar noral ve diger tip hiicrelerin farklilagmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu
nedenle de bu sekanslarin diizenlenmesindeki bozukluklar farkli tiimor tiplerinde tiimor
baskilayici veya onkogenik aktivite kazanlmalarma sebep olabilir. Ornegin miR-15 ve miR-
16, kromozomun 13q14 bolgesinde yerlesiktir ve kronik lenfosit 16semide genellikle silinmis
ve/veya disiik-regiilasyona sahiptir. Bodylece tiimor baskilayict gen gibi islev
gostermektedirler (98). Bazi lenfoma tiirlerinde 13. kromozomda bulunan mir-17-92 kiimesi
over-eksprese durumdadir ve onkogenik aktivite gostermektedir (99). miR-21 gibi bazi
miRNA’lar ise kanser hiicrelerinde apoptoz yolagi bilesenlerini etkileyerek, antiapoptotik
etkiye sahip olurlar (100).

Normal gelisimsel stiregteki rolleri diisiiniildiigii zaman, miRNA’larin pediatrik kanser

tirlerinde oldukca etkili olacagim1 diistinmek olagandir. Ciinkii pediatrik malignite
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durumlarinda gelisimsel yolaklarda pek cok bozulmalar gergeklesmektedir. Literatiire
bakildig1 zaman, néroblastom dokularindaki miRNA profilinin ¢ikarilmasini hedefleyen bazi
caligmalar yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalar ile hem miRNA ekspresyonlarinin hatali regiile
olmasmin noroblastom patogenezinde etkili olabilecegi hemde farkli kosullar altinda
kiyaslamali olarak ekspresyon farkliliklari saptanmistir (66). Bu tez ¢alismasinda parafine
gomiilii halde bulunan insan noroblastom tiimor dokularindan RNA izolasyonu yapilmis ve
ardindan mikroarray calismasi ile dort analiz yapilmistir. Her bir analizde ikiser grup
mevcuttur ve bu gruplar arasindaki miRNA ekspresyon farkliliklar1 kiyaslanmistir. Spesifik
analizler sonrasinda (p<0.01) iyi ve kot differansiasyon kiyaslandiginda 25 miRNA,
kemoterapi Oncesi ve sonrasi kiyaslandiginda 8 miRNA, iyi ve koti histoloji
karsilastirmasinda 3 miRNA, néroblastom ve gangliondroblastom karsilagtirmasinda 4
miRNA, diisiik ve orta risk karsilatirllmasinda 7 miRNA, orta ve yiiksek risk kiyaslandiginda
1 miRNA, diisiik ve yiliksek risk karsilastirildiginda 14 miRNA farkli eksprese olarak
bulunmustur. De Preter ve ark’nin (71) yaptig1 ¢alismaya kiyasla ¢ok sayida farkli eksprese
miRNA saptanmistir. Bununla birlikte calismamizda buldugumuz miR-572’nin  farkh
ekspresyonu De Preter’in ¢alismasi ile uyumluydu.

Guo ve ark. farede primer ve metastatik noéroblastom tiimor dokularinin miRNA ekspresyon
profillerini kiyaslayarak noroblastom metastazinda gorevli olabilecek olan miRNA’lar1
saptamayr amaclamislar ve bunun sonucunda 54 adet miRNA’nin anlamli olarak farkli
ekspresyona sahip oldugunu saptamislardir (101). Bizim yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina (1.
analiz sonucuna) gore, iyi differansiye olan grup ile kotii differansiye grup arasinda (p<0.05
iken) 167 adet farkli eksprese olan miRNA tespit edilmistir. Noroblastom agisindan bakildig:
zaman, tiimor dokusunun differansiyasyon derecesi ne kadar ¢ok artarsa o kadar az metastaz
yapacagi diigiiniilmektedir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada Guo ve ark. farelerde yaptigi
analiz sonuglarina kiyasla daha fazla miRNA farklilig1 saptanmistir. Calismamizda p < 0.01
alindiginda ise ayni gruplar arasinda 25 adet farkli eksprese olan miRNA tespit edilmistir.
Bunlarin 10 tanesi up regiile iken, 15 tanesi down regiile olmustur. Yapilan bagka bir
calismada miR-10b, miR-29a/b ve miR-335" nin metastatik noroblastom tiimdrlerinde up-
regiile oldugu bulunmustur. Bu miRNA’larin up-regiilasyonu ile metastazin indiiklendigi
saptanmistir. Bu nedenle de bu miRNA’larin metastazi indiikleyen miRNA’lardan bazilari
oldugu diisiiniilmiistiir. Bunun aksine; miR-7, miR-338-3p ve the let-7 ailesi metastatik

