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Noroblastom Olgularinda Edinsel PHOX2B Mutasyonlarinin Saptanmasi ve
Timor Davranisi ile Birlikteliginin Arastirilmasi

Hasan Onur CAGLAR

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Noroblastom (NB) genellikle sporadik olarak ortaya ¢ikan yaygm bir ¢ocukluk cagi
timoriidir. Klinik yonden son derece heterojen oOzellikler gosteren bu tiimorlerde bir dizi
edinsel genetik degisiklikler tanimlanmistir. Giinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarda NB
patogenezinde rol oynadigi bilinen tek gen MYCN onkogenidir. Sempatik sinir sisteminin
gelisiminde rol oynayan genlerden biri olan homeobox transkripsiyon faktérii PHOX2B dir.
Konjenital Santral Hipoventilasyon Sendromu (CCHS) etkenlerinden birinin PHOX2B geni
mutasyonu oldugu saptanmistir. PHOX2B mutasyonu tasiyan CCHS tanili kisilerde NB
olusumunun goézlenmesi, PHOX2B geninde meydana gelen mutasyon ya da mutasyonlarin
NB olusumunda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda, edinsel PHOX2B
mutasyonlarmin saptanmasi bununla birlikte tiimor davramisi ile PHOX2B mutasyonlari
arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmistir. PHOX2B geninin tiim ekzonlarmin dizi
analizi 114 NB, 7 gangliondroblastom ve 7 gangliondrom tiimor Orneginde yapilmistir.
Mutasyon analizi sonrasinda bir NB olgusunda daha Once saptanmayan ve amino asit
degisimine neden olan ¢.96G>A (D32N) niikleotid degisimi tanimlanmistir. Ayrica, 3
numarali ekzonda polialanin kodlayan dizide 18 (c.1101 1118het-dell18) ve 39 niikleotidlik
(c.1098 1136het-del39) delesyonlar NB ve gangliondrom olgularinda saptanmustir. Iki farkli
tek niikleotid degisimi (c.552C>T, ¢.762A>C) 5 farkli NB tiim6r 6rneginde gozlenmistir.
PHOX2B mutasyonlar1 NB olgularinda nadir bir sekilde ve histolojik olarak olgun timor
fenotipinde gozlenmektedir. Saptanan mutasyonlarm anlamli prognostik etkisi yoktur.
Polialanin bolgesinde meydana gelen delesyonlar PHOX2B proteinin ii¢ boyutlu yapisinda

degisime neden olarak fonksiyonu etkilemesi sonucu NB olusabilir.

Anahtar kelimeler: Noroblastom, PHOX2B, Somatik Mutasyon



Detection of Sporadic PHOX2B Gene Mutations and Association of Tumor

Behavior in Neuroblastomas

ABSTRACT

Neuroblastoma (NB) which typically occurs spontaneous is the most common
childhood tumors. These tumors shows heterogeneous clinical signature and some genetic
variations are identified in these tumors. Only MYCN gene with a causative role in
neuroblastoma pathogenesis has been identified. The Phox2B homeobox transcription factor
functions in the differentiation of the sympatho-adrenal lineage. Ondine’s Curse (CCHS) was
recently found to result from PHOX2B mutations and two such patients in addition developed
neuroblastoma. However we think that PHOX2B mutation or mutations lead to occur NB
tumors. Our study aims to detect sporadic PHOX2B gene mutation at neuroblastoma tumor
and other neuroblastic tumors. DNA sequence analyses of all PHOX2B exons were performed
in 114 NB, 7 ganglioneuroblastoma, and 7 ganglioneuroma tumor samples. Mutation analyses
revealed a novel mutation of ¢.96G>A (D32N) in exon 1 in a NB case. In addition,
c.1101_1118het-dell8 and c¢.1098 1136het-del39 deletions in exon 3, encodes polyalanine
tract, were detected in NB and ganglioneuroma cases, respectively. Both of these deletions are
previously undefined in terms of its size and reading frame. Two different SNP’s (¢.552C>T,
c.762A>C) were present in five NB samples. PHOX2B mutations are rare in NB’s and can be
observed in fully differentiated histologic subtypes. Presence of PHOX2B mutation in tumor
with maturation suggests that it is prognostically insignificant. Since deletion of polyalanine
tract changes the three dimensional structure of PHOX2B and thus affects its function, its

inactivating mutations may contribute to NB development.

Keywords: Neuroblastoma, PHOX2B, somatic mutations



1. GIRIS VE AMAC

Noral krest hiicrelerinden kdken alan noroblastom (NB) genellikle sporadik olarak
ortaya ¢ikan ekstra-kranial bir pediatrik tiimoriidiir. NB ¢esitli klinik ve biyolojik 6zellikler
gosteren, cok sayida bilinmeyeni olan bir tiimdrdiir. Klinik yonden son derece heterojen
ozellikler gosteren bu tiimorlerde bir dizi edinsel genetik degisiklik tanimlanmistir ve
bunlardan bazilarinin, tedavi yanit1 da dahil tiimoér davranisiyla iliskili oldugu bilinmektedir.
Bu tiimoérler, apoptoz ya da farklilagsma siirecinin etkinlesmesine bagli olarak kendiliginden
gerileyebildigi gibi; oldukca diisikk sagaltim basarisi olan olgularda son derece malign
davranis da sergileyebilir. Konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik c¢alismalar, néroblastom
klinik fenotipi ile birliktelik gosteren genomik dengesizlikleri ve kromozom anomalilerini
ortaya c¢ikartmistir. Bu anomalilerden 1p delesyonu, 11q delesyonu, 14q delesyonu ve 17q
kazanimmi tiimor prognozu ile iliskilendirilmistir. Belirlenen bu kromozomal anomaliler NB
tiimorlerinde tek basina bagimsiz prognostik etki gosterebildikleri gibi, birliktede prognoza
etki edebilmektedir. Ayrica tanimlanmis 2q, 3p, 4p, 9p, 16p ve 19q delesyonlar1 gibi
kromozomal anomaliler timor prognozu ile iliskilendirilememistir. MYCN geni disinda diger
tiimorlerde tanimlanan higbir proto-onkogenin ya da tiimor siipresor genin NB’de degisimi
tanimlanamamistir. NB’de rekiiran olarak goézlenen kromozomal delesyon bdlgelerinde timor
stipresor genlerin bulunabilecegi ongoriilmiistiir. Ancak, rekiiran delesyon bolgelerinde ikili
vurus (“double hit”) modeli ile uyumlu bir gen saptanmamistir. Tiimoérde meydana gelen
kromozomal anomalilerin yani sira tiimoriin kromozom seti sayis1 da prognozu etkileyen
onemli bir faktordiir. Bazi NB olgularinda tanimlanmis bir evrede tiimoriin triploid kromozom
setine sahip olmas1 olgu icin diisiik risk olusturur iken ayni evrede olan bagka bir tiimoriin
diploide yaki veya tetraploid kromozom seti sayisina sahip olmasi yasa bagl olarak yiiksek

risk olusturabilmektedir.

Sempatik sinir sisteminin geligimi siirecinde farklilagsmada rol oynayan genlerden biri
homeobox transkripsiyon faktorii olan PHOX2B genidir. Phox2B transkripsiyon faktorii noral
krest hiicrelerinden adrenal medullada kromafin hiicrelerinin farklilagsmasinda rol
oynamaktadir. Farklilagma siireci icersinde PHOX2B geni (nor)adrenalin sentez yolaginda
gorev alan genlerin aktivasyonunu saglar ve bu genler “Dopamin Beta Hidroksilaz” sentezini

gerceklestirir.



Bu sentez yolaginin normal bir sekilde calismasi noral krest hiicrelerinin adrenal
medullada kromafin hiicrelerine bununla birlikte sempatik sinir sisteminde adrejenik fenotipe
sahip noron hiicrelerine farklilagsmasini saglamaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda
“Konjenital Santral Hipoventilasyon Sendromu” (CCHS) etkenlerinden birinin PHOX2B geni
mutasyonu oldugu ve PHOX2B mutasyonu tagiyan CCHS tanili kisilerde NB olusumu
gozlenmesi PHOX2B geninde meydana gelen mutasyon ya da mutasyonlarin NB olusumunda
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ilerleyen yillarda yapilan ¢ahsmalar ile gerek kalitsal

gerekse sporadik NB olgularinda PHOX2B geninin mutasyona ugradig bilinmektedir.

H1: PHOX2B genindeki olas1 sporadik mutasyonlarin saptanarak NB olgularinda nasil

bir rol oynadigi ¢alismanin baslica amaglarindan biridir.

H2: Gelisim siireci boyunca PHOX2B geni hiicre poliferasyonunu hem baskilayabilen
hem de arttirabilen sinyal yolaklar1 ile iliskili oldugu i¢in tiimér olusumunda nasil bir rol
oynadig1 bilinmemektedir. Tiimor olusumu siirecinde rol oynayan genlerin bir alelinde
meydana gelen mutasyon ile birlikte diger alelin delesyon veya baska bir mutasyon ile inaktif
hale gelmesi sonucunda genler tiimor siipresor olarak etki gostermektedir. Bununla birlikte
yalnizca bir allelde meydana gelen mutasyon gen iiriiniinde haploid yetersizlige (fonksiyonel
protein miktarmin yeterli olmamasi), dominant negatif etkiye ya da s6z konusu mutasyonun
etkisi ile olusan proteinin yeni bir fonksiyon kazanmasi (gain of function) gibi farkl
sekillerde etki mekanizmalar1 bilinmektedir. Genin tek allelinde meydana gelen
mutasyonlar olusturabilecegi bu etkiler genin tiimér olusumunda onkogen olarak
davranabilecegini 6n gormektedir. Bu tez kapsaminda nicel PCR (QPCR) ile PHOX2B gen
kopya sayis1 saptanarak olas1 mutasyonlar ve gozlenebilecek gen kopya sayis1 degisimi ile NB
olusumunda nasil bir etki mekanizmasinin (timor siipresdor veya onkogen) oldugunun

saptanmas1 hedeflenmistir.

H3: Sporadik NB olgularinda tiimoér davranisit ile olast PHOX2B mutasyonlari
arasinda ne tiir bir iliski oldugu ise olgu verileri ile yapilacak olan degerlendirme sonucu

ortaya konulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Noroblastom ve Genetik Parametreler

Noroblastom (NB), sempatik sinir sistemine ve adrejenik hiicre tipine farklilasan noral
krest hiicrelerinden kdken alan bir tiimordiir. Bu nedenle sempatik sinir sisteminin gelisim
gosterecegi herhangi bir yerde olusum gosterebilmektedir. Primer olarak ortaya ¢ikan
tiimorlerin yaklasik % 65't abdominal bdlgede meydana gelir iken bunlarm yaris1 adrenal
medullada gozlenmektedir. Primer tiimorlerin gozlendigi diger anatomik yerlesimler
cogunlukla boyun, goglis ve pelvis bolgesidir (1). NB ¢esitli klinik ve biyolojik 6zellikler
gosteren, cok sayida bilinmeyeni olan bir timordiir. Klinik yonden son derece heterojen
ozellikler gosteren bu tiimorlerde bir dizi edinsel genetik degisiklik tanimlanmistir ve
bunlardan bazilarinin, tedavi yanit1 da dahil tiim6r davranisiyla iligkili oldugu bilinmektedir
(2). Bu tiimorler, apoptoz ya da farklilasma siirecinin etkinlesmesine bagh olarak
kendiliginden gerileyebildigi gibi; oldukca diisiik sagaltim basarisi olan olgularda son derece

malign davranis da sergileyebilmektedir (3).

Konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik ¢alismalar, NB klinik fenotipi ile birliktelik
gosteren genomik dengesizlikleri ve kromozom anomalilerini ortaya ¢ikartmustir (4). NB’de
saptanan ilk tutarli kromozomal degisim 1 numarali kromozomun kisa kolunun delesyonu
olarak tanimlanmistir (5). Timor biyolojisine yonelik olarak yapilan caligmalarda NB
olgularmin yaklasik % 35'inde degisken boyutlu olarak 1p delesyonu meydana geldigi tespit
edilmistir (6-8) . Bir numarali kromozomda farkli boyutlarda meydana gelen delesyonlarda en
kiigiik yitim bolgesinin ise 1p36 bandi oldugu bildirilmistir (8-11). Bunula birlikte 1p
delesyonu NB tiimorlerinde tek basina kotii prognozla iligkili olmadig1 gibi delesyon ileri
prognoza MYCN geni amplifikasyonu ve diger genetik parametreler ile birlikte etki etmektedir
(12, 13).

NB olgularinda gozlenen bir diger kromozomal anomali ise olgularinn yaklasik %
41'inde gozlenen 11q delesyonudur (14). Dengesiz translokasyon sonucu meydana gelen 11q
bolgesi kaybi ise olgularda % 22 oraninda gézlenmektedir (14). 11 numarali kromozomun
tiimiinlin kayb1 prognozu etkilememektedir ancak dengesiz bir translokasyon sonucu meydana

gelen 11q delesyonu tek basina kotii prognoza neden olabilmektedir (14, 15).



MYCN geni amplifikasyonu goézlenmeyen ileri evre NB olgularinin % 50'sinden
fazlasinda 11q delesyonunun varlig1 bildirilmistir (16). Florosan in situ hibridizasyon (FISH)
ve karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) gibi yontemlerin uygulandigi ¢alismalarda
Ip delesyonu ve 11q delesyonu disinda NB prognozuna etki eden diger kromozomal
anomalilerin varlig1 bildirilmis ve 17q bolgesinde gozlenen kazanimin agresif tiimdr prognozu
ile iligkili oldugu vurgulanmistir (17). 17q artisinin ya da 17 numarali kromozomun tiim
kazancmin primer tiimorler igersinde diger kromozomal anomalilere gore daha fazla
gozlendigine dikkat ¢ekilmistir (18). Ozellikle 17q kolunda meydana gelen kazinim tek basina
kotli prognozun olusumunda ekili oldugu gosterilmistir (19). Bu bolge survivin geninide
icersine alan 17q21- qter'e kadar uzanmaktadir (17). NB’de tanimlanmis ve rekiiran olarak
gozlenen kromozomal delesyon bolgelerinde tiimdr siipresor genlerin bulunabilecegi
ongoriilmiistiir. Ancak, su ana kadar yapilan caligmalarda rekiiran delesyon bolgelerinde ikili

vurus (“double hit”’) modeli ile uyumlu hi¢ bir gen saptanmamuistir.

NB’de MYCN geni disinda diger tiimorlerde tanimlanan higbir proto-onkogenin ya da
timor siipresor genin rolii tanimlanamamistir. MYCN gen liriinii olan MYCN kisa yar1 6mre
sahip niiklear fosfoproteindir (20). MYCN proteini N-terminal transaktivasyon domaini (Myc
box) ve C-terminal bolgesinde helix-loop-helix/leucine zipper (bHLH-LZ) motifi
bulundurmaktadir (20). MYCN gen {irtiniiniin aktif olarak transkripsiyonda gorev alabilmesi
icin Max proteini ile dimerize olmasi gerekmektedir (21). NB olgularinda gozlenen
amplifikasyona baglh olarak meydana gelen NMYC proteinindeki artis Max ile heterodimer
olusturmasina boylece hiicre dongiisii icersinde boliinmeyi saglayan genlerin ifadesindeki
artiga neden olmaktadir (21). MYCN geni amplifikasyonu NB tiimorlerinde yaklasik %25-30
oraninda gozlenir iken ileri evre olgularin % 50'sinde gozlenebilmektedir (22). MYCN geni
amplifikasyonunun gozlendigi olgular klinik olarak kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (23).
Tirozin hidroksilaz (TH) promotoriiniin MYCN geni ifadesini diizenledigi transgenik fare
modeli (TH-MYCN) ile yapilan bir calismada MYCN geni ile PHOX2B geni arasindaki
iligkinin NB tiimo6r olusumunda rol oynadigini gostermistir (24). Sempatik sinir sisteminde
TH ifadesinin gozlendigi adrejenik fenotipe sahip hiicrelerde MYCN geni ifadesine bagl
olarak tiimor olusumu gézlenmistir (24). Olusturulan deney modelinde NB olusumu erken
postnatal gangliada hiperplastik lezyon olarak gozlenmekle birlikte ilerleyen evrede olusan

primer tiimdriin PHOX2B" hiicrelerden kdken aldig1 belirlenmistir (24).
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Sekil 1: MYCN ifadesinin indiiklenmesi sonucunda NB tiimoér olusumunun
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basitlestirilmis sematize diagrami (Alam G, Cui H, Shi H et al. MYCN promotes the
expansion of Phox2B-positive neuronal progenitors to drive neuroblastoma development. Am

J Pathol 2009: 175: 856-866)

SK-N-DZ, BE(2)-C ve SK-N-AS gibi NB kokenli hiicre hatlarindan olustrulan
“xenograft” tliimor orneklerinde ise PHOX2B gen ifadesinin MYCN geni amplifikasyonundan
bagimsiz olarak ortak bir ozellik seklinde kendini gostermektedir (24). Adrejenik fenotipe
bagh olarak gerceklesen MYCN geni ifadesinin PHOX2B" onciil noronal hiicrelerde tiimor

olusumunu tetiklemesi oldukga ilgingtir.

NB prognozuna ve olusumuna etkisi oldugu belirlenen kromozomal anomaliler ve
MYCN geni amplifikasyonuna ek olarak prognoz ile iliskilendirilemeyen 2q, 3p, 4p, 9p ve 19q
delesyonlar1 gibi farkli kromozomal anomalilerde saptanmistir (25-28). Dort numarali
kromozomun kisa kolu {izerinde meydana gelen delesyon NB olgularinda %20-29 oraninda
gozlenmekle birlikte delesyon varligmin timdr prognozuna olan etkisi tam olarak
anlagilamamistir (29). Delesyonda gozlenen en kiiciik yitim bolgesi (SRO) ise pl6 bandi
olarak belirlenmistir (26). Sporadik olgularda gozlenen 4p delesyonunun kalitimsal olarak
aktarildig1 bildirilmis ve p16 bolgesinde yer alan genlerin NB olgularinda timor stipresor

olarak davranabilecegi 6n goriilmiistiir (26, 29).



de Pontual ve ark.’nin 13 NB hiicre hatt1 ve 45 primer tiimor 6rnegi lizerinde yapmis
olduklar1 g¢alismada PHOX2B gen ifade farkliliginin promotor bolgedeki metilasyon
oriintiistideki degisim ve allel kaybina bagli olarak meydana geldigi bildirilmistir (30). Hiicre
hattt ve primer tiimorlerin tamaminda % 10 oraninda gozlenen PHOX2B gen allel kayb1 ve
saptanan mutasyonlar ikili vurus hipotezi ile iligkilendirilememistir (30). 34 NB olgusunu
kapsayan bagka bir ¢alismada her iki adrenal medullada bilateral NB tiimor olusumu gozlenen
ve PHOX2B geninde ¢.28A>G mutasyonu (N10S) saptanan olguda, genin diger allelinde
kayip oldugu bildirilmistir (31). Saptanan mutasyonun anneden aktarilmasi ile birlikte diger
allelinin kayb1, NB olusumunda PHOX2B geninin tiim0r slipresor olarak davranabilecegini 6n

gormiistiir (31).