gruplarda down-regiile olan miRNA’lardan olarak bulunmustur (102). Bizim yaptigimiz
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calismada ise let-7 ailesine ait olan hsa-let-7d-5p miRNA’larmin ikinci analizde yani
kemoterapi Oncesi ve kemoterapi sonrasinin kiyaslanmasinin yapildigi analizde, bu
miRNA’larin iki grup arasinda farkli ekspresyonlara sahip oldugu bulunmustur. Ayrica
noroblastom ve gangliyondrom kiyaslamasinin yapildigi dérdiincii analizde ise hsa-miR-29a-
3p ve hsa-miR-335-5p’nin bu iki grup arasinda farkli ekspresyonlart saptanmistir (p< 0.05).
Caligmamizda klinik veriler ile yapilan analizlerin tamami degerlendirildirildiginde en fazla
eksprese olan miRNA’larin miR-490 ve miR-132 oldugu goriilmiistiir.

Qu ve ark.lar1 yapmis olduklar1 calisma ile heparanazin (HPSE) noroblastomda yiiksek
miktarda eksprese oldugunu gostermislerdir (103). HPSE, endojen endoglikozidazdir ve
timor biiylimesini, invazyonu, metastazi ve anjiogenezi tetiklemektedir. Daha sonra yapmis
olduklar1 diger ¢aligmalar1 ile ise, taze insan nodroblastom dokularinda ve hiicre hatlarinda
miRNA-558"nin up-regiile edildigini ve bu durumun HPSE ekspresyonu ile korelasyon
gosterdigini  belirtmislerdir. Bu durumun sebebi olarak; miR-558’in HPSE promoter
bolgesinde baglanma bolgesine sahip olmasindan ve HPSE’ nin transkripsiyonel
aktivasyonunu saglamasindan kaynakli oldugunu ortaya c¢ikarmislardir (104). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise hsa-miRNA-558 ekspresyon farkliligi III. analizde yani iyi ve kotii
histoloji gruplamasinin yapildig1 analizde gézlemlenmistir.

Baz1 arastirmacilar ndroblastomda oOnemli rol oynayan spesifik miRNA’lar {izerine
odaklanan caligsmalar gergeklestirmistir. Bu amacla yapilan ¢aligmalar, miR-34a ve miR-17-
92 kiimesinin en sik rapor edilen miRNA’lardan oldugunu gostermistir. Welch ve ark. miR-
34a’nin primer noroblastom dokularinda ve hiicre hatlarinda, normal adrenal dokuya gore
daha diisiik seviyede eksprese oldugunu saptamislardir. Welch ve ark. bu miRNA’nin {i¢
farkli noroblastom hiicre hattina tekrar aktarilmasini gergeklestirdikleri deneyler ile, hiicre
proliferasyonunda diisiis saptamiglardir. Bu durumun sebebi olarak kaspaz-bagimli apoptotik
yolagin aktivasyonu oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu nedenle de miR-34a’nin noéroblastom
tiimorogenezi i¢in siipresor olarak davranabilecegine deginmislerdir (67). miR-17-92 kiimesi,
Oncomir-1, onkogenik potansiyele sahiptir ve noroblastom patogenezinde 6nemli rol
oynamaktadir. Schulte ve ark. miR-17-92 kiimesinin ve miR-181 ailesinin, iyi ozellikler
gosteren noroblastomda over-eksprese oldugunu, miR-542-5p ve miR- 628’in de iyi 6zellikli
noroblastomlarda ekprese oldugunu fakat kotii 6zellikli ndroblastomlarda mevcut olmadigini
saptamislardir (105). Yapilan diger bir calisma ile hiicre hatlar1 ve insan néroblastom doku

ornekleri analiz edilmis ve ii¢ adet ndral miRNA’nin, miR-9, miR-125 ve miR-125b, primer
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noroblastom tiimorlerinde down-regiile oldugunu saptamislardir. Bu miRNA’larin hiicre
proliferasyonu iizerine etkisinin oldugu da ayni ¢aligmada gosterilmistir (68). Bunun yani sira
diger bir ¢alismada noéroblastom dokusunda, kanser olmayan komsu dokuya kiyasla, miR-
27b’nin down-regiile oldugu saptanmistir. miR-27b, ndéroblastomda tiimor baskilayici olarak
islev gosteren Onemli bir miRNA’dir. Bunu, PPARy nin (peroksizom proliferatorleriyle
aktive edilmis reseptdr y) tiimor-tetikleyici fonksiyonunu inhibe ederek yapmaktadir. Boylece
artan oranda inflamatuar cevap tetiklenmis olmaktadir (106). Ayrica miR-29a, miR-29b ve
miR-29¢’nin normal dokulara kiyasla noroblastom dokularinda down-regiile oldugu
saptanmugtir (107).

Yapilan bir calismada miR-145 ekspresyonu hem insan néroblastom tiimor dokusunda hem
de kiiltiire edilmis olan noéroblastom hiicre hatlarinda, normal dorsal gangliyonlara kiyasla
down-regiile edilmis olarak saptanmistir (108). Ayrica miR-145’in overekspresyonu ile
noroblastom hiicre hatlarinda biiyiimenin, invazyonun, metastazin ve anjiyogenezin hem in
vitro hem de in vivo olarak baskilandigr bulunmustur (108). Bizim ¢alismamizda dordiincii
analizde bulunan gangliyonérom ve noroblastom gruplarini iceren kiyaslamada p<0.05 iken
20 adet farkli miRNA ekspresyonu saptanmistir. Bu deger p<0.01 alindiginda 4’e
diismektedir. Bir baska caligmada ise miR-152 ve miR-338’lin pek c¢ok ndroblastom
orneginde ve noroblastom hiicre hatlarinda, adrenal bezlere kiyasla over-eksprese oldugu,
miR-200b’nin ise hafif bir sekilde down-regiile oldugu saptanmistir (109). Swarbrick ve ark.
miR-380-5p’nin primer ndroblastom Orneklerinde insan beynine kiyasla over-eksprese
oldugunu ancak bu ekspresyonun bireyin yas1 veya tiimor evresi ile iliskili olmadigini
saptamislardir. Aymi calismada embriyonik kok hiicre ve ndéroblastom hiicrelerinde endojen
miR-380-5p inhibisyonunun p53 indiiksiyonuna neden oldugu gosterilmistir (110).

Bu calismalara ek olarak ndroblastom differansiyasyonunu ve miRNA’lar arasindaki
etkilesimi gostermek adina da bazi ¢aligmalar yapilmistir. Noral krest hiicrelerinin kontrolsiiz
proliferasyonu ve differansiyasyonun bozulmasi ndroblastom gelisimi i¢in sebep olarak
goriilmektedir (111). Pek cok miRNA’nin ndroblastom farklilanmasinda gorevli oldugu
gosterilmistir. Bunlara 6rnek olarak; miR-7, miR-17-92, miR-18a, miR-10a, miR-10b, miR-
34a, miR-340, miR-124, miR-214, miR-338 ve miR-125b sayilabilir (111). Bizim yapmis
oldugumuz bu c¢alismada p<0.05 alindiginda iigiincii analizde yani iyi histoloji ile kotii
histolojinin kiyaslamasiin yapildig1 gruplar arasinda farkli ekspresyon gosteren 35 miRNA