2.2 Bir Gen Olarak PHOX2B

PHOX2B geni Homo sapiens’de 4pl12 bolgesinde yerlesim gostermektedir. Bu gen
314 amino asitlik ve filogenik olarak birbirlerinden uzak tiirler arasinda korunmus
homeodomeini igeren bir transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir (http://www.ncbi
.nlm.nih.gov/gene/8929). Homoedomain yapis1 transkripsiyon faktoriiniin 6zgiil olarak DNA
dizisine baglanmasini gerceklestirmektedir (32). “Homeodomanin” baglandigi DNA
dizilerinin bir ¢cogu 5°TAAT’3 dizi motifini bulundurmaktadir (33). PHOX2B transkripsiyon
faktorii okaryotlarda kendi gen ifadesini promotdr bdolgesine baglanarak kendi
diizenleyebilmektedir (34). PHOX2B gen ifadesinin kendisi tarafindan diizenlenebilmesi i¢in
niiklear konsantrasyon diizeyinin énemli oldugu vurgulanmistir (34). PHOX2B gen iirlinlinde
“homeodomeine” ek olarak 9 ve 20 amino asitlik olmak {iizere iki adet polialanin kodlayan

bolge bulunmaktadir (http://www.ncbi .nlm.nih.gov/gene/8929).
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Sekil 2: PHOX2B geninin dordiincii kromozom tizerindeki lokalizasyonu (http://www.ncbi

.nlm.nih.gov/gene/8929)



Adrenal medulladaki kromafin hiicreleri ayrica sempatik sinir sisteminde bulunan
ganglia ve nOron hiicreleri noral krestten koken alan sempato-adrenal oOnciiller trafindan
meydana gelmektedir (35-37). (Nor)Adrenalin sentezi ve ndérogenezde MASHI/PHOX2A
/PHOX2B genleri temeli olusturur iken PHOX2B, SOX10 ve dorsal aorta boyunca sentezlenen
BMP4 geninin kontroliinde gecici bir sekilde sentezlenir (38). PHOX2B geninin homologu
olan PHOX2A ve PHOX2B gen fiiriinleri homeodomein bakimindan es olmalarmna karsin

proteinler N-terminal ve C-terminal bdlgeleri bakimindan farklilik gostermektedir.

Promotor dizisi lizerinde yapilan calismalarda PHOX2A4 geninin dopamin beta-
hidroksilaz sentezinde transkripsiyon faktorii olarak gorev aldigini gostermistir (39).
PHOX2A4 promotor bolgesinde yapilan calismalar ile PHOX2B nin PHOX2A gen ifadesini
uyardig1 bilinmektedir (40). MASHI gen ifadesine bagli olarak PHOX2A ve MASHI gen
ifadesinden bagimsiz olarak ifade edilen PHOX2B geni periferik sinir sisteminde (nor)
adrejenik ndron hiicrelerinin olusumunda onemli bir role sahiptir (38, 41). "Knock out"
calismalarda PHOX2B geninin homozigot yoklugu enterik, sempatik ve parasempatik ganglia
olusumunda defektlere neden olmustur (42-44). “Catecholamines” metabolizmasi i¢in gerekli
olan bu iki enzimin sentezlenmesini PHOX2B direkt veya indirekt olarak indiiklemektedir

(45).

Sekil 3: PHOX2B proteininin ii¢ boyutlu homeodomain modeli (EMBI swiss-prot database)
(46-48)



Noral krest diizenleme agi ile birlikte gé¢ eden hiiclerin sempatik sinir sistemi, enterik
ganglia ve merkezi sinir sisteminde yer alan néron hiiclerine farklilasmasinda PHOX2B geni
diger genler ile birlikte rol oynamaktadir (49-53). Hiicre poliferasyonu ve farklilagmasinda rol
oynayan RET geni enterik ganglia olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (54, 55). RET
geni promotdrii iizerinde yapilan bir c¢alismada genin PHOX2B tarafindan ifadesinin
gerceklestigi bulunmustur (56). Bununla birlikte enterik ganglia olusumunda rol oynadigi
belirlenen NKX2.1 geninin PHOX2B ile birlikte RET gen ifadesini onemli Olciide arttirdig:
saptanmistir (56). Fare embriyosunda 9.5 ile 13.5 glinler arasinda gegici olarak ifade edilen
TLX2 geninin noral krestten koken almis dorsal root ganglia, kranial sinir ganglia, sempatik
ve enterik gangliada ifade edildigi bilinmektedir (57). Bununla birlikte 7.X2 geninin farede

enterik ndron olusumu i¢in gerekli oldugu fare “knock out” caligmalarinda gdsterilmistir.

TLX2 -/- fenotipine sahip farelerde megaileo-ceco-colon (mega-ICC) gelisimi
gozlendigi ve farelerin postnatal donemde 21 ile 35 giinler arasinda 6ldiigii saptanmistir (58,
59). Sinir sisteminin gelisiminde néronlarm bir kismi apoptoza bagl olarak dlmektedir (60).
Sempatik ve parasempatik sinir sistemini olusturacak ndronlarin bu siirecte hayatta kalimi ise
sinir bliylime faktorlerinin (“Nevre Growth Factor”) uyarimina baghdir (60). 7LX2 gen
ifadesinin oldugu bununla birlikte PHOX2B geninin ifade edildigi IMR32 ve edilmedigi SK-
N-BE noroblastom hiicre hatlarinda 7LX2 geni promotorii lizerinde fonksiyonel ¢aligma
kurgulanmistir (61). 7LX2 gen promotdriinde “homeodomain” baglanma bdlgesinin (HBS)
restriksiyon kesimi ile ¢ikartilmasi ayrica HBS dejenere primerler ile olusturulmus mutant
promotor dizi reporter vektore aktarimistir (61). Bu vektor ile PHOX2B ¢cDNA’smi igeren
ifade vektoriiniin SK-N-BE hiicre hattina ayn1 anda aktarilmasi sonucunda 7.X2 ifadesinin
degismedigi bununla birlikte HBS bolgesinin degistirilmedigi promotdr dizisinde PHOX2B
ifadesinin 7LX2 ifadesini onemli 6lgiide arttirdigi belirlenmistir (61). IMR32 hiicre hattinda
yapilan EMSA yontemi sonucunda elde edilen veri PHOX2B gen firiiniiniin 7TLX2
promotoriine 0zgiil olarak baglandigini gdstermistir (61). Calismada 7LX2 gen ifadesinin

PHOX2B geni tarafindan gerceklestigi belirlenmistir (61).
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Farede neonatal donemde PHOX2B gen ifadesi “area postrema”, III. “oculomotor”,
IV. “trochlear”, VII. “facial”, “vagus” siniri ve miyalensefalik noradrejenik merkezde
gozlenmektedir (44). V. “kranial” sinirde dogumdan sonra PHOX2B gen ifadesi
gozlenmemesine karsin gasturalsyon evresinin orta donemine kadar ifade edildigi

bilinmektedir (44).

Fare embriyosunda yapilan ¢aligmalar periferik sinir sisteminde gastrulasyonunun orta
donemine kadar (E9.5) PHOX2B gen ifadesinin VII., IX. ve X. “kranial ganglianin” distalinde
gerceklestigini ifade etmektedir (44). “Locus coeruleusda” ise PHOX2A ifadesi postnatal
evreye kadar devam etmekte iken PHOX2B ifadesi embriyonik donemde 11.5’inci giinde son
bulmaktadir (44). PHOX2B geni sempatik sinir sistemi, enterik ganglia ve merkezi sinir
sisteminde yer alan ndron hiiclerinin fenotipinin belirlenmesinde noradrenalin sentezinin son
basamaginda rol oynayan dopamin beta hidroksilaz enziminin ifadesini gerceklestirmesi ile

etkili olmaktadir.
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2.3 Adrenal Medullada Noral Krest Hiicrelerinin Kromafin Hiicrelerine Farkhilagsmasi

Adrenal medulladaki kromafin hiicreleri ve sempatik sinir sisteminde bulunan glia ve
noron hiicreleri noral krestten kdken alan sempato-adrenal Onciiller tarafindan meydana
gelmektedir (35-37, 62). Gelisim siirecinde, go¢ hareketi sonunda noral krest hiicreleri dorsal
aorta smirinda toplanmaktadir. Bu bolgede toplanan hiicrelerin dorso-lateral yonelimi ile
parasempatik sinir sistemine ait hiicreler meydana gelmektedir. Dorsal aorta bolgesinden
ventral yone dogru yapilan gbg, hiicrelerin adrenal medulla icersinde lokalize olmasi ile
sonu¢lanmaktadir (63). Lokalize olan hiicreler noronal 6zelliklerini kaybederek tirozin
hidroksilaz ve dopamin beta-hidroksilaz sentezinden sorumlu kromafin hiicrelerine
farklilasarak adrenal medullanin olusumunu saglamaktadir (64). Dorsal aorta smirindan
ventrale dogru go¢ eden noral krest hiicrelerinin adrenal medulla icersinde kromafin hiicre
tipine farklilasmasinda ve adrejenik fenotipin belirlenmesinde belirli transkripsiyon faktorleri
rol oynamaktadir. Ozgiil fenotipin belirlenmesinde PHOX24, PHOX2B ve Drosophila
achaete-scute proteinin memelilerdeki homologu olan MASH] transkripsiyon faktorleri gorev

almaktadir (38, 65, 66).

Mashl1-/- genotipli farelerde yapilan ¢aligmalarda kromafin hiicrelerinin farklilasmasi
meydana gelmemekle birlikte PHOX2A transkripsiyon faktoriiniin ifadesinde 6nemli 6lciide
diisiis meydana gelmistir (67). MASHI gen ifadesinin baskilandig1 caligmalarda bazi noral
krest hiicrelerinin fazla gozlenmemesine karsin kromafin fenotipine doniistiigli gosterilmistir.
Ilerleyen galigmalar kromafin fenotipinin belirlenmesinde PHOX2B transkripsiyon faktdriiniin
MASHI’den bagimsiz olarak bu fenotipi kazandirdig1 ve ilgili sinyal yolaginda birbirinden
bagimsiz iki yolun bulundugunu belirlemistir (68). PHOX2B, kromafin hiicrelerinde
MASHI’den bagimsiz olarak ifade edilebilmektedir ancak MASH]I transkripsiyon faktoriiniin
ifadesi farklilasmamis ve farklilasmis hiicrelerde devam etmektedir. MASH]1-/- genotipine
sahip farelerde kromafin hiicreleri adrenal medullada noroblast tipte bulunmaktadir. Noral
krest hiicrelerinin dopamin beta-hidroksilaz sentezini gergeklestiren kromafin hiicrelerine
farklilasmasinda MASHI, MASHI ve PHOX2B aracilig1 ile sentezi uyarilan PHOX2A4 ve
bagimsiz olarak ifade edilen PHOX2B transkripsiyon faktorleri birlikte rol oynamaktadir (65,
68).
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2.4 PHOX2B Geni ve Noroblastom Uzerine Olan EtKkisi

Noral krest hiicrelerinin nihai farklilasma evresinde gorev alan genlerde meydana
gelen mutasyonlar sempatik sinir sisteminin olusumunda cesitli defektlere neden olmaktadir.
Sempatik sinir sistemi farklilasmasinda meydana gelen bu degisimlerin fenotipe yansimasi
Konjenital Santral Hipoventilasyon sendromu (CCHS) ve Hirschsprung sendromu (HSCR)
gibi patolojik durumlarin olugsmasmna neden olmaktadir (69-71). CCHS olgular1 {lizerinde
yapilan calismalarda PHOX2B geninde ikinci polialanin kodlayan bolgede tekrar dizilerinin
arttig1 (poly-alanin stretch expansion) saptamistir (72). CCHS sendromunda PHOX2B gen
allellerinden birinde olusan bu degisimin otozomal dominant olarak aktarildig1 gozlenmistir.
Bu calismalarda CCHS sendromlu hastalardan ikisinde sendromla birlikte noroblastom
olustugu bildirilmistir. Ancak noroblastom olusumu goézlenen olgularda diger CCHS tanili
olgulardan farkli olarak PHOX2B geninde gozlenen degisim polialanin bdlgesinde dizi arsti
seklinde meydana gelmemistir. Noroblastom gdzlenen olgularda polialanin bolgesi igersinde
yer alan 618. ve 619. niikleotidler arasinda sitozin niikleotidinin insersiyonuna bagl olarak
meydana gelen cerceve kaymasi seklinde bir degisim ayrica diger olguda homoedomain
bolgesi icersinde A463T degisimine bagl olarak protein sentezinin erken sonlanmasinda

neden olan dur kodonu olusumu saptanmaistir (72-74).

CCHS sendromu tastyan kisilerde NB olusumunun goézlenmesi, PHOX2B geninde
meydana gelebilecek olast mutasyon ya da mutasyonlarin noroblastom patogenezinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Ailesel NB olgularinda yapilan ilk ¢aligmada {i¢ aileden
ikisinde PHOX2B genine ait iki farkli mutasyon bulunmustur (75). Birinci ailede
gangliondrom tanis1 almis ve tedavi edilmis babanin sahip oldugu {ii¢ cocuktan birinde
gangliondrom bir digerinde ise NB saptanmistir (75). Mutasyon analizi sonucunda PHOX2B
geninin ikinci ekzonunda meydana gelen G299T degisiminin babadan tiimdér olusumu
gozlenen cocuklara aktarildig: bildirilmistir (75). Ikinci ailede saglikli anne ve babanin CCHS
tanil1 oglunda NB tiimor gelisimi gozlenmekle birlikte olguda saptanan PHOX2B genindeki
C421G degisimi saglikli anneden aktarilmistir (75). Bu ¢alisma ile birlikte PHOX2B gen
mutasyonlarmin kalitsal olarak ortaya ¢ikan NB tiimoérlerinin olusumunda rol oynayan

mekanizma oldugu goriisii savunulmustur (75).
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Mosse ve ark. tarafindan yapilan ve herediter NB olgularini inceleyen calismada bir
ailede kusaklar arasinda, PHOX2B geninde agik okuma cercevesini degistiren 676delG
degisiminin tasindig1 ve en son kusakta NB tiimor olusumu ile birlikte Hirschsprung senromu
ve Norofibromatosis tip I’'in gozlendigi bildirilmistir (76). Bununla birlikte ¢calismaya dahil
olan sekiz aileden hi¢birinde PHOX2B gen mutasyonu saptanamamistir (76). Mosse ve
ark.’lar1 yapmis oldugu c¢alismada PHOX2B geninde meydana gelebilecek degisimlerin
kalitsal NB olgularinda farkli sekilde meydana gelebilecegine ve gdzlenen degisime bagh
olarak farkli patolojik olusumlarin meydana gelebilecegi vurgulanmistir (76). Elde edilen
bulgular sonucunda sekiz ailede herhangi bir PHOX2B gen mutasyonuna rastlanilmamis
olmas1 bu genin kalitimsal olarak NB olusumunda etken oldugu goriisiinii zayiflatmistir (76).
NB tiimorlerinin kalitimsal olarak meydana geldigi li¢ farkl aile lizerinde yapilan bir diger
calismada ise PHOX2B geninde herhangi bir mutasyon saptanmamaistir (77). Ailesel olgularda
yapilan ¢aligmalar PHOX2B gen mutasyonlarinin farkli bigimlerde nadir olarak meydana
geldigini gostermektedir. Ayrica kalitsal NB olgularimin farkli sendromlar ile birlikte
gozlenmesi mutasyonlarin iliskili sendroma neden olarak NB olusumunda etkili olabilecegini
diistindiirmistiir. Ailesel olgularda PHOX2B gen mutasyonlarmin gozlenmesi caligmalari

sporadik NB tiimorleri lizerine yoneltmistir.

Limpt ve ark. tarafindan 22 hiicre hatt1 ve 237 sporadik NB olgular1 iizerinde yapilan
calismada ekzon 2'de bir adet ve ekzon 3'de bes adet mutasyon tanimlanmistir (78). Hiicre
hatlarindan elde edilen verilerde SK-N-SH hiicre hattinda PHOX2B geninin ii¢lincii ekzonu
icersinde yer alan ve polialanin bolgesini kodlayan dizide 20bp’lik bir delesyon saptanmistir
(78). Sporadik olgular iizerinde devam eden c¢alismada bir olguda proteinin homeobox
domaininin hemen disinda 5’ bdlgesinde 8 bp’lik bir delesyon gozlenmistir (78). Bununla
birlikte bes farkli olguda mutasyonlar genin 2. polialanin kodlayan bdlgesinde delesyon (38bp
ve 35bp) ve duplikasyon (13 bp ve 17 bp) seklinde meydana gelmistir (78). Calismada
tanimlanan biitiin mutasyonlar (%2.3) acik okuma cercevesini degistirmekle birlikte mutant
allel ile normal allelin ifade diizeylerinde herhangi bir fark bulunmamaktadir (78). Diger
sendromlar ile iligkili olmayan, dort olgunun kalitimsal olarak aktarildigi 86 NB olgusunda
yapilan bir bagka calismada G590A mutasyonunun kusaklar arasinda aktarildigi bununla
birlikte sporadik olarak ortaya ¢ikan bir olguda ise PHOX2B geninin agik okuma cercevesini
degistiren tek niikleotid delesyonu (600delC) saptanmistir (79).
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Raabe ve ark.’nin herediter olgular, NB hiicre hatlar1 ve sporodik olgular1 kapsayan
calismasinda kalitsal 47 olgudan tigiinde ve 30 hiicre hattindan ikisinde PHOX2B mutasyonu
saptanmis ancak calismada sporadik olgular icersinde herhangi bir mutasyona
rastlanilmamistir (80). PHOX2B gen ifade diizeyi NB’de yiiksek olmakla birlikte olgular
arasinda degiskenlik gostermektedir (81). Klinik acidan agresif davranis gosteren ve tedaviye
yanit vermeyen NB olgularimda PHOX2B gen ifadesinin diisiik diizeyde oldugu saptanmistir
(82). PHOX2B gen ifadesinin NB tiimorlerinde degisik diizeylerde ifade edilmesi promotor
dizideki metilasyon Oriintlisinde meydana gelebilecek degisimlerin etkili olabilecegini
diistindlirmustiir (30). Primer tiimor dokularmin ve hiicre hatlarimda PHOX2B gen promotor
bolgesinin metilasyona ugradigi (%12.9) ve promotdr dizide belirlenen tim CpG
adaciklarinda hiper-metilasyonun varlig1 bildirilmistir (30). Yapilan ¢aligmalar sonucunda
saptanan mutasyonlar ve gen ifade diizeyinde meydana gelen ifade farkliliklarinim DBH
sentezinde defekt olusturmast sonucunda farklilasma siirecinde NB etkeni oldugu

diistiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

KB.SAG.2007.023 numaral1 proje ile elde edilmis ndroblastik tiimor arsivi lizerinde
deneysel arastirma planlanmistir. Arastirmaya yeni olgu grubu dahil edilememis olmakla

birlikte deneyler sadece arsiv 6rnekleri tizerinde yapilmaistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtrma Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali’nda 04.12.2009 - 04.06.2011 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan
desteklenen 2007.KB.SAG.023 numarali proje kapsaminda, histo-patolojik inceleme sonucu
tan1 almis noroblastik tiimor oOrneklerinden (ndroblastom, gangliondroblastom ve
gangliondrom) ilk 128 olgu calismanin evrenini olusturmaktadir. NB olgularinda dizi analizi
sonucunda saptanan degisimler veri tabanmi {izerindeki PHOX2B gen dizisi
(http://ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?g=ENSG00000109132;r=4:41746099-417
50987) ile karsilastirilmistir. QPCR metodunun dogrulanmasi i¢in 2007.KB.SAG.023
numarali proje kapsaminda, histo-patolojik inceleme sonucu tani1 almis bununla birlikte proje
kapsaminda 1p delesyonu ve 17q artis1 tespit edilmis noroblastik tiimor 6rneklerinden ¢aligma
evreni icersinde yer almayan ve yer alan olgular kontrol amacl olarak kullanilmistir. Diploid
kopya sayismin  belirlenmesine  yonelik QPCR  pozitif kontrol ¢aligmasinda
2005.KB.SAG.016 numarali projeden temin edilen ve kopya sayist degisimi olmayan 25
isitme kaybi1 hastasina ait periferik kan materyalinden izole elde edilmis DNA materyali

kullanilmastir.