arasindan bir tanesinin de miR-10a’nin ekspresyon farklilig1 oldugu saptanmistir. Dordiincii
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analizde ise yani ndroblastom ve ganglindrom kiyaslamasinin yapildigi gruplar arasinda
p<0.05 iken farkli ekspresyon gosteren 20 miRNA arasindan bir tanesinin de miR-338 nin
ekspresyonu oldugu saptanmustir.

Calismamizla ilgili genel bir degerlendirme yapildiginda, klinik veriler ile ekspresyonu
yiiksek mikroRNA’lar karsilagtirildiginda miRNA ekspresyon farkliliginin en ¢ok gozlendigi
miRNA’lar; miR-132-5p ve miR-490-3p oldu. Her iki miRNA’nin da yiiksek risk grubunda
down regiile oldugu saptandi. Ozellikle miR-132-5p’in MYCN pozitifliginde de down regiile
oldugu gozlendi. Buna karsin ise iyi differansiye grupta artmis oldugu goriildii. Hedef gen
analizine (TarBase v7.0) (Tablo 25) bakildiginda miR-132-5p’nin antiapoptotik genlerden biri
olan bcl-2’yi de hedefledigi saptandi. MYCN pozitifliginde bu miRNA’nin diisiik olmasinin
bcl-2 ekspresyonunu arttirdigl ve tlimoriin apoptozunu Onleyerek tiimorii biiyiitebilecegini
diistindiik. Ayn1 sekilde miR-490-3p’nin de iyi differansiye grupta artig gosterdigi ve bununla
birlikte iyi histoloji grupta, diisiik riskli grupta ve 0-17 ay arasi yas araligindaki grupta artig
oldugu saptandi. Hedef gen analizinde miR-490-3p’nin hiicre siklusunda antiapoptotik ve bir
protoonkogen olan Jun’u hedefledigini gordiik. Analizlerde en fazla ekspresyonu gozlenen
miRNA’lardan biri olan miR-425-3p’nin de iyi differansiye ve kemoterapi sonrasi gruplarda
artmis oldugunu saptadik. Bu miRNA histonlarin modifikasyonunu diizenleyen genlerden ve
histon H4’1i proteinini kodlayan HIST1H4E’y1 hedefleyip epigenetik diizenlemelerde etkili
olmaktadir. Calismamizda farkli eksprese olan miRNA’lardan miR-34a-5p, let-7d, miR-30d,
miR-30e, miR-98-5p ve miR-744-5p’nin de MYCN’i hedef aldig1 belirlendi. Literatiire
baktigimizda da MYCN ile negatif korrelasyon bildirilen bu miRNA’lardan miR-34a
kemoterapi sonrasi artmis, let-7d ise kemoterapi sonrasi azalmistir. miR-30d ve miR-30e’nin
noroblastom grubuna kiyasla gangliyonérom gurubunda artmis oldugu goriildii. MYCN dabhil
cok sayida geni etkileyen miR-744-5p ise iyi differansiye ve diisiik riskli gruplarda artmis
olarak saptandi. miR-98-5p ise validasyon amacl ve yeni vakalarin incelenmesi amaciyla
yapilan es zamanli PZR incelemelerinde en fazla kat degisikligine sebep olan miRNA oldu.
Bununla birlikte miR-98-5p kotii histolojiye ait dokularin bir bdliimiinde artmis iken bir
boliim dokuda azalmig olarak saptandi. Literatiirle uyumlu olarak MYCN’i hedefleyen
miRNA’larin ¢cogunlukla MYCN ile negatif korelasyon i¢inde olduklarini gézlemledik.

Genel olarak bakildig1 zaman, bu calismamizda, yapilan her bir analiz i¢in gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli olan pek ¢ok miRNA ekspresyon farkliligi gozlendi. Bu farkh

ekspresyon profillerinin her biri yukarida da deginildigi gibi farkli mekanizmalar tarafindan
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diizenleniyor olabilir. Kiyaslandigi gruba gore farkli ekspresyon gosteren bu miRNA’lar o
tipteki timor icin veya o evre i¢in tanimlayici birer biyobelirteg olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptirler.

Calismanin devaminda tiim analizler (I-V. analiz) i¢in yapilan Gene Ontology (GO)
analizlerinin sonuglari, gruplar arasinda farkli ekspresyon gosteren miRNA’larin ne kadar
onemli hiicresel islevlerde rol aldigmin bir kanitidir. Bunlar arasinda; gelisimsel olaylarin
diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, transkripsiyon, hiicre siklusu, embriyolojik gelisim,
apoptoz ve ndrogenez gibi biyolojik olaylar ve protein dimerizasyon aktivitesi protein
baglanma, ¢ift zincirli DNA baglama ve serin-treonin kinaz gibi molekiiler fonksiyonlar
bulunmaktadir. Tiim bu sonuglar miRNA’larin hiicre i¢i ve hiicre dist ne kadar 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugunun bir gostergesidir. KEGG yolak analizlerinde farkli eksprese
olan miRNA’larin olusturdugu en yiiksek skorlar kanser yolagma aittir. Bununla birlikte
kemoterapi oncesi ve sonrasi analizinde hiicre siklusu yolagi da en yiiksek skoru almstir.

miRNA’larin ekspresyonu dinamiktir. Yani pek ¢cok miRNA erken evre timor gelisimi
sirasinda yeniden diizenlenmektedir ve kanserin ilerleme periyodunda zamanla up-regiile
veya down-regiile olmaktadir (112, 113). miRNA ekspresyon profillemesi, sinir sisteminin
embriyonel ve farklilasmis olan dokularinin karakterizasyonu icin (114), kanser hiicrelerini
normal dokulardan ayirt etmek i¢in (115) ve evreleme islemleri icin ayirt edici olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica, artmis hastalik riski tasiyan bireylerin tanimlanmasi i¢in de
miRNA’larin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (116).

miRNA’larin kanser gelisimi ve ilerlemesindeki etkili rollerinin ortaya ¢ikmasi sonucunda,
klinik uygulamalarda kullanimlar1 ve yeni birer biyobelirte¢ olarak degerlendirilme
adayliklar1 s6z konusudur. Tim bu nedenlerden dolayr miRNA’lar tiimérogenez
mekanizmalariin arastirilmasi i¢in yeni bir arastirma alam1 olusturmaktadir.  Yapilan
caligmalar ve bu tez, miRNA temelli stratejilerin néroblastom tani, prognoz ve tedavi amach
olarak potansiyel kullanimlarin1 giindeme getirmektedir. Bu durum miRNA’larin antikanser
terapileri i¢in yeni hedefler olmasina yol agmaktadir. Mirna Therapeutics firmasinin Haziran
2014 yilinda baslattigr faz I klinik calismada primer karaciger kanseri, solid tiimorler ve
hematopoetik tiimorlerin tedavisinde miRNA-34 (mRX-34)’nin lipozomal enjeksiyon ile

kullanimi bunun en giizel 6rnegidir (117).
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6. SONUC VE ONERILER

Noroblastom c¢ogu zaman tam kiirlin elde edilemedigi ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesini gerektiren bir ¢ocukluk cagi tiimoriidiir. Kisiye 6zel, hedefe yonelik tedaviler
ve epigenetik tedaviler kanser tedavi stratejilerini degistirmistir. Spontan regresyondan
metastaza kadar genis bir prognostik yelpazeye sahip ndroblastom hastalarinda tedaviyi ve
prognozu iyilestirmek i¢in mikroRNA profilleri ile birlikte hedef gen analiz caligmalar
arttirtlmali ve her ikisi birlikte (miRNA ve mRNA) degerlendirilmelidir. Bu tedavilere 151k
tutmast bakimindan ¢alismamizda klinik, histolojik derece, differansiyasyon ve tedavi
durumlar1 agisindan farkli olan noroblastom hasta dokularinda mikroRNA ekspresyon
profilleri ortaya konulmustur.