3.4. Cahsma Materyali

KB.SAG.2007.023 numaralt projeden gerekli onam formu ile izni alinmis 128
noroblastik timor dokusu ¢aligma materyalini olusturmaktadir. 128 noroblastik tlimorden 7'si
gangliondrom, 7'si gangliondroblastom ve 114" ndroblastomdur. Hasta yakinina gerekli bilgi

verildikten sonra tarafimiza ulasan her bir hasta materyali i¢in aydinlatilmis onam formu ile
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izni alinmig timor dokusu 6rnekleri -80 C°’de saklanarak arsivlenmistir. Aydmlatilmis onam

formu ile izni alinmis isitme kayb1 hastalarina ait DNA materyali -20 C°’de saklanmustir.
3.5. Veri Toplama Aracglan
3.5.1 Doku Orneklerinden DNA izolasyonu
Tiimor dokusundan genomik DNA’nm izolasyonu i¢in “High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche, Cat. No: 11 796 828 001) kullanilmistir. Izolasyon isleminin
uygulama basamaklarinda kullanilan tampon ve enzim miktarlar: tiretici firmanm 6ngordigi
sekilde kullanilmastir.
“High Pure PCR Template Preparation Kit” ile genomik DNA izolasyon protokolii
Purifikasyon igslemine baslamadan 6nce eliisyon tamponu 70 C°’de sitilir.
I. 25-50 mg doku parcas: tiimorden steril bistiiri yardimi ile kesilip aliir ve petri

kabr icersine alindiktan sonra kii¢iik parcalara ayrilir.

2. Kiiciik parcalara ayrilan tiimor dokusu 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiipii igersine

aktarilir. Tiip icersine 200 pl “Tissue Lysis” tamponu ve 40 ul proteinaz-K enzimi eklenir.

3. Mikrosantrifiij tiipii 55 C*’de 1 saat inkiibe edilir.

4. Tip igersine 200 pl “Binding” tamponu eklenir ve 70 C”ye ayarlanmis su

banyosunda 10 dk. inkiibasyona birakilir.

5. Inkiibasyondan sonra oda sicakliginda bulunan isopropanol’den 100 pl eklenir.

6. Toplama tiipiiniin igine filtreli tiip yerlestirilir. Isopropanol eklenen érnek filtreli

kisma almarak 8000g’de 1 dk santrifiij edilir.

7. Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine konur.
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8.

Filtreli tiip icersine 500 ul “Inhibitdr Removal” tamponu eklenir ve 8000g’de 1 dk

santriflij yapilir.

10.

1.

12.
yapilir.

13.

C®de inkiibe edilmis eliisyon tamponundan 200 pl eklenir ve 8000g’de 1 dk santrifiij edilir.

14.

3.5.2 Elde Edilen Genomik DNA’min Konsantrasyonunun ve Safiginin saptanmasi

Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine konur.

Filtreli tiip icersine 500 ul “Wash Buffer” eklenir ve 8000g’de 1 dk santrifiij edilir.

Yeni toplama tiipii ile bir 6nceki basamak tekrarlanir.

“Flowthrough” sivis1 uzaklastirildiktan sonra 10 sn. maksimum hizda santrifiij

Filtreli tiip 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline yerlestirilir. Filtreli tiip i¢ersine 70

1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiinde toplanan DNA -20 C* de saklanur.

Timor dokularindan elde edilen genomik DNA o6rneklerinin  konsantrasyonu

spektrofotometre (Thermo, NanoDrop ND1000 ve NanoDrop ND2000) ile ol¢tilmiistiir. Her

bir ornek i¢in ayni seyreltme oraninda ii¢ farkli 6l¢iim yapilmistir. Elde edilen degerlerin

ortalamasi almarak DNA konsantrasyonu belirlenmistir.

Tablo 1: 1-8 numarali olgularin ana stok ve ara stok DNA konsantrasyonlar1

Olgu Ana stok | Ara Stok
Numarasi Abs260 Abs280 Oran (ng/pnl) (ng/ul)
1 21,039 10,87 1,94 1051,95 42,83
2 1,806 0,935 1,93 90,31 37,7
3 10,926 5,826 1,88 546,29 40,35
4 3,076 1,588 1,94 153,79 38,73
5 4,494 2,452 1,83 224,68 37,40
6 3,707 1,941 1,91 185,36 35,65
7 13,393 6,877 1,95 669,67 34,58
8 43,054 22,382 1,92 2152,70 46,43
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Tablo 2: 9-60 numarali olgularin ana stok ve ara stok DNA konsantrasyonlar1

Olgu Ana stok | Ara Stok
Numarasi Abs260 Abs280 Oran (ng/pnl) (ng/ul)
9 14,814 7,642 1,94 740,69 39,53
10 0,761 0,41 1,87 42,70 42,70
11 13,258 6,871 1,93 662,89 50,33
13 30,129 15,411 1,96 | 1506,47 | 46,16
14 18,668 9,559 1,95 933,41 37,54
15 56,053 29,048 1,93 | 2802,68 | 36,61
17 30,627 16,019 1,91 1531,38 | 34,45
18 73,461 45,288 1,62 | 3673,07 | 40,36
20 6,658 3,347 1,99 332,92 38,57
21 20,729 10,597 1,97 | 1036,47 | 34,94
22 39,82 20,946 1,90 | 1990,99 | 34,46
23 43,543 22,517 1,93 | 217712 | 37,96
24 75,811 50,958 1,49 | 3790,54 | 46,46
25 10,97 5,872 1,90 548,47 40,36
26 23,208 12,001 1,93 | 1160,40 | 29,34
27 36,975 19,218 1,92 | 1848,77 | 34,97
28 1,056 0,521 2,03 52,79 45,00
29 48,794 25,464 1,92 | 2438,02 | 40,96
30 72,871 43,395 1,68 | 364354 | 42,23
32 20,941 10,999 1,90 | 1047,07 | 41,20
33 25,605 13,329 1,92 | 1280,23 | 32,88
34 12,955 6,725 1,93 647,73 35,15
35 22,975 12,055 1,91 1148,76 | 35,13
36 11,918 6,319 1,89 595,90 32,86
37 13,857 7,253 1,91 692,83 28,25
38 16,978 8,65 1,96 848,91 34,37
39 19,292 10,102 1,91 964,58 32,27
40 2,203 1,099 2,00 110,16 37,99
41 13,133 7,002 1,88 656,67 47,80
42 2,639 1,35 1,95 131,97 37,36
43 5,966 3,107 1,92 298,28 43,38
44 20,116 10,56 1,91 1005,81 45,50
45 3,149 1,609 1,96 157,42 39,44
46 2,534 1,545 1,64 126,71 41,45
47 21,989 11,625 1,89 | 1099,47 | 35,36
48 18,343 9,57 1,92 919,16 49,20
52 22,938 12,092 1,90 | 1146,91 35,51
59 0,971 0,501 1,94 48,52 48,52
60 1,594 0,834 1,91 79,68 40,86
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Tablo 3: 61-128 numarali olgularin ana stok ve ara stok DNA konsantrasyonlar1

Olgu Ana stok | Ara Stok
Numarasi Abs260 Abs280 Oran (ng/nl) (ng/pnl)
61 1,44 0,768 1,88 71,98 45,38
64 2,504 1,351 1,85 125,18 38,61
66 5,201 2,731 1,9 260,07 40,80
71 2,909 1,518 1,92 145,45 42,25
72 1,164 0,566 2,06 58,20 45,36
73 0,995 0,485 2,05 49,73 43,5
74 2,322 1,203 1,93 116,08 43,24
75 1,479 0,745 1,98 73,96 42,33
76 5,395 2,821 1,91 269,74 44,10
77 2,398 1,245 1,93 119,92 41,82
78 55 2,869 1,92 274,98 42,85
80 11,565 6,113 1,89 578,26 24,94
84 2,782 1,399 1,99 139,09 44,02
87 7,2 3,77 1,91 360,01 47,87
95 1,132 0,636 1,78 56,61 4419
96 1,986 1,028 1,93 99,32 49,08
97 2,232 1,175 1,9 111,61 53,87
98 1,499 0,786 1,91 74,94 55,3
99 4,896 2,588 1,89 244,80 30,8
100 6,801 3,518 1,93 340,04 37,9
101 0,541 0,291 1,86 27,05 27,05
102 5,471 2,785 1,96 273,54 45,52
103 10,383 5,428 1,91 519,15 27,87
105 2,74 1,425 1,92 137,00 51,82
109 5,233 2,677 1,95 261,65 32,15
110 0,516 0,265 1,95 25,81 25,81
113 7,518 3,949 1,9 375,89 45,18
114 6,553 3,575 1,83 327,67 35,1
115 3,438 1,801 1,91 171,91 45,81
117 6,884 3,625 1,90 344,20 32,29
118 3,511 1,84 1,91 175,57 47,75
119 0,508 0,302 1,68 25,40 25,40
120 0,175 0,153 1,15 8,77 8,77
121 1,899 0,969 1,96 94,97 41,1
122 0,849 0,457 1,86 42 44 42 44
123 0,359 0,226 1,59 17,97 17,97
124 0,387 0,234 1,65 19,36 19,36
125 1,474 0,751 1,96 73,71 37,1
126 3,782 1,978 1,91 189,12 42
127 2,654 1,412 1,88 132,70 449
128 1,999 1,069 1,87 99,95 35,8
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Tablo 4: 129-176 numarali olgularm ana stok ve ara stok DNA konsantrasyonlar1

Olgu Ana stok | Ara Stok
Numarasi Abs260 Abs280 Oran (ng/pnl) (ng/pnl)
129 0,813 0,531 1,53 40,67 40,67
131 9,495 4,988 1,90 474,76 51,9
132 1,414 0,765 1,85 70,69 43,3
133 7,296 3,806 1,92 364,78 46,8
134 6,254 3,476 1,80 312,71 36,1
135 10,210 5,463 1,87 510,49 44,6
136 4,138 2,147 1,93 206,89 41
137 1,349 0,731 1,85 67,45 45,5
138 1,926 1,019 1,89 96,32 45
139 0,947 0,522 1,81 47,37 47,37
140 0,558 0,257 2,17 27,89 27,89
141 4,352 2,231 1,95 217,58 44,7
142 3,504 1,779 1,97 175,19 42,9
143 7,016 3,731 1,88 350,80 31,1
144 7,200 3,702 1,94 359,98 39,0
145 1,546 0,766 2,02 77,29 42,7
146 2,569 1,308 1,96 128,46 40,8
147 9,840 5,191 1,90 492,01 39,3
148 2,298 1,156 1,99 114,90 35,7
149 2,435 1,271 1,92 121,73 34,6
150 6,800 3,529 1,93 340,02 56,8
151 1,754 0,913 1,92 87,70 49,35
152 1,211 0,682 1,78 60,57 42
153 4,868 2,532 1,92 243,39 28,7
154 9,340 4,922 1,90 467,00 43,9
156 2,169 1,130 1,92 108,45 34,5
157 1,390 0,714 1,95 69,49 40,3
158 4,174 2,031 2,06 208,70 31,9
163 2,133 1,218 1,75 106,64 32,7
164 3,674 2,014 1,82 183,69 36,1
166 0,988 0,54 1,83 49,42 34,8
167 2,275 1,322 1,72 113,76 26,3
168 1,096 0,574 1,91 54,82 54,82
169 0,605 0,359 1,69 30,27 30,27
171 0,997 0,528 1,89 49,86 49,86
172 2,893 1,531 1,89 144,64 39,1
173 4,472 2,413 1,85 223,61 314
174 2,03 1,091 1,86 101,49 39,1
175 2,627 1,401 1,87 131,34 26,2
176 0,898 0,49 1,83 44,9 44,9
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3.5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile PHOX2B Gen Ekzonlarinin Cogaltilmasi

Homeobox transkripsiyon faktérii olan PHOXZ2B geninin tiim ekzonlar1 PCR

reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilacak primer dizileri Vera van Limpt

ve ark.’nin “The Phox2B homeobox gene is mutated in sporadic neuroblastomas™ adli

calismasida kullandig: ileri ve geri primerler olarak secilmistir (78). Primerlerin gen dizisi

iizerinde gosterilerek dogrulanmasi ise FastPCR programi araciligi ile yapilmistir. NCBI veri

tabani1 lizerindeki PHOX2B gen dizisi http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8929 adresinden

indirilmistir.

3.5.3.1 PHOX2B geni 1. Ekzonun Cogaltiimasi

PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak {izere 385 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

121
181
241
301
361
421
481
541
601

accgctttgce
gagacctcag
taaggaggcc
tctccatatc
atgtataaaa
atggacacct
ggcttccagt
acgccgggat
ggtaaggacc

tattgtccaa
acaaggcatc
agtttggagg
catcttttat
tggaatattc
cgagcctggce
ataacccgat
cctgcagcct
ttcagctttc

gtggaaagag
tcataggagg
caggcgtTGA
ttcatttttc
ttacctcaat
ttcagcctat
aaggaccact
gggcaccctc

tcagcggagg

ccaagtttat
ctttttcata
GCTGTGCACA
cacttggctg
tcctectgect
gctgacttca
tttggggcca
agggaccacc
aagccGCCTT

tatgaggact
aaactaggct
TCTCCccact
agccatccag
acgagtcctg
gttcctgcag
cgtccggctg
agagcagtcc
TCCGCCCGTA

atatgctcta
ctgctggtag
ccagccacct
aaccttttca
tatggctggg
ccaggccagt
cccttceccectce
gtacgccgca
TATaggagcc

Sekil 4: PHOX2B geni 1 numarali ekzonunda primerlerin eslestigi dizilerin (koyu ve biiyiik

harf ile gdsterilen bolge) ve protein kodlayan bdlgenin gosterimi.
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3.5.3.2 PHOX2B geni 2. Ekzonun Cogaltiimasi

PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak {izere 346 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

ggtgtaggta
ccggcgagcet
acaaactctt
ccactttcac
ccgacatcta
aggtacgcgc
gaggggcGGC
atggccgatc

gcggctgccg
gccggctgat
cacggaccac
cagtgcccag
cactcgggag
gcctggaaac
TGGTGAAATT
agaaatactg

tatgacctga
ttgctcactt
ggcggcctca
ctcaaagagc
gagctggccc
cgaccccgcet
CGAAGtcctg
gatttggtgt

ccttggagTC
tctgtctcct
acgagaagcg
tggaaagggt
tgaagatcga
ccgccgcact
gagcctcgag
ggctgtgcegt

CTCACATTCT
ctgtcatact
caagcagcgg
cttcgcggag
cctcacagag
ggtccgggga
tgagaaggac
tcgagagagg

AGCTCCacgg
ctagttcctt
cgcatccgca
actcactacc
gcgcgagtcc
ggtgtggggt
ctagggcccc
cttagagcgc

Sekil 5: PHOX2B geni 2 numarali ekzonunda primerlerin eslestigi dizilerin (koyu ve biiyiik

harf ile gosterilen bdlge) ve protein kodlayan bolgenin gosterimi.

3.5.3.3 PHOX2B geni 2. Ekzonun Cogaltiimasi

PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak iizere 711 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

acagcgcatg
ggtgcttttc
tgggccaggt
cagccgcagc
acgacgagag
atcccaaccc
ctggagctcc
cagcagcagc
gaggcctgge
cctccatccce
ccaacggtgc
ggcggcggcg
taggcCCAAG
tcgcgctaag

gggaggaggyg
tttcccattt
gtggttccag
ggccgcggcec
caaagaggcc
cacccccagce
gggggcggcyg
ggcggcggcec
tgcggcetggg
ggattcgctt
caaagccgcce
gcggcgacag
GCTATTGTCG
aataaaggga

tgttaaaaca
tcttetttet
aaccgccgcg
aagaacggct
aagagcactg
tgcggggcga
gggcccgggg
gcggcagcgg
ggccctggac
gggggtccct
ttagtgaaga
cgggcgagcc
TCGctgctgc
aaacggcgtc

aGCCGAAGTA
cccccectgett
ccaagtttcg
cctcgggcaa
acccggacag
atggaggcgg
gcccgggagg
cggcggcggce
aaggctgggce
tcgccagegt
gcagtatgtt
agggcccggyg
catggctttt
gccctcattt

GAACTTGGGc
caccgtctct
caagcaggag
aaagtctgac
cactgggggc
cggcggcggg
cgaacccggce
agcggcagceg
tcccggcecce
cctatcttcg
ctgatctgga
cgggcgagtyg
tcattgaggg
caaccccact

caccctaacc
ccttccgtcet
cgcgcagcgg
tcttccaggg
ccaggtccca
cccagcccgg
aagggcggcg
gcggcagctyg
ggccccatca
ctccaaagac
atcctgcggce
ggcgagcggg
cctaaagtaa
cctaccccect

Sekil 6: PHOX2B geni 3 numarali ekzonunda primerlerin eslestigi dizilerin (koyu ve biiyiik

harf ile gosterilen bdlge) ve protein kodlayan bolgenin gosterimi.
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3.5.4 PCR reaksiyonunda kullanilan komponentler

Primerlerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan primer dizileri Alpha DNA sirketi aracilifiyla elde edilmistir.
Sentezlenen oligoniikleotidler HPLC yOntemi ile saflastirildiktan sonra liyofilize bir sekilde
gonderilmistir. Liyofilize gelen tiim primerler firmanmn gonderdigi konsantrasyon bilgisi
dogrultusunda son konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde DNase ve RNase free steril
distile su ( Biological Industries Ultra Pure Water, Cat. No: 01-866-1A ) ile ¢6ziildii. Ara stok
olarak her primer 25 pmol/ul olacak sekilde 1:4 oraninda DNase ve RNase free steril distile su
( Biological Industries, Cat. No: 01-866-1A) ile seyreltildi. Hazirlanan ara stok 50 pl
hacimlere boliinerek ana stokla birlikte -20 C*'ye kaldirildi.

DNA Taq Polimeraz Enzimi ( Fermentas 5U/ul, Cat. No: EP0402 )
PCR reaksiyonuna; 25 pl i¢in 1-1.5 {inite, 50 pl i¢in 3 iinite olacak sekilde eklendi.

10X Tag Tamponu (Fermentas)
MgCl, icermeyen, KCl igeren Taq tamponu PCR reaksiyonuna toplam hacimde 1X
olacak sekilde kullanildi. Bu tampon belirtilen katalog numarasi ile alinmis olan Taq

Polimeraz ile iiretici firma tarafindan verilmistir.

dNTP (Larova, Cat. No: NU-1019S)
100 mM'lik her bir ANTP'den 10 pl alinmig ve tizerine 460 pl steril distile su ilave
edilerek 2mM'lik calisma soliisyonu hazirlanmistir. Calisma soliisyonu 50 pl'lik olacak

sekilde alikotlanip -20 C*'ye kaldirildi.