Calismamizda klinik veriler ile mikroRNA’lar karsilastirildiginda en belirgin farklilik miR-
132 ve miR-490° de goriildi. Yiiksek riskli ve diislik riskli yeni hastalarin tiimor dokulariu
arasinda en ¢ok kat degisimi de miR-98-5p’ de belirlendi. Farkli eksprese olan miRNA’lar
icin yapilan yolak analizinde de bu miRNA’larin en ¢ok olarak kanser yolagini hedefledikleri
saptandi.

Calismadaki biitce kisitliligi 6rnek sayisini sinirlandirmamiza neden olmustur. Bu sebeple
ileride yapilacak calismalarda 6rneklem gruplar1 genisletilmeli ve ayn1 zamanda sonuglarin
benzerligi ve tekrarlanabilirligi gosterilmelidir. Genis hasta sayilar1 ile yapilan analizlerin
sonrasinda benzer sekilde farkli eksprese olan miRNA’lar biyobelirte¢ agisindan
degerlendirilebilir. Yine ¢alismamizda klinik verilerin (cinsiyet, yas, tani, molekiiler belirtec,
risk smifi gibi) analizinde daha yiliksek hassasiyette (p<0.01) farkli eksprese olan
miRNA’larin karsilastiriimas: yapilmistir. ileride planlanacak calismalarda biitce miktari
arttirilarak mikroarray profilleme ile bu veriler de karsilastirilabilir.

Bununla birlikte farkli eksprese olan miRNA’lara ait antagomir veya miRNA mimikler ile
once hayvan calismalar1 sonrasinda da faz 1-3 hasta caligmalar1 ile yeni tedavi stratejileri
geligtirilebilir. Bu nedenle bu konu acisindan ¢alismamiz bir 6n c¢alisma olarak
degerlendirilebilir. Elde ettigimiz sonuglar O6zellikle prognoz ve tedavideki biyobelirteg
caligmalarina ve bu alandaki literatiire 6nemli bir katk: saglayabilir.

Ayrica hastalarin kan 6rnekleri ile karsilastirma yapilamadigindan ileriki ¢aligmalarda doku
diizeyleri ile birlikte hastalara ait kan Orneklerinde de miRNA mikroarrayleri yapilarak

prognostik ve tanisal belirte¢ degerlendirmeleri ve hedefleri giiclendirilebilir.
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Prof.Dr. Nur OLGUN’un ybneticisi oldugu, laboratuar sorumlulugunu Anabilim

Dalimiz Ogretim Uyesi Prof. Dr. Safiye AKTAS in gergeklestirecegi, ‘‘Noroblastom Mikro

RNA fliskisi> isimli aragtirmanin Laboratuar Caligmalarinin Temel Onkoloji Anabilim Dah
laboratuarlarinda uygulanmasi uygun bulunmustur.

Temel Onkoloji ADBSk.

Mithatpaga Caddesi No:1606 Inciralt: 35340 Izmir Ayrintih bilgi igin
Tel: 0(232) 412 8201 Fax: 0(232) 278 9495
e-posta: temelonkoloji@deu.edu.tr

Gillperi CANKAYA

Tel.: 412 8201 @M!(
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UZMANLIK ALANLARI
Uzmanhk Alanlar
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DiIGER AKADEMIK FAALIYETLER
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Damismanlik Sayisi
Son Bir Yilda Projeler icin Yapilan Damismanlik Sayisi 7
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