MgCl, (Fermentas)
Her bir ekzonun PCR reaksiyonu i¢in gerekli olan MgCl, konsantrasyonu
optimizasyon c¢alismalar1 sonunda 1.5mM olarak belirlenmistir. Bu ¢dzelti tiretici firma

tarafindan belirtilen katalog numarasi ile temin edilmis Taq Polimeraz ile birlikte verilmistir.
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3.5.5 PCR Reaksiyonunun Hazirlanisi

PCR reaksiyonunun toplam hacmi 25 pl olacak sekilde kuruldu. ilk sekans analizi
sonrasmda dogrulama amaci ile ters yonden ikinci bir sekans analizi yapilmustir. iki numaral
ekzon i¢in kurulacak PCR reaksiyonlarinda {iriin miktariin diisiik olmasi nedeni ile reaksiyon
hacmi 50 pl olarak belirlenmistir. PCR reaksiyonu i¢in 0.2 ul'lik DNase ve RNase free steril
PCR tiipleri kullanilmistir. Reaksiyon kurulurken kalip ve su haricinde diger komponentler
karigim halinde hazirlanip toplam hacimde gerekli miktarlarda dagitilmistir. PCR hazirlanisi
esnasinda gerekli olan komponentler soguk blok iizerinde tutulmustur. PCR reaksiyonu
kurulurken ilk olarak tiiplere su dagitildi ardindan her bir tiipe kalip DNA eklendi. Bu islem
tamamlandiktan sonra PCR karisimi hazirlandi. Karisim hazirlanirken en son olarak Taq
Polimeraz eklendi. Ardindan yavas bir sekilde pipetaj yapildi. Homojenize edilen PCR
karigimu tiiplere dagitildi. Her bir tiipe PCR karisimi dagitildiktan sonra elde edilen son
karigim kopiirtiilmeden iyice pipetaj yapildi. Tiipler “Thermal Cycler” cihazma (96 Universal
Gradient Peqstar, Thermal Cycler) zaman kaybedilmeden yerlestirilerek PCR reaksiyonu
baslatild.

Tablo 5: Optimizasyon dncesi 25 pl ve 50 ul'lik reaksiyonda onerilen bilesen miktarlar

Komponentler ik Son 50 pl Reaksiyon 25 pl
Konsantrasyon | Konsantrasyon Hacmi Reaksiyon

Hacmi

Taq Tamponu 10X 1X 5.0 ul 2.5 ul

dNTP Karisimi 2mM 0.5mM 1.0 ul 0.5 ul

Ileri Primer 25 pmol/pl 1 pmol/ul 0.5 ul 0.25 ul

Geri Primer 25 pmol/pl 1 pmol/ul 0.5 ul 0.25 ul
Taq Polimeraz S5U/ul 1-1.5 U/ul 0.4-0.6 ul 0.2-0.3 ul

MgCl, 25mM 1-4mM 2-8 ul 1-4 ul

Kalip DNA 40ng/ul 2-4 ul 1-2 ul
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3.5.6 PCR Kosullar1 ve Optimizasyon Deneyleri

PHOX2B geninin her ii¢ ekzonu i¢in sentezlenen oligoniikleotid primerlerin her bir
seti i¢in optimizasyon deneyleri kurgulanmistir. Optimizasyon deneylerinde oncelikle Tablo
S'de belirtilen parametreler arasinda yer alan MgCl, konsantrasyonu irdelenmistir. MgCl,
konsantrasyonu optimize edildikten sonra reaksiyonun verimliligi ve 6zgiilliigiinii arttirmak
icin “annealing” sicaklik degeri ile optimizasyon g¢alismalarma devam edilmistir. PHOX2B
gen ekzonlarinin ¢ogaltilmast i¢in hazirlanan PCR reaksiyonun termal profilinin
belirlenmesinde Vera van Limpt ve ark.’nin belirledigi termal profil lizerinden gidilmistir
(78). Optimal MgCl, konsantrasyonu ve “annealing” sicakligi belirlendikten sonra primer
dimerlerinin azaltilmas1 ve reaksiyon verimliligini arttirilmasi i¢in Tablo 5'de belirtilen primer
ve dNTP miktarlar1 tizerinde ayr1 optimizasyon deneyleri planlanmistir. Yapilacak ilk dizi
sekans1 oOncesinde her olgunun {i¢ ekzonu icin PCR reaksiyonu 25 pl hacimde
gerceklestirilmistir. Sekans verilerinin dogrulanmasinda kurulan ikinci PCR reaksiyonlarinda

ekzon 2 i¢in reaksiyon 50 pl olarak kurulmustur.

Tablo 6: PHOX2B geni 1 numarali ekzonunun optimize edilen PCR bilesenleri ve

reaksiyonun termal profili

Bilesenler Miktar EKZON 1 TERMAL PROFIL
10X Taq Bufter 2.5u Basamak Siire Sicakhk
2 mM dNTP mix 0.5 ul Denatiirasyon 5 dakika 96 C°
Forwar Primer (1F) 0.5 ul X 32 Dongii
Revers Primer (1R) 0.5 ul Denatiirasyon 30 saniye 96 C°
Taq polimeraz 0.2 ul Annealing 30 saniye 58 C°
DNA 1.0 ul Extension 30 saniye 72 C°
Su 18.3 ul Final Extension 7 dakika 72 C°
MgCl, 1.5l Elde edilen PCR amplikonu 385bp’dir.
Toplam 25 ul
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Ekzon 1 icin MgCl, konsantrasyonun optimizasyon kosullar1 ve elde edilen iriinler

Sekil 7°de gosterilmektedir.

A. KCl Taq Tamponu + 1.0 mM MgCl:

B. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgClz

C. KCl Taq Tamponu + 2.0 mM MgCl

D. KCl Taq Tamponu + 2.5 mM MgClz

Sekil 7: PHOX2B geni 1 numarali ekzonunun MgCl, optimizasyon deneyi Jel goriintiisti

Optimizasyon reaksiyonu sonucunda MgCl, konsantrasyonu 1.5 mM olarak
belirlenmistir. PHOX2B geni 1 numarali ekzonun primer seti i¢in optimal MgCl,
konsantrasyonu belirlendikten sonra “annealing” sicakligi optimizasyon kosullari
derecelendirme yapilarak olusturuldu. Merkez sicaklik 55 C° alinarak merkezin saginda ve
solunda bulunan kuyularda farkli sicaklik kosullar1 olusturuldu. Uygulanan “annealing”

sicaklig1 kosullar1 Sekil 8’de gosterildigi sekildedir.
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A. KCl Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicaklig1 56.3 C°
B. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicaklig1 57.0 C°
C. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicakligi 57.7 C°
D. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicakligi 58.2 C°
E. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicakhig1 58.9 C°
F. KCl Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing Sicaklhig1 59.5 C°

Sekil 8: PHOX2B geni 1 numarali ekzonunun “annealing” optimizasyon deneyi jel goriintiisi

Bir numarali ekzon igin belirlenen MgCl, konsantrasyonu ve en uygun oldugu
belirlenen 58 C° “annealing” sicakhiginin kullanildigi bir PCR reaksiyonunda farkli
hastalardan elde edilen iirtinler Sekil 9’daki gibi olup yapilan optimizasyon calismalar ile

PHOX2B geni 1 numarali ekzonu i¢in gerekli PCR kosullar1 saglanmistir.

28



Ll

Sekil 9: 1.5 mM MgCl, konsantrasyonu ve 58 C° “annealing” sicakliginin uygulandigi PCR

reaksiyonundan elde edilen {iriinler.

Tablo 7: PHOX2B geni 2 numarali ekzonunun optimize edilen PCR bilesenleri ve

reaksiyonun termal profili

Bilesenler Miktar EKZON 2 TERMAL PROFIL
10X Taq Bufter 2.5u Basamak Siire Sicakhk
2 mM dNTP mix 0.5 ul Denatiirasyon 5 dakika 96 C°
Forwar Primer (2F) 0.3 ul X 34 Dongii
Revers Primer (2R) 0.3 ul Denatiirasyon 30 saniye 96 C°
Taq polimeraz 0.2 ul Annealing 30 saniye 54 C°
DNA 1.0 ul Extension 30 saniye 72 C°
Su 18.7 wl Final Extension 7 dakika 72 C°
MgCl, 1.5l Elde edilen PCR amplikonu 346bp’dir.
Toplam 25 ul
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Iki numarali ekzonun PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmasinda kullanilacak primer seti i¢in
optimizasyon deneyleri kurgulanmistir. MgCl, konsantrasyon kosullar1 ve reaksiyondan elde
edilen PCR firtinleri agsagida belirtilmistir. Reaksiyon kurulumu sirasinda PCR karigimi 3X
olarak hazirlanip her bir deney ikili olarak kurgulanmistir. Elde edilen PCR firiinleri jelde ayr1
kuyularda birlikte yiirtitilmistiir.

A. KCI Taq Tamponu + 1.0 mM MgCl,
B. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl,

C. KCI Taq Tamponu + 2.0 mM MgCl,

D. KCI Taq Tamponu + 2.5 mM MgCl,

Sekil 10: PHOX2B geni 2 numarali ekzonunun MgCl, optimizasyon deneyi jel goriintiisii.

Yapilan deney sonucunda 1.0 mM'lik MgCl, konsantrasyonunda iiriin elde edilemez
iken 1.5-2.5 mM konsantrasyon araliginda iiriin elde edilmistir. Ancak 2.0 mM ve 2.5 mM
MgCl, konsantrasyonlarinda 6zgiil olmayan PCR iirlinii gézlenmistir (Sekil 10°da ok ile
isaretli bantlar). Yapilan optimizasyon reaksiyonu sonucunda en uygun MgCl,
konsantrasyonunun 1.5 mM oldugu saptanmistir. MgCl, konsantrasyonu belirlendikten sonra
“annealing” sicaklig1 i¢in optimizasyon kosullar1 derecelendirme yapilarak olusturulmustur.

Uygulanan “annealing” sicakligi kosullar1 Sekil 11°de gosterildigi sekildedir.
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A. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing
Sicakligr 54.0 C°

B. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing
Sicakligr 55.0 C°
e w——
C. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing
Sicakligr 55.5 C°

I eed:
) I TERCC

D. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + Annealing
Sicakligr 55.9 C°

Sekil 11: PHOX2B geni 2 numarali ekzonunun “annealing” optimizasyon deneyi jel

gOoruntusu

Optimizasyon deneyleri sonucunda PCR reaksiyonu i¢in en uygun “Annealing”
sicakhigr 54 C° olarak belirlenmistir. Yapilan optimizasyon deneyleri ile PHOX2B geni 2

numarali ekzonu i¢in gerekli PCR kosullar1 saglanmaistir.

Tablo 8: PHOX2B geni 3 numarali ekzonunun optimize edilen PCR bilesenleri ve
reaksiyonun termal profili

Bilesenler Miktar EKZON 3 TERMAL PROFIL
10X Taq Bufter 2.5u Basamak Siire Sicakhk
2 mM dNTP mix 2.5ul Denatiirasyon 10 dakika 96 C°
Forwar Primer (3F) 0.3 ul X 35 Dongii
Revers Primer (3R) 0.3 ul Denatiirasyon 45 saniye 96 C°
Taq polimeraz 0.3 ul Annealing 1 dakika 54 C°
DNA 2.0 ul Extension 2 dakika 72 C°
Su 14.35 ul | Final Extension 7 dakika 72 C°
MgCl, 1.5l Elde edilen PCR amplikonu 711 bp’dir.
DMSO 1.25ul
Toplam 25 ul
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Ekzon 3 icin optimizasyon deneylerine MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi ile
baslanmistir. 3 numarali ekzonunun guanin ve sitozin niikleotidlerinin toplam bp yiizdesinin
yiiksek olusu (% GC=72.9) baslangic deneylerinde 1.0 mM-2.5 mM konsantrasyon
araliklarinda beklenilen {iriin bandimn (711 bp) gozlenmemesine neden olmakla birlikte 6zgiil
olmayan {iriin bandlar1 olugsmaktaydi. Yiiksek % GC igerigine sahip hedef dizinin PCR
reaksiyonu ile ¢ogaltilabilmesi i¢in DMSO (% 5-10) kullanmilmistir. MgCl,
konsantrasyonunun belirlenmesinde tasarlanan deney kosullar1 icin kullanilacak PCR
karigiminin igersine toplam PCR reaksiyon hacminin % 5'i kadar DMSO eklenmistir. Kurulan

reaksiyon i¢in olusturulan MgCl, konsantrasyon kosullar1 Sekil 12°de belirtilmistir.

N - - AR Marker

A. KCI Taq Tamponu + 1.0 mM MgCl, + %5
DMSO

B. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5
DMSO

C. KCI Taq Tamponu + 2.0 mM MgCl, + %5
DMSO

|
:
e m

D. KCl Taq Tamponu + 2.5 mM MgCl, + %5
DMSO

Sekil 12: PHOX2B geni 3 numarali ekzonunun MgCl, optimizasyonu deneyi jel goriintiisii

MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesine yoOnelik olarak yapilan optimizasyon
deneyinin sonucunda PCR reaksiyonundan sadece 1.5 mM konsantrasyonda iiriin elde
edilmistir. MgCl, konsantrasyonu belirlendikten sonra PCR reaksiyonunun veriminin
arttrilmas1 i¢in “annealing” sicakligi lizerinde optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir.
“Annealing” sicakliginin belirlenmesinde olusturulan sicaklik araliklar1 sentezlenen

primerlerin Tm derecesi dikkate alinarak Sekil 13’de belirtilen sekilde olusturulmustur.
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Marker A B c D E B G H I

L

A. KCl1 Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 54.0 C°
B. KC1 Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 54.6 C°
C. KC1 Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 55.1 C°
D. KCI1 Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 56.2 C°
E. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 56.7 C°
F. KCl Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 57.2 C°
G. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCL + %5 DMSO + 57.8 C°
H. KC1 Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 58.5 C°
I. KCI Taq Tamponu + 1.5 mM MgCl, + %5 DMSO + 58.8 C°

Sekil 13: PHOX2B geni 3 numarali ekzonunun “annealing” optimizasyon deneyi jel
goruntusu

Optimizasyon deneyleri sonucunda PCR reaksiyonu i¢in en uygun “annealing”
sicakhigr 54 C° olarak belirlenmistir. Yapilan optimizasyon deneyleri ile PHOX2B geni 3

numarali ekzonu i¢in gerekli PCR kosullar1 saglanmaistir.
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3.5.7 PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi ve Kullamilan Kimyasallar

5X TBE Stok Tamponu (AppliChem, Cat No: A1417,5000PE)

5X konsantrasyondan 0.5X konsantrasyona diisiiriilerek kullanilmistir.

6X Yiikleme Boyasi (Loading Dye)
PCR fiirtinleri ve DNA agirlik belirtecinin agaroz jele yiiklenmesinde 6X DNA loading
dye (Fermentas Cat. No: RO0611) kullanilmstir. Orneklerin yiiklenmesinde 6X'lik

konsantrasyon 6rnek basma X’e indirilmistir.

100 bp'lik DNA agirilik belirteci

Elde edilen iiriinlerin hedef bolge niikleotid dizisi ile ayn1 biiytlikliikte olup olmadigi ve
elde edilen iirlin miktar1 hakkinda tahmini bir deger elde edebilmek icin 100bp’lik DNA
agirlik belirteci (Amresco 100bp DNA MW Marker) kullanilmigtir.

Agaroz Jelin Hazirlanisi

PCR iriinlerinin biiyiikliigii 346-711 bp arasinda oldugu i¢in %1.5'lik agaroz jel
hazirlanmistir. Orneklerin yiiriitiilmesi icin mini jel yatagi (Thermo, EC330) kullanilmustir.
0.45 g agaroz (Promega, V312A) tartilarak 200 ml'lik erlen igersine alindi. Uzerine 30 ml 0.5
X TBE tamponu ilave edilerek mikrodalga firin igersinde 1s1 yardimiyla ¢6ziildii. Coziinen 30
ml'lik agaroz karisimi el yakmayacak sicakliga kadar sogutulduktan sonra igcersine PCR
driinlerinin ~ goriintiilenebilmesini saglayan Etidyum Bromiir eklendi. Erlen hafifce
calkalanarak Etidyum Bromiir % 1.5'lik jel icersinde homojen bir sekilde karistirilmastir.
Hazirlanan akiskan sivi kivamindaki jel yatay yatagi icersine herhangi bir kabarcik olusumuna
izin verilmeyecek sekilde yavasca dokiildi. Yiikleme kuyularinin olusturulmasi i¢in taraklar

yataga yerlestirildikten sonra jel oda sicakliginda donmaya birakild:.
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PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi

Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice cikartilarak Orneklerin yiiklenmesi icin
elektroforez tankina yerlestirildi. Tankn igersine 0.5X TBE tamponu jelin {izerini 0.3 cm
gececek sekilde ilave edildi. Elektroforez ekipmani yliriitme i¢in hazirlandiktan sonra 6rnekler
kuyulara yiiklendi. Orneklerin yiiriitme icin hazirlanmas1 asamasinda 5 pl PCR 6rnegi ile 6X
Loading Dye'dan (Fermentas, Cat. No: R0611) 1 pl almarak karistirildi. Hazirlanan karisim
kuyu iizerinde, TBE tamponu igersinde pipet yardimiyla yavasca birakilarak kuyu igersine
yiiklendi. 100 bp'lik DNA agirlik belirtecinin kuyuya yiliklenmesinde 1 pl loading Dye, 4 ul
dH,O ile karistirild1 ve ardindan karisim icersine 1 pl DNA agirlik belirteci (Amresco,100bp
DNA MW Marker, Cat. No: K180) eklendi. DNA agirlik belirteci belirtilen sekilde
hazirlanarak kuyuya yiiklendi. Kuyulara yilikleme yapildiktan sonra PCR iiriinleri 80 V sabit
gerilim ( Thermo Scientific EC 300 XL ) ve 25-30 mA akim kosullarinda 100 bp DNA agirlik
belirteci ile birlikte % 1.5'lik Agaroz jelde 25 dakika siire boyunca yiiriitiilmiistiir.

PCR iirvinlerinin Goriintiilenmesi

Yiiriitilen PCR 6rnekleri UV 151k (312 nm) altinda transiliiminatorle (Vilber lourmat)
nitel olarak incelendi. PHOX2B geninin her ii¢ ekzonu optimize edilen igerik ve termal dongii
kosullar1 ile ¢ogaltilmistir. Her bir olgudan izole edilen uygun saflikta ve konsantrasyonda

olan kalip DNA i¢in ii¢ ekzonun reaksiyonu yapilmistir.

PHOX?2B geni 1. Ekzonu PCR iiriiniiniin saptanmasi

PHOX2B geninin 1 numarali ekzonu belirlenen kosullar ile cogaltildiktan sonra
belirtilen sekilde % 1.5 agaroz jel elektroforezinde DNA agirlik belirteci ile birlikte 25 dakika
boyunca yiiriitiildii. Olgulara ait 1 numarali ekzonun jel goriintiisii Sekil 14’de gosterildigi
gibidir. Pipetleme hatasi veya komponentlerin tam olarak reaksiyon karisimina eklenememesi

gibi hata durumlar1 nedeni ile reaksiyonda iiriin elde edilemeyen olgular tekrar caligilmistir.
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1. 131 numaral hasta

; 2. 132 numarali hasta

— —— ' - W 3133 numaral hasta
4. 134 numarali hasta

5. 135 numarali hasta

6. 136 numarali hasta

Sekil 14: Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen kosullarin olgu tizerine uygulandigi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen jel goriintiisii.
PHOX2B geni 2. Ekzonu PCR iiriiniintin saptanmasi

PHOX2B geninin 2 numarali ekzonu belirlenen kosullar ile gogaltildiktan sonra
belirtilen sekilde % 1.5 agaroz jel elektroforezinde DNA agirlik belirteci ile birlikte 25 dakika
boyunca yiriitiildi. Olgulara ait 2 numarali ekzonun jel goriintiisii Sekil 15°de gosterildigi
gibidir. Pipetleme hatasi veya komponentlerin tam olarak reaksiyon karisimima eklenememesi

gibi hata durumlar1 nedeni ile reaksiyonda iiriin elde edilemeyen olgular tekrar ¢alisiimigtir.

1. 131 numarali hasta
2. 132 numarali hasta
3. 133 numarali hasta
4. 134 numaral hasta
5. 135 numarali hasta

6. 136 numarali hasta

Sekil 15: Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen kosullarin olgu tizerine uygulandigi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen jel goriintiisii.
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PHOX2B geni 3. Ekzonu PCR iiriiniintin saptanmasi

PHOX2B geninin 3 numarali ekzonu belirlenen kosullar ile g¢ogaltildiktan sonra
belirtilen sekilde % 1.5 agaroz jel elektroforezinde DNA agirlik belirteci ile birlikte 25 dakika
boyunca ylriitiildi. Olgulara ait 3 numarali ekzonun jel goriintiisii Sekil 16°da gosterildigi
gibidir. Pipetleme hatasi veya komponentlerin tam olarak reaksiyon karisimina eklenememesi

gibi hata durumlar1 nedeni ile reaksiyonda iiriin elde edilemeyen olgular tekrar ¢aligilmistir.

1. 131 numaral hasta
2. 132 numarali hasta
3. 133 numarali hasta
4. 134 numarali hasta
5. 135 numarali hasta

6. 136 numarali hasta

Sekil 16: Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen kosullarin olgu iizerine uygulandigi

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen jel goriintiisii.
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3.6 Q-PCR ile PHOX2B Gen Kopya Sayis1 Degisiminin Saptanmasi

Primer tiimor orneklerinde PHOX2B gen kopya sayist degisiminin belirlenmesi i¢in
“Comperative Cycle of Threshold” metodu SYBR Green yontemi ile uygulanmistir. Timor
DNA orneklerinde uygulanan “Comperative Cycle of Threshold” metodunun normalizasyonu
icin iki referans gen belirlenmistir. Belirlenen referans genler noroblastom tiimdrlerinde
rekuran kromozomal anomalilerinin gdzlenmedigi lokuslar lizerinden se¢ilmistir. Kontrol
genlerinin bu boélgelerden secilmesi sonucunda noroblastom ile iligkili delesyon veya
kazanimdan dolay1 meydana gelebilecek degisimin kopya sayisi iizerine olan yaniltict etkisi
ortadan kaldirilacaktir. Referans genlerin se¢iminde “Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification” (MLPA) yonteminde kullanilan 19q13 ve 20ql3 referans lokuslar:
belirlenmistir (Salsa MLPA Kit P251-B1/P252-B1/P253-B1 Neuroblastoma, MRC-Holland).
Biomart veri tabani (http://www.biomart.org) yardimi ile referans genler icin belirlenen
lokuslarda, miyelin iligkili glikoprotein (MAG) ve siilfataz 2 (SULF2) genleri metodunun

normalizasyonu i¢in referans olarak kullanilmistir.

PHOX2B gen kopya sayist degisiminin belirlenmesinde veri analizinin dogrulugunun
ispatlanmasina yonelik olarak 1p36 delesyonu ve 17q kazanimi oldugu bilinen olgular pozitif
kontrol olarak ¢alisilmistir. KB.SAG.2007.023 numarali proje kapsaminda MLPA yontemi ile
1p36 delesyonu ve 17q artis1 saptanan olgularda CHDS5 ve TOB1 genleri “Comperative Cycle
of Threshold” metodunda pozitif kontrol hedefi olarak belirlenmistir. MAG, SULF2, CHDS,
TOBI ve PHOX2B genleri icin primerler web lizerinden servis saglayan “PimerQuest”
programi ile tasarlanmistir (http://eu.idtdna.com/scitools/applications/primerquest/default

.aspx).

SYBR Green (QPCR) yonteminde primerlerin olusturdugu iiriin biiyiikliiklerinin 90-
150 bp araliginda olmasina dikkat edilmistir. Bu yontemde reaksiyonun verim degerini (E
value) etkileyebilecek parametreler primerlerin Tm, % GC igerigi ve AG degerlerine bagh bir
sekilde degismektedir. “Comperative Cycle of Threshold” metodunda hem hedef hem de
referans gen primerlerinin birbirlerine yakin E degerini (-3.6 > slope > -3.1) gdsterebilmeleri
gerekmektedir. Bu nedenle kullanilacak primer ¢iftleri miimkiin oldugunca benzer Tm, % GC
ve AG degerlerine sahip olmalidir. Her gen i¢in tasarlanan primer ciftlerinin Tm derecesi 55-

60 °C araliginda olmakla birlikte % 50 guanin ve sitozin yiizdesi gostermektedir.
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Q-PCR reaksiyonunda hedef dizinin c¢ogaltimini saglayacak oligoniikleotidlerin
reaksiyon icersinde 1s1 alimimu ile ikincil yap1 olusturmamasi gerekmektedir. Oligoniikleotid
dizisi iizerinde yer alan niikleotidlerin olusturdugu serbest entalpi degeri (Gibbs free energy =
AG) 1ile cevre 1s1 degeri arasinda denge durumunda olmasi ikincil yapi olusumu ile
sonu¢lanmaktadir. Bununla birlikte serbest entalpi degerinin (AG) negatif oldugu durumda,
kendiliginden meydana gelen ikincil yapmin bozulumu i¢in 1s1 verimi ihtiyaci reaksiyonda bu
dengenin bozulumuna engel olusturmaktadir. Bu nedenle primerlerin olusturabilecegi ikincil
yapilarin onlenebilmesi i¢in AG degerinin pozitif bir say1 degeri géstermesi gerekmektedir.
Hedef dizi icerigine bagl olarak bolge icersinden tasarlanan primerlerin AG degerinin pozitif
bir say1 degeri gostermedigi durumlarda miimkiin oldugunca en kiiciik negatif say1 degerini

tastyan primer ciftleri se¢ilmistir.

Uygun parametreler ile tasarlanan primerlerin gen dizisi iizerinde gdsterilerek
dogrulanmasmin yapilmasi ise FastPCR programi araciligi ile yapilmistir. Tasarlanan
primerlerin hedef dizinin disinda baska bir diziye hibridize olup olmadig1 Oncelikle
NCBI/Blast.cgi veri tabani (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ve deney asamasinda
reaksiyon sonunda gerceklestirilen “melting curve” analizi ile incelenmistir. Uygun
parametreler dogrultusunda ve hedef dizi disinda baska bir diziye etkilesimi {iriin meydana
getirmeyecek primerlerin reaksiyon verimini etkileyebilecek ikincil yapilar MFOLD yazilimi

ile irdelenmistir (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form).

3.6.1 PHOX2B Geninin Q-PCR ile Cogaltilmasi

Q-PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak iizere 120 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

1141 ctttctcagc ggaggaagcc gcctTTCCGC CCGTATATAG GAAGCCTtga ttgcatttga
1201 aaatggaaat gtgtttagta tttaccaaac gaaatttgct tacacaaatg aaagaattta
1261 tCACGTTTGA AGCGATTGCA GGGAggggta attcacttac agggttacac tatcctagtc
1321 acacccgaac cgcccacaaa attatcttaa gctgccaaaa tgataggcat aatttattta

Sekil 17: PHOX2B geninde primerlerin eslestigi dizilerin gosterimi (koyu ve biiyiik harf ile
gosterilen bolge).
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3.6.2 MAG Geninin Q-PCR ile Cogaltilmasi

Q-PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak iizere 96 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

6961 ttgacttccc ggatgagctg cggcccgctg TGGTGCATGG TGTCTGGTAC TTcaatagcc
7021 cctaccccaa gaactacccc ccggtggtct tcaagtcgcg cacccAAGTA GtCCACGAGA
7081 GCTTCCAggg ccgcagccgc ctcctggggg acctgggcct gcgaaactgc accctcctge

Sekil 18: MAG geninde primerlerin eslestigi dizilerin gosterimi (koyu ve biiyiik harf ile
gosterilen bolge).

3.6.3 SULF2 Geninin Q-PCR ile Cogaltilmasi

Q-PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak iizere 97 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

20366 agtACGTCCA CAACCACAAC ACCTAcaccaa caatgagaac tgctcctcgc cctcctggca
20426 ggcacagcac gagagccgcA CCTTTGCCGTG TACCTCAAta gcactggcta ccggacaggt

Sekil 19: SULF2 geninde primerlerin eslestigi dizilerin gosterimi (koyu ve biiytik harf ile
gosterilen bolge).

3.6.4 CHDS Geninin Q-PCR ile Cogaltilmasi

Q-PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak tizere 145 bp’lik amplikonlar
olusturulmustur.
37501 gcgtgtctga accgctgcct cccctgcage ccacgGTCAA GTTGCACAAG CAGCCATggt

37561 acatcgactc cacaggcggc acactgcacc cgtaccagct ggagggcctc aactggctgce
37621 gcttctcttg ggcccagggc actgacacca tcctggccgA TGAGATGGGT CTGGGCAAGA

Sekil 20: CHDS5 geninde primerlerin eslestigi dizilerin gdsterimi (koyu ve biiyiik harf ile
gosterilen bolge).

3.6.5 TOBI1 Geninin Q-PCR ile Cogaltilmasi

Q-PCR reaksiyonu sonucunda primerlerde dahil olmak tizere 124 bp’lik amplikonlar

olusturulmustur.

301 atcttagtgt ttggatcgac ccatttgagg tttcttacca aattggtgaa aagggacCAG
361 TGAAGGTGCT TTACGTGGAt gataataatg aaaatggatg tgagttggat aaggagatca
421 aaaacagctt taacccagag gcccaggttt ttatgcccat AAGTGACCCA GCCTCATCAG
481 Tgtccagctc tccatcgcct ccttttggtc actctgctgce tgtaagccct accttcatge
Sekil 21: TOBI geninde primerlerin eslestigi dizilerin gdsterimi (koyu ve biiyiik harf ile

gosterilen bolge).
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3.7 Q-PCR reaksiyonunda kullanilan komponentler

Primerlerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan primer dizileri Alpha DNA ve Metabion sirketleri araciligiyla
elde edilmistir. Sentezlenen oligoniikleotidler HPLC yontemi ile saflastirildiktan sonra
liyofilize bir sekilde gonderilmistir. Liyofilize gelen tiim primerler firmanin goénderdigi
konsantrasyon bilgisi dogrultusunda son konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde DNase
ve RNase free steril distile su ( Biological Industries Ultra Pure Water, Cat. No: 01-866-1A )
ile ¢oziildii. Ara stok olarak her primer 10 pmol/ul olacak sekilde 1:10 oraninda DNase ve
RNase free steril distile su ( Biological Industries, Cat. No: 01-866-1A) ile seyreltildi.
Hazirlanan ara stok 200 pl hacimlere boliinerek ana stokla birlikte -20 C*'ye kaldirildi.

DNase ve RNase Su (Roche,04 707 516 001)
Her bir reaksiyon i¢in 5 pl hacimde kullanilmistir.
SYBR Green Master Mix 2X (Roche, 04 707 516 001)

20 pl reaksiyon hacminde 10 pl hacimde kullanilarak 2X konsantrasyondan X

konsantrasyonuna indirilmistir.
3.7.1 Q-PCR Reaksiyonunun Hazirlamsi

Q-PCR reaksiyonunun toplam hacmi 20 pl olacak sekilde kuruldu. QPCR reaksiyonu
icin 96 kuyucuklu plaka (Roche, Cat. No: 04729692001) kullanilmistir. Reaksiyon kurulurken
su, primer ve “SYBR Green” ana karisim halinde hazirlanip toplam hacimde gerekli
miktarlarda dagitilmistir. PCR hazirlanis1 esnasinda gerekli olan komponentler soguk blok
iizerinde tutulmustur. Reaksiyon karisimi hazirlanirken yavas bir sekilde pipetaj yapilmstir.
Hazirlanan reaksiyon karisimina vortex uygulanmamistir. Homojenize edilen reaksiyon
karigim1 plaka iizerinde bulunan kuyulara dagitildi. Her bir kuyuya reaksiyon karisimi
dagitildiktan sonra karisim kopiirtiilmeden kalip DNA eklendi ve 2-3 kez dikkatlice pipetaj
yapildi. Well-plate “Light Cycler” cihazma (Roche LC 480) zaman kaybedilmeden
yerlestirilerek Q-PCR reaksiyonu baglatild.
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Tablo 9: Q-PCR reaksiyonunda 20 pl hacimde 6nerilen bilesen miktarlar1

Komponentler ik Son 20 pl Reaksiyon
Konsantrasyon | Konsantrasyon Hacmi

Master Mix 2X 11X 10.0 ul

Su - - 5.0 ul

Ileri Primer 10 pmol/ul 0.5 pmol/pl 1.0 pl

Geri Primer 10 pmol/pl 0.5 pmol/ul 1.0 ul

Kalip DNA 20ng/ul 3.0 ul

3.7.2 Q-PCR Sartlan ve Standart Egri

Q-PCR reaksiyonu i¢in sentezlenen oligoniikleotid primerlerin her bir seti i¢in standart
egri (Standart Curve) olusturulmustur. Standart egrinin olusturulmasina yonelik deneyde
primerlerin hedefi icin kopya sayisi degisimi olmayan ve 100 ng/ul konsantrasyona sahip
kontrol DNA 1/2 oraninda 5 kez seri olarak diliiye edilmistir. Yapilan diliisyon sonucunda 50
ng/ul, 25 ng/ul, 12,5 ng/ul, 6,25 ng/ul ve 3,125 ng/ul konsantrasyonlara sahip 5 diliisyon
noktast olusturulmustur. Hazirlanan PCR reaksiyonun termal profilinin belirlenmesinde
standart “Light Cycler” termal profili lizerinden gidilmistir. Her bir QPCR reaksiyonu 20 pl
hacimde gercgeklestirilmistir. Reaksiyon sonundan 6zgiil olmayan iirlinlerin belirlenmesine

yonelik olarak “Melting Curve” analizi yapilmistir.
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Tablo 10: Her bir primer ¢ifti i¢in gergeklestirilen reaksiyon ve “melting curve” analizi

kosullar1
Bilesenler Miktar TERMAL PROFIL
Master Mix 10 ul Basamak Siire Sicakhk
Forward Primer 1.0 ul Denatiirasyon 10 dakika 95C°
Revers Primer 1.0 ul X 45 Dongii
Su 5.0 ul Denatiirasyon 10 saniye 95 C°
Kalip 3.0 ul Annealing 10 saniye 60 C°
Extension 5 saniye 72 C°
“Melting Curve Analizi”
Sicaklik C° Uygulama Siire Is1 Degisimi (C°/Sn)
95 Yok I sn 4.40
40 Yok 20 sn 2.20
95 Devamli - 0.11

Reaksiyonun verim degeri (E value) E= 1089 formiili ile hesaplanmistir.
Reaksiyonun eksponansiyel olarak gergeklestiginin gdstergesi olarak, kabul edilebilir
verimlilik sinirlar1 (“E-value”) % 90-100 araliginda olmalidir. -3.1 ile -3.6 arasinda degisen
“slope” degeri olusturulan logaritmik kalip miktarlarinda alinan Ct (Cycle of Threshold)
degerleri ile iliskilidir (M. Tefik Dorak, Real-Time PCR, ISBN:0203967317). Bu nedenle
tekrarlanabilir ve dogru sonug¢ alabilmek icin her primer seti i¢in olusturulan
konsantrasyonlarda yakin Ct degerlerinin alinabilmesi gerekmektedir. Primer seti i¢in alinan
E degeri % 90’nin altinda ise optimizasyon basamaklar1 gergeklestirilmelidir. E degerinin
hesaplanmasinda x;y koordinat ekseni olusturulmustur. Koordinat eksenlerinde x degerleri
logaritmik kalip miktarin1 (Logy) y degeri ise belirlenen kalip miktarinda alinan Ct degerini
belirtmektedir. X ve Y degerlerine bagli olarak standart egri y = mx + b dogrusal regresyon
formiili ile olusturulmustur. Formiilde y degeri Ct degerini temsil ederken m degeri egimi
(slope), x degeri ise kalip miktarimi temsil etmektedir. Formiilde b degeri logaritmik kalip

miktarmin sifir oldugu durumda elde edilen Ct degerini belirtmistir.
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A)

Error: 0.00177
Efficiency: 1.961
Slope: -3.420
Ylntercept: 26.97
Link: 0.000

B)

Error: 0.000678
Efficiency: 2.050
Slope: -3.209
Ylntercept: 27.59
Link: 0.000

C)

Error: 0.00522
Efficiency: 2.051
Slope: -3.205
Ylntercept: 27.61
Link: 0.000

D)

Error: 0.00736
Efficiency: 1.989
Slope: -3.348
Ylntercept: 27.28
Link: 0.000
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Sekil 22: CHDS5 (A), TOBI (B), PHOX2B (C) ve MAG (D) genleri i¢in olusturulan standart

egri grafikleri ve E degerleri
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Error: 0.00542
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Sekil 23: SULF?2 geni i¢in olusturulan standart egri grafigi ve E degeri
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Sekil 24: CHDS5, TOBI, PHOX2B, MAG ve SULF?2 genlerine ait “melting curve” pikleri

gosterilmektedir. Her bir primer ¢ifti icin elde edilen iiriiniin “melting curve” piklerinin 6zgiil

olmast

reaksiyonda primer dizilerinin bagka bdlgeye baglanmadigini géstermektedir.
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3.7.3 Q-PCR Porzitif Kontrol ve Olgular i¢cin Hazirlanan Deney Kurgusu

Pozitif kontroller (delesyon ve kazanim) ve olgular i¢in kopya sayis1 degisiminin
saptanmasinda “comperative Ct” metodu “syber green” deteksiyon yontemi ile uygulanmaistir.
Reaksiyonlar LC 480 cihazinda (Roche) 96 well-plate iizerinde gergeklestirilmistir. Bu
nedenle kopya sayis1 degisimi bilinen kontrol 6rnekleri ve kopya sayis1 saptanacak olan olgu
gruplarinda deney tasarimi; PCR reaksiyon tekrarlari, 6rnek sayisi, kalibrator 6rnek sayisi ve
referans gen sayis1 dikkate almmarak yapilmistir. Kopya sayismin saptanmasina yonelik
calismada her bir reaksiyon ayni1 miktarda kalip DNA icermektedir. 40 ng/ul konsantrasyonda
hazirlanmis kalip DNA oOrnekleri Q-PCR reaksiyonu i¢in 20 ng/ pl konsantrasyona
disiiriilmiistiir. 20 ng/pl konsantrasyonda hazirlanan kalip miktar1 hem kalibrator 6rnek hem

de olgular i¢in 3 pl olarak eklenmistir.

1 2 3 4 5 B 7 8 9 1011 12
AP 90000000 OOCOO
B @@®@O®OOCOOOOOOO0O
c OO OO0OOOCOO
P@O®@O®OOOOOOOOO
= B @ N FE N N N R ¥ N F ]
F @@ @ eoe e
c 000G Ge® O ( N N
HO G @@ e @ O ([ N N
\Tek olgu igin
@ Kontrol
7 8 9
(& Olgular G @ ) @
® (ool "o o o

PHOX2B SULF2 MAG

Sekil 25: Pozitif kontrol ve olgu grubu i¢in hazirlanan “well-plate” kurgusu

Kopya sayisinin belirlenmesinde belirtilen MAG ve SULF2 genleri her olguda i¢
kontrol olarak normalizasyonda kullanilmistir. Kurgulanan Q-PCR temelli kopya sayisi
deneyi iki tip kontrol igermektedir. Tasarlanan deney sisteminde her kuyucuk reaksiyon
icerigini olusturan (su, “syber green mix”, primer) bilesenlerde DNA kontaminasyonu olup

olmadigin1 belirlemek i¢in negatif kontrol icermektedir.
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Bununla birlikte diploid kromozom setine sahip olan iki ayr1 normal bireyden elde
edilmis DNA 6rnegi veri analizinde referans noktas1 (2 kopya) olusturmak i¢in kullanilmistir.

Veri analizde kalite kontrolii i¢in her reaksiyon ikili olarak (“duplicate”) kurgulanmistir.
3.8. Arastirma Plan1 ve Takvimi
Calismanin siiresi 18 ay olarak planlanmistir. Calisma ¢izelgesi asagida gosterildigi

gibidir.

Tablo 11: Arastirmanin 6n goriilen ¢aligma siiresi

Ay 2 |4 |6 |8 10 |12 |14 |16 |18

Literatiir Izleme

Hazirhk

Deney

Optimizasyonlan

Veri Toplama

Veri Analizi

Coziimleme

Tez ve Makale
Yazim
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3.9. Verilerin Degerlendirilmesi

3.9.1 DNA Dizi Analizi ve Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

PCR reaksiyonu sonrasinda olusan iirlinlerin ilk dizi analizi yalnizca ileri primerler
kullanilarak otomatize sekans cihazi 3730 XL (ABI) ile gergeklestirildi (Macrogen Inc). Ilk
dizi analizi sonucuna gore mutasyon veya SNP saptanan bireyler i¢in tekrar PCR reaksiyonu
kurularak ileri ve geri primerler ile dizi analizi yapildi. DNA dizi sekans sonuglar1 abl, scf,
pdf, txt ve elektrogram dosya formatlar1 olarak elde edilmistir. Noroblastom olgularinda
PHOX2B geni ekzonlarinda olas1 meydana gelen niikleotid degisimlerinin saptanmasi i¢in
"Chromas Pro 1.5" ve "Mutation Surveyor V3.30" programlar1 kullanilmistir. "Chromas Pro
1.5" ile abl uzantili veri dosyasi kullanilarak sekans sonucunun, NCBI/blast.cgi veri
tabaninda kayitli olarak bulunan PHOX2B geni (Annotation: Chromosome 4, NC 000004.11,
Pubmed/gene) dizisi ile karsilastirilmasi i¢in kullanilmistir. Bu programla karsilastirma
analizi niikleotid dizisi diizeyinde yapilmistir. Bununla birlikte her degisim bu metod ile
bulunamamaktadir. "Chromas Pro 1.5" yazilimi ile 6n analiz yapildiktan sonra her olgunun {i¢
ekzonu i¢in mutasyon analizi "Mutation Surveyor V3.30" programi ile gergeklestirildi.
Program NCBI veri tabani tizerinden PHOX2B gen sekans dizisininin .gbk uzantili verisi ile
sekanslama sonucunda elde edilen abl uzantili verinin pik alani iizerindeki degisimini
degerlendirmektedir. Mutation Surveyor yaziliminda pik degisimi degeri 0.3 - 0.5 ise

heterozigot degisimleri, 1.0 ise homozigot niikleotid degisimini gdstermektedir.

3.9.2 QPCR Sonuglarimin Degerlendirilmesi ve Veri Analizi

PHOX?2B gen kopya sayisinin saptanmasi icin QBASE plus 2 yazilimi kullanilmigtir.
Veri analizinin QBASE plus 2 ile gerceklestirilebilmesi i¢in reaksiyon sonunda elde edilen Ct
degerlerinin RDML uzantili dosya formatina doniistiiriilmesi gerekmektedir (www.rdml.org).
Kopya sayisinin saptanmasinda kullanilan QBASE plus 2 veri analizini AACt formiilii
iizerinden E degerini kullanarak yapmaktadir (83, 84). AACt formiilii asagida belirtilen sekilde

tanimlanmaistir.

Xn =X, x (1+Ex)" [1]
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Bir numarali formiil exponansiyel PCR amplifikasyonunu tanimlamaktadir. Belirtilen
formiilde; Xn, n dongii sonrasinda elde edilen PCR iirliniinii, Xo ise baslangi¢ kalip miktarmi
nitelemektedir. PCR verimi Ex ve reaksiyonun dongii sayis1 da n’dir. Q-PCR reaksiyonunda

iirlin miktarmim belirlenebildigi ilk dongii Ct (“threshold cycle”) ise 1 numarali formiil;
Xr= Xox (1+Ex)“™™ = Kx [2] seklinde yazilabilir.

Iki numarali formiilde hedef gen i¢in Xt; Q-PCR reaksiyonunda ilk sinyal alimmin
gergeklestigi liriin miktar1 Cr x; sinyal almmin gergeklestigi dongii numarasidir. Iki numarali

formiil ile Kx sabiti elde edilmektedir. Ayni formiil referans genler i¢in uygulandiginda;

Rr = Ro x (14+Ep)“™ = Kg [3] sabiti elde edilmektedir. 2 ve 3 birbirleri ile

oranlanirsa;

Xo/Ro x (lJrE)CT’X'CT’R = K [4] elde edilir. PCR iiriiniiniin referans gen ile normalize
edildigi Xo/Ro yerine Xn (normalize edilmis iiriin miktart), Crx- Crr farki ACt ile ifade
edilirse dort numarali formiil Xx= K x (1+E)*“" [5] formiiliine indirgenir. Referans ve hedef

genin E degerleri kopya sayisimin hesaplanmasinda dikkate almacak ise formiil,

1
(Eref)cp olgu

(Enedgen” ' [5] seklinde yeniden diizenlenir.

Verinin normalizasyonu kalibratdr 6rnege gore yapilacagi i¢in her hangi bir 6rnegin

kontrole orani ise E degerine bagli olarak diploid kopya sayisin1 vermektedir.

(Eref)CP olgu

Diploid kopya sayis1 = (Ehedef)cp cle

(E 1C)CP kalibrator
re

CP kalibrator
(Eneder)
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PHOX2B kopya sayisinin saptanmasina yonelik ¢calismada referans ve hedef genlerin
E degerlerinin analizde sapma yaratmayacak kadar birbirlerine yakin olmasindan dolay1 2
standart degeri (% 100 verim) ile analiz yapilmistir. Bununla birlikte elde edilen oranlar
deney biitiiniinde ayn1 referanslarin farkli olgulardan elde edilen relatif kantifikasyonuna bagh
normalizasyon degeri olmaksizin kopya sayisim1 vermektedir. Veri analizinde referanslara
bagli olarak normalizasyon faktoriiniin elde edilmesi i¢in QBASE plus 2 yaziliminda yer alan
geNORM analizi kullanilmistir. ggNORM analizi ile elde edilen M degeri ayni referans genin
diger olgularda gostermis oldugu relatif kantifikasyon sonucundaki farka dayali olarak
kullanilan referanslarin analizdeki stabilitesini saptamaktadir (85). Elde edilen M degeri 1
degerine ne kadar yakim ise kopya sayis1 analizinde elde edilen verinin hatali olma olasilig1 da
o kadar artmaktadir. QBASE plus 2 ile gercgeklestirilen analizlerde M degerinin 0.2°nin
altinda olmasi Onerilmistir (85). Bununla birlikte geNORM normalizasyon faktoriiniin

hesaplanmasinda asagida belirtilen sekilde kullanilmaktadir (86).

Ctvalues

HKA HK2 HE3 HE4 HES 0

sample A 32.10 27.00 34,90 22.20 31.20 23.00
sample B 33.30 28.40 36.10 24.60 2970 24.20
sample C 31.00 27.50 34.00 27.60 24,80 26.35
sample D 30.50 28.20 33.00 21.60 23.90 25.45

quantities (geNorm input) quantity GOI

HKA HK2 HE3 HE4 HES 0

sample A 0.330 1.000 0268 0.680 0.006 1.000
sample B 0.144 0,378 0117 0,125 0.018 0.435
sample C 0.7a7 0.7a7 0.500 0.014 0.536 0.0a8
sample D 1.000 0.435 1.000 1.000 1.000 0.183

| | 1
L

NF (e8]
0.445 sample A | 2.245

0.185 sample B 2.351
0.630 sample C| 0.156

0.758 sample D] 0.241

normalization normalized
factor GOI

Sekil 26: Normalizasyon faktoriiniin hesaplanmasi ve hedef gen i¢in elde edilen relatif
kantifikasyon degerinin referans genler ile normalize edilmesi (geNORM user guide update

on July 8, 2008).
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Sekil 26’da A, B ve C 6rnegi icin M degeri en uygun olan HK1, HK2 ve HK3’iin ACt
degerinin her bir 6rnegin kendi icinde geometik ortalamasi alinarak normalizyon faktorii
(0,445) hesaplanmaktadir. Elde edile verinin A numarali 6rnek i¢in hedef ACt degerine
boliinmesi ile kopya sayisina ait veri (2,245) normalize edilmektedir. M degerinin

belirlenmesi ise asagida belirtilen sekilde hesaplanmistir(86).
j ve k, A deneyinde m tane Ornek i¢in kullanilan iki referans gen ise A deneyinde M
faktorii her iki referansin ACt degerleri oraninin (aji/ai) log, tabanma gore diizenlenmesi ile

hesaplanir.

J ve k farkli iki referans gen ise

Aj= {log, (ay/an), logy (ax/ax), ............ logy (am/ame)}  [1]

Birinci 6rnekten m kadar 6rnege Log, ortak tabanina alindiginda;

Ajk= {log, (aij/aik)}i -1—» m [2] elde edilir.

J ve k refrans genleri ile yapilan A deneyinde ikili de§isimler tanimlanir ve standart

sapma olarak degerlendirilse;

Vi = standart sapma (Aj)

i
; LJ ” formiilii elde edilerek M degeri hesaplanir.
M.= =2
4 n-1

Normalizasyon faktoriiniin standart sapmasi ise;

SD = Edelta Ct x InE x SD sample Ct [1] (Ereferans minimum Ct- referans olgu Ct) InE

ampilifikasyon veriminin logaritma degerini belirtmektedir.
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SD NFn = NFn x \/ (SD refl/Refl geo.ort.) + (SD ref2/Ref2 geo.ort.) [2] formiilii ile
hesaplanmaktadir (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). QBASE plus 2 yazilimi ile

yapilan analizde diploid kopya sayisi icin 1.41 degeri ve alt1 delesyon olarak kabul edilir iken
2.44 ve tsti artis olarak kabul edilmektedir. Belirtilen deney tasarimi ve analiz yonteminin
uygulanabilirligi i¢in 1p delesyonu ve 17q artist MLPA yontemi ile belirlenmis néroblastom
olgular1 calismistir. 1p delesyonuna sahip 5 ndroblastom olgusuna (143, 180, 196, 207 ve
217) ait QPCR verisi MLPA verileri ile karsilastirilmistir.

Tablo 12: 1p Delesyonu varligi bilinen olgularindan elde edilen kopya sayis1 verileri

Olgu QPCR | Standart | Normalizasyon QPCR MLPA MLPA
Numaras: | Kopya Sapma Faktotii Delesyon Esik | Verisi Delesyon
Sayisi Degeri Esik Degeri
143 1,03 1,93E-02 0,896 1,41 0,66 0,83
180 0,848 | 2,08E-02 0,738 1,41 0,39 0,83
196 1,059 | 3,01E-02 1,445 1,41 0,37 0,83
207 1,057 | 1,10E-02 0,611 1,41 0,59 0,83
217 1,023 | 1,38E-02 1,118 1,41 0,53 0,83

Ip delesyonu bilinen ndroblastom olgularinda yapilan metod dogrulama caligmasinda
delesyonun varlig1 gosterilmistir. Yapilan pozitif kontrol caliymasinda elde edilen en kiiciik
deger 0,848 iken en biiyiik deger 1,059 olarak saptanmistir. Q-PCR metodu ile kopya sayis1
saptanmasinda 2005.KB.SAG.016 numarali projeden elde edilen isitme kayb1 hastalarina ait
ve kopya sayis1 degisimi olmayan bireylerden alinan perifeik kan materyalinden elde edilmis
DNA materyali diploid kopya sayismin belirlenmesinde kullanilmistir. Segilen yontem ile
delesyonun saptanmasimin ardindan metod normal kopya sayisinin saptanmasinda 25 isitme

kaybr hastasi ile sorgulanmistir.
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Tablo 13: Isitme kayb1 hastalarma ait periferik kandan izole edilmis diploid kopya sayisina

sahip DNA materyalinden elde edilen Q-PCR sonuglar1

Olgu QPCR Kopya Standart Normalizasyon | QPCR Normal Diploid
Numarast Sayist Sapma Faktotii Birey Deger | Kopya Sayisi
(PHOX2B) Araligi
K116 1,612 0,077 1,125 1,41-2,44 2
K118 1,761 0,142 1,008 1,41-2,44 2
K129 1,9 4,44E-02 0,569 1,41-2,44 2
K130 1,959 4,21E-02 0,857 1,41-2,44 2
K133 2,072 0,058 0,934 1,41-2,44 2
K140 1,89 0,075 1,125 1,41-2,44 2
K141 1,842 0,051 1,123 1,41-2,44 2
K143 1,94 0,089 1,103 1,41-2,44 2
K150 2,03 2,98E-02 1,228 1,41-2,44 2
K156 1,818 0,055 0,989 1,41-2,44 2
K160 1,657 0,1 1,086 1,41-2,44 2
K162 1,815 1,91E-02 0,964 1,41-2,44 2
K165 1,828 2,70E-02 0,988 1,41-2,44 2
K174 2,258 4,96E-02 0,533 1,41-2,44 2
K175 1,716 4,72E-02 0,763 1,41-2,44 2
K179 1,692 0,066 1,028 1,41-2,44 2
K194 1,683 1,07E-01 0,614 1,41-2,44 2
K283 1,772 0,064 0,884 1,41-2,44 2
K285 2,028 3,33E-02 1,005 1,41-2,44 2
K286 2,042 0,1 1,044 1,41-2,44 2
K287 2,071 5,80E-02 0,954 1,41-2,44 2
K289 1,834 0,052 1,111 1,41-2,44 2
K290 1,929 6,40E-02 0,989 1,41-2,44 2
K298 1,939 2,18E-02 0,769 1,41-2,44 2
K304 1,905 4,67E-02 0,987 1,41-2,44 2
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Diploid kopya sayisina sahip DNA materyali ile yapilan c¢alisma sonucunda elde
edilen en kiigiik deger 1,612 iken en biiyiik deger 2,258 olarak saptanmistir. QBASE plus 2
yaziliminda diploid kopya sayist i¢in belirlenen iist smirm (2,44) veri analizinde
kullanilmasinda bir sakinca goriilmemistir. Bununla birlikte delesyon ve normal bireylere ait

kopya sayisinin belirlenmesinde se¢ilen yontem ve analiz metodu dogrulanmastir.

Tablo 14: 17q artis1 varlig1 bilinen olgularindan elde edilen kopya sayis1 verileri

Olgu QPCR Kopya Standart | Normalizasyon | QPCR Artig MLPA MLPA Artis
Numarasi Sayisi Sapma Faktoti Esik Degeri Verisi Esik Degeri
(TOB1)

30 3,862 0,104 1,234 2,44 1,83 1,2
52 6,302 0,463 1,331 2,44 1,88 1,2
160 5,043 0,223 0,338 2,44 1,91 1,2
200 3,504 0,107 1,318 2,44 1,91 1,2
206 2,734 0,113 1,088 2,44 2,44 1,2
210 3,553 0,082 0,673 2,44 1,83 1,2
215 4211 0,061 1,789 2,44 1,92 1,2

17q artis1 saptanan bireylerde MLPA yontemi ile elde edilen artig verisi Q-PCR
metodu ile dogrulanmistir. Bununla birlikte yontem kopya sayist artigini tespit etmekte ancak
MLPA metodu ile elde edilen verilere kiyasla farkli artig degerleri gostermektedir. 30 ve 52
numarali olgularm MLPA veri degeri birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen (1,83 ve 1,88) iki
olgu icin Q-PCR metodu ile elde edilen veri arasinda farklilik (3,862 ve 6,302) gozlenmistir.
Belirlenen referans genler noroblastom tiimorlerinde rekuran kromozomal anomalilerinin
gozlenmedigi lokuslar {izerinden secilmistir. Kontrol genlerinin bu bolgelerden sec¢ilmesi
sonucunda noroblastom ile iligkili delesyon veya kazanimdan dolayr meydana gelebilecek
degisimin kopya degisimi {lizerine olan yaniltict etkisinin ortadan kaldirilmasi amaglanmistir.
Ancak bir tiimor dokusundan diger bir tiimor dokusuna farklilik gosterebilen kromozom seti
sayist nedent ile referans genlerin bulundugu kromozomlarin set artisindan etkilenmesi kopya
sayis1 artis1 gdzlenen olgular i¢in yaniltici etki olusturabilir. Bununla birlikte yontem ve analiz

metodu ile 17q artiginin varhigi tespit edilmistir.
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QBASE plus 2 yazilimi ile yapilan veri analizinde M degerinin varligi (<0.2) ve her
bir reaksiyonun ikili olarak (duplicate) yapildigi deneyde tekrarlar arasindaki Ct degeri

farkinin 0,5’1n iistiine gegmemesine dikkat edilmistir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Noroblastik tiimor orneklerinin elde edildigi KB.SAG.2007.023 numarali proje Dokuz
Eyliil Universitesi (DEU) Tip Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuar Arastirmalar1 Etik Kurul’undan
23.07.2007 tarihinde alnan 274 sayili karar ile onaylanmisti. DEU Bilimsel Arastirma
Projeleri Sube Miidiirligl tarafindan KB.SAG.2009.086 sayi ile desteklenen “Noéroblastom
Olgularinda Edinsel PHOX2B Mutasyonlarinin Saptanmast ve Timor Davranist ile
Birlikteliginin Arastirilmasr” isimli proje DEU Tip Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuar
Aragtirmalar1 Etik Kurul’undan 30.07.2009 tarihinde alinan 256/2009 sayili karar ile
onaylanmistir. Noroblastik tiimor 6rneklerinin elde edildigi KB.SAG.2005.016 numarali proje
Dokuz Eyliil Universitesi (DEU) Tip Fakiiltesi, Klinik ve Laboratuar Arastirmalar1 Etik

Kurul’undan 21.12.2004 tarihinde alman 565 sayili karar ile onaylanmustir.

3.11. Arastirmanin Simirhhiklar

Calismada mutasyon analizi yalnizca olgular {lizerinde yapilmistir. Calismada normal
bireylerin dahil oldugu bir kontrol grubu yer almamaktadir. Niikleotid degisimi saptanan
verilerin kontrolii NCBI veri tabani {izerindeki normal PHOX2B gen (Annotation:
Chromosome 4, NC 000004.11, Pubmed/gene) dizisi ile karsilastirilmistir. Niikleotid
degisimi gozlenen olgularda verinin dogrulanmasi i¢in PCR reaksiyonu tekrar kurularak elde
edilen sekans iirlinli mutasyon analizi ile tekrar incelenmistir. Olgularin ebeveynlerine ait
DNA materyali ¢alisma kapsami disinda oldugu i¢in belirlenen mutasyonlarin ailesel olarak

aktarimina dair hi¢bir ¢ikarim yapilamamaktadir.

Q-PCR metodu ile kopya sayismin belirlenmesinde Syber Green deteksiyon
yonteminin dezavantaji elde edilecek veri dogrulugunun primerlerin 6zgilliigii ve verim
(E=Efficiency) degeri ile smirli kalmasidir. Syber Green deteksiyon yonteminin kopya sayis1
belirlenmesinde kullanilabilmesi i¢in primerlerin birlerine yakin “anneling” sicakligr ve AG

degeri gostermesi (negatif olmamak kosulu ile) gerekmektedir.
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Q-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriiniin ve primerlerin AG degerine baglh
olarak gosterdigi ikincil yapilar reaksiyonun verimi direkt olarak etkilemektedir.
“Comperative Ct metod” analiz yontemi i¢in primerlerin gosterdigi E degeri arasindaki farkin
%35°1 gegmemesi gerekmektedir. Bu nedenle reaksiyon sonucunda olusacak iiriin ve tasarlanan

primerlerin ikincil yapilar1 mutlaka incelenmelidir.

Kopya sayisinin belirlenmesinde olusan diger bir smirlilik referans genlerin
reaksiyonda olgular arasinda gosterdigi M degeri stabilitesidir. Referans genlerin se¢iminde
tiimorde rekuran kromozomal anomalilerinin goézlenmedigi lokuslarin tercih edilmesi
gerekmektedir. Rereferans genlerin bu tip lokuslar ilizerinden seg¢ilmesi delesyon veya
kazanimdan dolay1 meydana gelebilecek degisimin kopya sayisi lizerine olan yaniltici etkisini
ortadan kaldiracaktir. Bununla birlikte tiimorlerde birbirlerinden farkli olarak gdzlenebilen
kromozom seti sayist degisimi kopya sayisinin  saptanmasmda  yaniltict  etki
olusturabilmektedir. Tiimor dokusunda gen kopya sayinin saptanmasina yonelik bir ¢alismada
sabit bir M degeri i¢in ¢oklu referans gen ile calisilmasi gereklidir. Secilen referans genlerin
hangi olgu calisilacaksa o olguda hedef genden bagimsiz olarak geNORM ile M degeri
hesaplanmali ve veri giivenilirligi i¢cin kag¢ referans ile calisilacaksa o kadar referans gen ile

caligilmalidir.
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4. BULGULAR
4.1 Olgu grubuna dair bulgular

Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan
desteklenen KB.SAG.2007.023 numarali proje kapsaminda birimimize ulasan ndroblastik
timor dokulardan ilk 128 olgu calismanin evrenini olusturmaktadir. Protokol kapsaminda
calismada yer alan olgularin tanisi histo-patolojik incelenme ve molekiiler sitogenetik
analizlerden elde edilen veriler dikkate alinarak konulmustur. 128 olgudan 7'sinin (% 5)
gangliondrom, 7'sinin (% 5) gangliondroblastom ve 114'niin (% 90) noroblastom oldugu

gozlenmektedir.

Tablo 15: Olgulari noroblastik tiimor tiplerine gore yiizdesel olarak dagilimi

Noroblastik Tiimor Tipi Say1 Yiizde (%)
Noroblastom 114 90
Ganglionoroblastom 7 5
Ganglionérom 7 5
Toplam 128 100

Noroblastik tiimorlerin cinsiyet tizerindeki dagilimi gbz Oniine alindiginda 128

olgunun %53"i erkek iken % 47's1 kadindir.

Tablo 16: Olgularmn cinsiyet {izerindeki dagilim

Cinsiyet Say1 Yiizde (%)
Erkek 68 53
Kadm 60 47

Toplam 128 100

Shimada siniflandirmasinda riski belirleyen faktorlerden biri olan yas i¢in 18 ay
prognostik esik olarak alinmis olup olgu gruplar1 18 ay'a esit ve 18 ay'dan biiyilik ayrica 18

ay'dan kiiclik olmak tizere siniflandirilmistir.
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128 olguda 4 olgunun yas verisi bilinmemektedir. 128 olgunun tamaminda 72 olgu (%

56) 18 ay'a esit ve 18 ay'dan biiyiik iken 52 olgu (% 41) 18 ay'dan kii¢iiktiir.

Tablo 17: Olgularin yasa gore yiizdesel dagilimi

Yas Grubu Say1 Yiizde (%)
<18 ay 72 56
18 ay < 52 41
Bilinmeyen 4 3
Toplam 128 100

Noroblastik tiimorlerde ileri prognoz ile iligkili baslica faktorlerden biri olan MYCN
geni amplifikasyonunun yiizdesel olarak olgulara dagilimi incelenmistir. 128 olgunun %
l16'snda MYCN geni amplifikasyonu gozlenmekte iken % 79'unda MYCN geni
amplifikasyonu gézlenmemektedir. Olgularm %5'inde ise MYCN geni amplifikasyonuna ait

veri bilinmemektedir.

Tablo 18: MYCN geni amplifikasyonunun olgulardaki yiizdesel dagilimi

MYCN geni Say1 Yiizde (%)
amplifikasyonu
Var 20 16
Yok 101 79
Bilinmeyen 7 5
Toplam 128 100

Tirk Pediatrik Onkoloji Dernegi noroblastom tedavi protokoliine kayitli olan
birimlerde yapilan histo-patolojik inceleme bununla birlikte 1p36 delesyonu, 17q kazanimi ve
MYCN geni amplifikasyonu gibi prognostik verilerin kullanilmasi ile olgular arasinda evre
gruplar1 olusturulmustur. 114 NB tanili olgudan 34'iiniin (% 30) evre verisi bulunmamaktadir.
114 olgudan 9'u evre 1 (% 8), 12'si evre 2 (% 10), 17'si evre 3 (% 15) ve 33" evre 4 (% 29)
iken 114 olguda 9 olgu (% 8) 4S evresi icersinde yer almaktadir.
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Tablo 19: Noroblastoma tanili olgularda evrelerin yilizdesel olarak dagilimi

Evre Say1 Yiizde (%)
1 9 8
2 12 10
3 17 15
4 33 29
48 9 8
Verisi bulunmayan 34 30
Toplam 114 100
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4.2 Sekans analizi sonucunda elde edilen bulgular

75 numaralt NB olgusunda, bir numarali ekzonda heterozigot c.96G>A niikleotid
degisimi ile meydana gelen yanlis anlamli (missens) mutasyon saptanmistir. Mutasyon
sonucunda proteindeki 32. rezidiide yer alan aspartik asit, asparjin aminoasidine (32D>D/N)
dontismektedir. Belirlenen mutasyon proteinin homeodomeini disinda meydana gelmekle
birlikte filogenik olarak birbirlerinden uzak tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus
aminoasit dizisi igersinde yer almaktadir. 75 numarali olguda saptanan heterozigot c.96G>A

niikleotid degisimi daha once tanimlanmamastir.
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Sekil 27: (A) 75 numarali olgularda gézlenen ¢.96G>A niikleotid degisimi. (A) Mutasyon
analizinde PHOX2B gen sekans dizisinin (Annotation: Chromosome 4, NC 000004.11,
Pubmed/gene) .gbk uzantili verisi ( 1 ) yazilim tarafindan kullanilmistir. II Elde sekans
verisini, I pik alami iizerindeki degisim degerini gostermektedir. (B) ¢.96G>A niikleotid
degisimi ile meydana gelen amino asit degisimi filogenik olarak birbirlerinden uzak tiirler

arasinda korunmug amino asit dizisi i¢cersinde meydana gelmektedir (http://uniprot.org/align/).
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9 ve 99 numarali NB olgularinda, {ic numarali ekzonda daha 6nce tanimlanmis ve
amino asit degisimine neden olmayan heterozigot c.552C>T tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) (NM_003924.3) saptanmustir. 43 ve 47 numaralt NB olgularinda, {i¢ numarali ekzonda
daha 6nce tanimlanmis ve amino asit degisimine neden olmayan heterozigot c.762A>C SNP
(NM_003924.3) ve 148 numarali NB olgusunda iigiincii ekzonda tanimlanmis homozigot
c.762A>C SNP (NM 003924.3) belirlenmistir.
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Sekil 28: 9 (A) ve 99 (B) numarali olgularda goézlenen ¢.552C>T niikleotid degisimi.
Mutasyon analizinde PHOX2B gen sekans dizisinin (Annotation: Chromosome 4,
NC 000004.11, Pubmed/gene) .gbk uzantili verisi ( I ) yazilim tarafindan kullanilmastir. II

Elde sekans verisini, III pik alani iizerindeki degisim degerini gdstermektedir.
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43 (A) ve 47 (B) numarali olgularda gozlenen heterozigot, 148 (C) numarali olguda

Sekil 29:

gozlenen homozigot ¢.762A>C niikleotid degisimi. Mutasyon analizinde PHOX2B gen sekans

dizisinin (Annotation: Chromosome 4, NC 000004.11, Pubmed/gene) .gbk uzantili verisi (1)

gisim

- .

III pik alam iizerindeki de

yazilim tarafindan kullanilmistir. I Elde sekans verisini,

de

gerini gostermektedir.
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60 numarali NB olgusunda, {i¢ numarali ekzonda 18 niikleotidlik (c.1101 1118 het-
dell8) heterozigot delesyon tanimlanmistir. Genin ikinci polialanin bolgesini kodlayan dizide

yer alan delesyon agik okuma ¢ergevesini degistirmemektedir.
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Sekil 30: 60 numarali olguda gozlenen 18 bp’lik heterozigot delesyon (c.1101 1118 het-
dell8) Mutasyon analizinde PHOX2B gen sekans dizisinin (Annotation: Chromosome 4,
NC 000004.11, Pubmed/gene) .gbk uzantili verisi (I) yazilim tarafindan kullanilmistir. II

Elde sekans verisini, III delesyonun pik alan1 lizerindeki degisim degerini gostermektedir.
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110 numarali ganglionérom tanist almis olguda, {i¢ numarali ekzonda 39 niikleotidlik
(c.1098 1136 het-del39) heterozigot delesyon saptanmistir. Genin ikinci polialanin bolgesini

kodlayan dizide yer alan delesyon ac¢ik okuma ¢ergevesini degistirmemektedir.
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Sekil 31: 110 numarali olguda gézlenen 39 bp’lik heterozigot delesyon (c.1101 1118 het-
dell8) Mutasyon analizinde PHOX2B gen sekans dizisinin (Annotation: Chromosome 4,
NC 000004.11, Pubmed/gene) .gbk uzantili verisi (I) yazilim tarafindan kullanilmistir. II

Elde sekans verisini, III delesyonun pik alani lizerindeki degisim degerini gostermektedir.
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Tablo 20: PHOX2B gen ekzonlarinda saptanan niikleotid degisimlerinin amino asit dizisi lizerindeki etkisi ve olgularin tani/evre durumu

gosterilmektedir.

Hasta Numarasi Tani / Evre Genomik Degisim Ekzon SNP Numarasi Amino Asit Degisimi
9 NBL / Evre 4 c.552C>T 3 rs17885216 184S>S/S
43 NBL / Evre 4 c.762A>C 3 rs17884724 254A>A
47 NBL / Evre 4 c.762A>C 3 rs17884724 254A>A
60 NBL / Evre 1 c.1101 1118 het- 3 - gergeveyi
dell8 etkilememekte (6 aa
delesyon)
75 NBL / Evre 4 c.96G>A 1 - 32D>D/N
99 NBL / Evre 4 c.552C>T 3 rs17885216 184S>S/S
110 Ganglionérom c.1098 1136 het- 3 - cergeveyi
del39 etkilememekte (13 aa
delesyon)
148 NBL / Evre 4 c.762A>C 3 rs17884724 254A>A
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4.3 Q-PCR ile PHOX2B gen kopya sayisina ait veriler

QBASE plus 2 yazilimdan ikili reaksiyonlarda (“duplicate”) Ct degeri farki 0,51
gecmeyen ve M degeri 0,2 altinda olan 87 olgunun Q-PCR metodu ile PHOX2B gen kopya
sayis1 sayis1 saptanmistir. Yapilan analiz sonucunda 87 olgunun 16’sinda (% 18) kopya sayist
diploid (normal) olarak bulunmustur. 87 olgu grubunda 71 olguda (% 82) ise kromozom seti
sayisinda andploidi diizeyinde artis saptanmistir. Bununla birlikte 87 olgu grubunda PHOX2B

gen delesyonu veya amplifikasyonu saptanmamistir.

Tablo 21: 39 - 97 numarali olgular arasinda saptanan PHOX2B gen kopya sayis1

Olgu Numaras1 | PHOX2B Kopya | Standart Sapma | Normalizasyon | QBASE Deger
Sayisi Faktorii Aralig
39 3,27 0,073 1,179 1,41-2,44
40 3,464 0,24 0,389 1,41-2,44
41 2,991 0,076 0,980 1,41-2,44
42 2,981 2,51E-02 0,850 1,41-2,44
43 3,743 0,114 1,048 1,41-2,44
44 3,315 0,121 1,220 1,41-2,44
45 3,405 4,65E-02 1,328 1,41-2,44
46 3,848 3,98E-02 0,542 1,41-2,44
47 3.8 2,02E-01 1,157 1,41-2,44
48 2,293 3,14E-02 1,274 1,41-2,44
52 4,172 4,82E-02 1,177 1,41-2,44
59 3,975 2,32E-01 1,410 1,41-2,44
60 2,565 1,22E-02 1,183 1,41-2,44
61 3,3 0,097 1,106 1,41-2,44
64 3,595 5,87E-03 1,322 1,41-2,44
66 2,943 2,74E-02 1,173 1,41-2,44
71 2,51 1,51E-02 1,202 1,41-2,44
72 1,983 2,37E-02 0,911 1,41-2,44
73 2,046 6,80E-02 0,892 1,41-2,44
74 2,765 6,10E-02 1,133 1,41-2,44
75 2,837 6,60E-02 0,897 1,41-2,44
76 2,988 3,69E-02 1,282 1,41-2,44
77 2,14 8,60E-02 0,963 1,41-2,44
78 3,228 9,50E-02 0,805 1,41-2,44
80 2,96 7,70E-02 1,100 1,41-2,44
84 2,883 1,10E-01 0,646 1,41-2,44
87 2,855 2,01E-02 1,172 1,41-2,44
95 2,969 6,90E-02 0,915 1,41-2,44
96 3,157 7,10E-02 0,755 1,41-2,44
97 3,208 5,70E-02 1,232 1,41-2,44

66



Tablo 22: 98 - 154 numarali olgular arasinda saptanan PHOX2B gen kopya sayis1

Olgu Numaras1 | PHOX2B Kopya | Standart Sapma | Normalizasyon | QBASE Deger
Sayisi Faktorii Aralig
98 3,371 4,46E-02 1,144 1,41-2,44
99 2,838 8,20E-02 0,981 1,41-2,44
100 3,106 2,33E-02 0,819 1,41-2,44
101 1,97 0,11 0,873 1,41-2,44
102 3,815 4,18E-02 0,745 1,41-2,44
103 4,702 0,104 1,101 1,41-2,44
105 3,711 4,11E-02 1,395 1,41-2,44
109 4,213 0,109 0,948 1,41-2,44
110 2,633 2,90E-02 1,118 1,41-2,44
113 2,034 0,054 0,999 1,41-2,44
114 3,133 0,184 1,302 1,41-2,44
115 2,947 2,83E-02 1,222 1,41-2,44
117 2,827 0,076 1,389 1,41-2,44
118 3,129 0,083 1,255 1,41-2,44
121 2,876 4,43E-02 0,680 1,41-2,44
122 2,142 3,18E-02 0,882 1,41-2,44
123 1,929 2,11E-02 0,695 1,41-2,44
124 1,824 4,01E-02 0,824 1,41-2,44
125 2,228 4,34E-02 0,722 1,41-2,44
126 3,236 3,22E-02 1,176 1,41-2,44
127 3,381 8,70E-02 1,039 1,41-2,44
128 3,065 4,18E-01 1,085 1,41-2,44
129 2,886 0,213 0,598 1,41-2,44
131 3,221 0,077 1,043 1,41-2,44
132 2,702 3,11E-02 0,948 1,41-2,44
133 2,559 3,10E-02 1,100 1,41-2,44
134 3,079 2,76E-02 0,966 1,41-2,44
135 2,689 0,155 1,228 1,41-2,44
136 2,978 0,154 1,067 1,41-2,44
137 2,475 0,068 0,933 1,41-2,44
140 1,992 0,136 1,027 1,41-2,44
143 2,759 0,184 1,192 1,41-2,44
144 2,943 0,13 1,072 1,41-2,44
145 3,158 2,83E-02 0,795 1,41-2,44
146 2,637 0,068 0,923 1,41-2,44
147 2,943 4,47E-02 1,240 1,41-2,44
148 2,933 0,068 1,373 1,41-2,44
149 2,533 5,85E-03 1,078 1,41-2,44
150 3,111 0,079 1,092 1,41-2,44
151 2,433 0,102 0,602 1,41-2,44
152 1,955 5,10E-02 0,991 1,41-2,44
153 3,826 4,74E-02 1,156 1,41-2,44
154 3,866 4,56E-01 1,213 1,41-2,44
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Tablo 23: 156 - 176 numarali olgular arasinda saptanan PHOX2B gen kopya sayist

Olgu Numaras1 | PHOX2B Kopya | Standart Sapma | Normalizasyon | QBASE Deger
Sayisi Faktorii Araligi
156 2,84 2,43E-02 1,180 1,41-2,44
157 3,44 5,30E-02 1,203 1,41-2,44
158 3,358 4,88E-02 0,554 1,41-2,44
163 3,541 1,71E-01 0,898 1,41-2,44
164 3,428 9,20E-02 1,195 1,41-2,44
166 3,158 1,97E-01 0,810 1,41-2,44
168 2,637 0,078 0,982 1,41-2,44
169 2,02 0,074 0,797 1,41-2,44
171 3,285 1,32E-02 1,051 1,41-2,44
172 2,057 2,72E-02 0,984 1,41-2,44
173 2,727 6,40E-02 1,169 1,41-2,44
174 2,542 4,01E-02 0,977 1,41-2,44
175 2,634 2,22E-02 1,129 1,41-2,44
176 1,999 2,31E-02 0,952 1,41-2,44
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5. TARTISMA

Noroblastom (NB), sempatik sinir sistemine ve adrejenik hiicre tipine farklilasan noral
krest hiicrelerinden kdken alan bir tiimordiir. Bu nedenle noral krestten kdken alan sempatik
sinir sistemi ve adrenal medullanin gelisim gosterecegi herhangi bir yerde olusum
gosterebilmektedir. NB tlimorlerinde bir dizi edinsel genetik degisiklik tanimlanmistir ve
bunlardan bazilarinin, tedavi yanit1 ve tiimor davranist ile iliskili oldugu saptanmistir. Bu
anomalilerden 1p, 11q, 14q delesyonlar1 ve 17q kazanimi tiimér prognozu ile
iligkilendirilmistir. Belirlenen bu kromozomal anomaliler NB tiimorlerinde tek basima
bagimsiz prognostik etki gdsterebildikleri gibi, birliktede prognoza etki edebilmektedir.
NB’de tanimlanmis ve rekiiran olarak gozlenen kromozomal delesyon bolgelerinde tiimor
stipresor genlerin bulunabilecegi ongoriilmiistiir. Ancak, su ana kadar yapilan ¢alismalarda
rekiiran delesyon bolgelerinde ikili vurus (“double hit”) modeli ile uyumlu hi¢ bir gen
saptanamamistir. NB tiimorlerinde MYCN geni disinda bilinen bir proto-onkogenin ya da
timor slipresér genin defisimi tanimlanamasada yakin zamanda yapilan ¢alismalar ALK ve
PHOX2B genlerinde meydana gelen mutasyonlarm NB olusumunda etkili olabilecegini
vurgulamaktadir (78, 87). NB’de nadir bir sekilde gézlenen PHOX2B mutasyonlarmin timor
olusumundaki etki mekanizmasi hakkinda ise farkli goriisler savunulsa da gozlenen

mutasyonlarm nasil bir etki ile tiimor olusumunu tetiklemesi heniiz bilinmemektedir.

Noral krest hiicrelerinin sempatik sinir sisteminde yer alan glia ve ndron hiicrelerine
farklilasmasinda ayrica adrenal medulla’nin olusumunda PHOX2B geni rol oynamaktadir.
Noron hiicrelerinin norotransmiter madde sentezinde gorev iistlenen dopamin beta hidroksilaz
enzimi bu genin islevi sonucunda sentezlenmektedir. Sempatik sinir sistemi olusumunun yani
sira adrenal medulla igersinde adrejenik fenotipe sahip olan kromafin hiicreleri PHOX2B gen
ifadesi sonucunda noral krest hiicrelerinden farklilagmaktadir. Gelisim siirecinde gegici bir
sekilde ifade edilen bu gen adrejenik fenotipe sahip néron ve kromafin hiicrelerinde devamli
olarak ifade edilmektedir. Konjenital Santral Hipoventilasyon sendromu (CCHS) olgular1
iizerinde yapilan ¢alismalarda PHOX2B geninde ikinci polialanin bdlgesini kodlayan bdlgede
tekrar dizilerinin arttig1 (poli-alanin stretch expansion) saptamistir (73). CCHS sendromunda
PHOX2B gen allellerinden birinde olusan bu degisimin otozomal dominant olarak aktarildig:
gozlenmistir (73). Bu calismada CCHS sendromlu hastalarda sendromla birlikte NB olustugu
bildirilmistir (73).
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Kalitsal olarak ortaya ¢ikan NB olgulari iizerinde yapilan ¢calismalar gende meydana
gelen mutasyonlarin homeodomein igersinde yer aldigini1 gostermektedir (75, 76). Homeotik
transkripsiyon faktorlerinde yer alan homeodomein proteinin 6zgiill DNA dizisine
baglanmasinda gorevlidir (32). Bu nedenle transkripsiyon faktorii olarak rol oynayan
proteinin bu mutasyonlar sonucunda islev kaybina ugrayabilecegine dair ¢ikarim yapilmistir.
Sporadik NB tiimorlerinde PHOX2B gen mutasyonlar1 ¢ogunlukla 3 numarali ekzon icersinde
yer alan polialanin bolgesinde farkli boyutlarda goézlenen delesyonlar seklinde ortaya
cikmaktadir (78, 88). Saptanan delesyonlar PHOX2B geninin agik okuma ¢ergevesinde hata
olusturmakta ve sentezlenen proteinde defektlere neden olmaktadir. Sporadik olgularda
saptanan delesyonlar PHOX2B geninde sadece polialanin bdlgesi icersinde degil
“homoedomain” kodlayan dizinin 5° disinda 8 bp’lik ayrica 3 numarali ekzon igersinde tek

niikleotidlik olarak meydana geldigi (600delC) bildirilmistir (78, 79).

Calismada 75 numarali NB olgusunda tanimlanan c.96G>A niikleotid degisimi
filogenik olarak birbirlerinden uzak tiirler arasinda korunmus olmakla birlikte homeodomein
disinda yer almaktadir. Protein dizisinde korunmus bu rezidii degisimine bagli olarak ii¢
boyutlu yapida meydana gelebilecek degisimin NB etkeni olabilecegi diisiiniilmektedir.
Adrejenik fenotipe sahip hiicrelerde MYCN geni ifadesine bagli olarak tiimor olusumu
gbzlenmesi ve ilerleyen evrede olusan primer tiimoriin PHOX2B" hiicrelerinden koken aldig1
saptanmistir (24). PHOX2B gen mutasyonu ile birlite MYCN geni ifade diizeyinin artmasi
timor olusumu ve prognozda etkili olabilir. ¢.96G>A niikleotid degisimi tanimlanan 75
numarali olguda MYCN geni amplifikasyonu gozlenmekle birlikte olgu 4. evrede yer
almaktadir. PHOX2B gen mutasyonu ile birlikte MYCN geni amplifikasyonu olgu bazinda
prognoza etki edebilme yorumuna karsm tiim olgular diisiiniildiigiinde PHOX2B gen
mutasyonlarmin nadir bir sekilde gézlenmesi noroblastom prognozundaki genel etkisi anlamli
olmamaktadir. {lgili literatiirde sporadik ndroblastom olgularinda PHOX2B gen polialanin
bolgesinde yer alan delesyonlarn saptanmis oldugu olgular farkli prognoza sahip evrelerde
yer almistir (78). Altmig numarali NB olgusu ve 110 numarali gangliondrom olgusunda
saptanan ve tanimlanmamis boyutlarda meydana 18 ve 39 bp’lik delesyonlar daha onceki

calismalarda tanimlanan delesyonlarin aksine genin acik okuma cercevesini etkilememektedir.
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Calisma kapsaminda polialanin delesyonu saptanan olgular (60 ve 110) diisiik evre ve
olgun tiimor fenotipi ile iligkilendirilmistir. Sporadik néroblastom olgularinda farkh baz cifti
biiyiikliiklerinde gozlenebilen polialanin delesyonlarnin PHOX2B gen {irliniiniin ii¢ boyutlu

yapisini degisik bigimlerde etkilemesi olgularda gézlenen evre farkliliklari ile iliskili olabilir.

Timor olusumunu tetikleyen mekanizmalar, bir gende meydana gelen mutasyonlarin
protein fonsiyonuna olan etkisine bagli olarak farkli sekillerde meydana gelebilmektedir (89).
Genin bir allelinde meydana mutasyon gen iirliniin daha az fonsiyona ya da higbir sekilde
fonksiyon gostermemesine neden olabilir (89). Bununla birlikte tek allelde gozlenebilen bir
mutasyon olusan proteinde yeni veya anormal fonksiyon olusturabilecegi gibi yabanil tip
(“wild type”) allelde olusturulan protein iiriine antagonistik etki yaratabilecek proteinin
olusumuna sebep olabilir (89). Genin tek alallelinde meydana gelebilecek degisim ile timor
olusumun gozlenmesi degisime ugramis allelin tek basina siireci tetiklemesinden dolay1 genin
onkogen etki mekanizmasmna sahip oldugunu gostermektedir. Bir genin her iki allelinin
mutasyon tarafindan etkilenmesi ya da bir allelin mutasyon diger allelin delesyon ile kayb1
sonucu tiimor olusumunun gozlenmesi genin tiimor siipresor olarak gorev gosterebilecegini
gostermektedir (90). De Pontual ve ark.’nin 13 NB hiicre hatt1 ve 45 primer timor 6rnegi
iizerinde yapmis olduklar1 primer tiimorlerin % 10’nunda gézlenen PHOX2B gen allel kaybi1
ve saptanan mutasyonlar ikili vurus hipotezi ile iliskilendirilememistir (30). Bagka bir
calismada her iki adrenal medullada bilateral NB tiimor olusumu gézlenen ve PHOX2B
geninde ¢.28A>G mutasyonu (N10S) saptanan olguda, genin diger allelinde kayip oldugu
bildirilmistir (31). Q-PCR metodu ile kopya sayismin saptanmasina yonelik olan ¢aligmada
PHOX2B genine ait her hangi bir delesyon saptanmamistir. Heterozigot mutasyonlar ile
birlikte diger allelin kaybmin olmamasit PHOX2B genin ndroblastom olusumunda onkogen
olarak davranabilecegini diislindiirmektedir. Saptanan mutasyonlarmn PHOX2B proteininin {i¢

boyutlu yapisi iizerindeki etkisi nedeni ile NB olusumunda etkili olabilir.
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6. SONUC

Calisma kapsaminda, PHOX2B gen mutasyonlar1 NB olgular1 arasinda olduk¢a nadir
bir sekilde gozlenmektedir. Bununla birlikte genin 3 numarali ekzonu icersinde yer alan ve
polialanin kodlayan dizide meydana gelen delesyonlar proteinde defektlere neden olmaktadir.
Ancak caligmada saptanan delesyonlar bolge olarak diger ¢aligmalarla tutarli olmasina karsin
okuma c¢ergevesini degistirmemektedir. Saptanan mutasyonlar PHOX2B proteininin {i¢
boyutlu yapisi iizerindeki etkisi nedeni ile NB olusumunda etkili olabilir. Bununla birlikte
PHOX2B gen mutasyonlar1 diisiik evre ve olgun tiimor fenotipi ile iliskili géziikmektedir. Bu
nedenle PHOX2B geninin mutasyonlar1 ile NB prognozu arasinda bir iliski kurulamamastir.
Q-PCR metodu sonucunda elde edilen veri dogrultusunda PHOX2B’nin onkogen olarak

noroblastom olusumunda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

PHOX2B geninin NB olusumu {izerine olan etkisinin aydinlatilmasi i¢in in vitro
mutagenez ve PHOX2B gen ifadesinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar kurgulanabilir. Elde
edilen veriler dogrultusunda PHOX2B mutasyonlarmin islevsel olarak mi yoksa gen
ifadesinde meydana gelen de§isimin bir sonucu olarak NB olusumunda nasil bir etki

olusturdugunu agiga kavusturabilir.
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TURK PEDIATRIK ONKOLOJi GRUBU
NOROBLASTOMA TEDAVIi PROTOKOLU e
GONULLU BILGILENDIRME FORMU o
TURK PEDIATRIK OMKOLON

Cahsma Bash@: Noroblastik Tiimérlerdeki Bolgesel DNA Kopya Sayisi Degisikliklerinin, Allelik Dengesizliklerin
Tanimlanmasi ve Schwann Hiicresi-Noroblastik Hiicre Etkilesiminin Hiicre Hatti Modellerinde Arastirilmasi.

Iyi ve kétii huylu tiimér hiicrelerinin kalitim materyalinde gesitli degisiklikler (bozukluklar) olmaktadir. Bu bozukluklar
timor hiicrelerine ait kromozomlarin yapilarinda ya da sayilarindaki degisiklilikler seklinde olabildigi gibi, kalitim materyali
olarak islev yapan DNA molekiiliindeki niikleotid dizi degisiklikleri seklinde de olabilmektedir. Tiimor hiicrelerine ait
kalitim materyalinin ¢esitli yontemlerle incelenmesi; bu hastaliklara tan1 konulabilmesine, hastaligin seyrine ya da tedavi
yanitina iliskin bilgi verebilmektedir.

Tani veya tedavi amach test yapilmasi:

1.  Yapilan test néroblastom 6n tanisi konmus hastalarindaki DNA ve/veya kromozom degisikliklerine yonelik olup sadece bu hastaliga
yonelik bilgi verir. Diger hastaliklarla ilgili herhangi bir bilgi veya fikir vermez.

2. Yapilan test ya da testler Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Miidiirliigii tarafindan desteklenen,
2007.KB.SAG.023 no’lu projeden finanse edilmekte olup, Tirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) N&roblastoma Protokoli
gercevesinde siirdiiriilmektedir. Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda
yapilmaktadir. Hasta érnekleri yalnizca bu protokole katilan birimlerden kabul edilmektedir.

3. SOz konusu proje bir arastirma projesi olup, klinik anlami olan sonuglar, hasta yarari birincil derecede gozetilmek tzere refere eden
hekime ve/veya hastaya aktarilacaktir.

4.  Bucalismada kar amaci giidiilmemektedir. Ornegi gonderilen higbir hastadan maddi bedel ya da bagis talep edilmemektedir.

5.  Biyolojik 6rnegin s6z konusu protokole katilan merkezlerden analizin yapildigi merkeze uygun kosullarda ve zamaninda aktarilmasi
konusunda proje ekibi sorumluluk tagimamaktadir.

6.  DNA ve/veya RNA analiz testleri i¢in hastadan biyolojik 6rnek (kan, kemik iligi, timor dokusu) almak gereklidir.

7. Ornegin yeterli olmadigi veya uygun kosullarda alinmadigi durumlarda sonug elde edilemeyebilir. Bu durumlarda yeniden ayni
veya farkli dokudan 6rnek alinmasi gerekebilir.

8.  Sonuglar genellikle 2-4 hafta iginde verilir. Bazi 6zel durumlarda bu siire daha uzun olabilir.

9.  Sonuglar hasta (veya hastanin belirledigi bir yakini) ve hastayi laboratuara refere eden hekim (veya onun tayin ettigi bir vekil)
disinda Uglincil sahislara kesinlikle aktariimaz.

10. Hastaya ait tiim kisisel ve tibbi bilgiler bir kayit numarasi altinda, yalnizca proje ¢alisanlari tarafindan erisilebilen bir veri tabaninda
saklanacaktir. Ugiincii sahislara (isyeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi) bu kayit numarasindaki érnegin kime ait oldugu
kesinlikle sdylenmeyecektir.

11. Sonucun normal ¢itkmis olmasi yapiimakta olan rutin kontroller ve tedavinin kesilmesi anlamini tasimamaktadir.

12. Laboratuara génderilen 6rnekten hekim tarafindan istenen tetkik yapildiktan sonra kalan érnekte;

a. Noroblastom tanisi almig hastalik ile ilgili, ayni hastalik veya rahatsizliga sahip kisilere yarar saglayacak ve igcinde bulundugum
tibbi durumun, temel biyolojik mekanizmalarina i1sik tutacak deneyimli ve konusunda uzman kisilerce yapilacak olan, insan
haysiyetini ve kimligini koruyan, biyoloji ve tibbin uygulanmasinda kisiler arasinda ayrim yapilmasina yol agmayan ve her tirli
diger hak ve 6zgurliiklerimi giivence altinda tutan molekiiler ve hiicresel diizeydeki temel arastirmalarda kullaniimasi,

Elde edilen bilgilerin tibbi gizlilik altinda korunacagi

c.  Hekimimin istedigi tetkik disinda arastirma amagli vermis oldugum bu ikinci izni istedigim zaman geri alabilecegimi, bu durumun
devam eden ve daha sonra devam edecek laboratuar testlerimi aksatmayacagi,

d.  Vermis oldugum 6rnegin dahil olacagi aragtirmalarin, genetik (kalitim) materyalinin kullanilacagi ¢alismalar olabilecegi,

e. Buarastirmalardan elde edilen verileri, adim ve kisisel bilgilerim kullaniilmadan hakemli bilimsel dergilerde Tirrkge veya baska
dillerde yayinlanabileceginin bilinciyle KABUL EDiYORUM.

Yukaridaki yaziyr okudum (veya sorumlu tarafindan bana okundu) ve anladim. Yazidaki tibbi terimler agiklanarak soru

sormak ve karar vermek icin yeterli siire tanindi. Bu bilgiler 1siginda benden/¢ocugumdan

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

Goniilliiniin (Velayet sahibinin)* Aciklama Yapan Sorumlunun
Adr: Adr:
Soyadi: Soyadi:
Tarih: Tarih:
Adres/Tel: Adres/Tel:
Imza: . Imza:
Olur Alma Isleminde Bagindan Sonuna Kadar Tamklik Eden Kurulus Gorevlisinin
Adi Soyadi, Unvani: Tarih: Imza:

*Hasta kiiciik ¢ocuk ise velayet sahibi belirtilecektir. Bu form bir sayfadir ve bir kopyasi hastaya/yakinina verilmistir.
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Etik Kurul Uyeleri
Prof.Dr.A.Arzu SAYINER
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Prof.Dr.Mustafa SECIL

| Dog.Dr.M.Hakan OZDEMIR
| Dog.Dr.Vesile OZTURK
Doc.Dr.Murat DUMAN
Dog.Dr.Giiven ASLAN

Dog Dr.Servet AKAR
Yard.Dog.Dr.Murat ORMEN
Ogr.Gér.Uzm.Dr.Ahmet Can BILGIN
Yunus KARSLI

Etik Kurul Selreteri
Jatice IGCI

DOKUZ EYLUL UINIVERSITESI TIP FAKTULTESI DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuzun 30 Temmuz 2009 tarih ve 22/18/2009 no.lu toplantisinda:
256/2009 Protokol numarahh Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Ogretim
Uyelerinden Dog.Dr.Oguz Altungdz’iin proje véneticisi ve Yitksek Lisans O grencisi
H.Onur Caflanin sorumlusu oldugu, “Neurcblastom olgularinda edinsel Phox2B
mutasyonlarinin saptanmasi ve tiimor davrams ile birhkteﬁgiui_n aragtiriimasy ”
isimli projenin uygulanmasinda etik agrdan sakinca yoktur,

Katilanlarin oy birligi ile karar verilmistir.
Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.
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Prof. Dr.A.Arzu SAYINER
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar
Etik Kurul Baskan:

Tel: 0232 412 22 54
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“Noroblastik tiimirlerdeki bilgesel DNA kopya sayisi degisikliklerinin,
allelik dengesiziiklerin tanimlanmasi ve Schwann hiicresi-Bndrablastik
| hiicre etkilesiminin hitere hatth modellerinde aragtinlmas:™ isimli projenin
uygulanmasinda etik agidan sakinca yoktur.

Katilanlarin oy birligi ile karara verilmistir.

Prof. Dr.Taner CAMSARI
Klinik ve Laboratuvar Arastirmalan

Etik Kurul Bagkam

Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin metin icinde bold karakter kullamiarak yapilmasi
projenin incelenmesi agisindan saflikli olacaktir

_

Tel: 0232 41222 54

82




DOKUZ EYLUL UNIVERSITES] TIP FAKULTESI
KLINIK VE LABORATUVAR ARASTIRMALARI ETiK KURULU

Tarih ve Sayi: 21.12.2004/198

Etik Kural Uveleri
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| Dog. Dr. Ugur MUNGAN

| Dog. Dv, Hiiray [SLEKEL
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Etik Kurul Sckreteri
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DOKUZ EYLUL UNiVERSITESI TIP FAKULYESI DEKANLIGINA,

Etik Kurulumuzun 21 Arahk 2004 tarih ve 15/17/04 no.lu toplantisinda, Tibbi

| Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah Ogrctim Uyelerinden Yard, Dog. Dr.

Oguz ALTUNGOZ iin sorumlu oldugu 565 protokol nolu “Kahtimsal ve Non-
Sendromik Isitme Kaybi Olgularin Aday Lobustardaki Mutosyonel Analizi”
isimi projenin hasta onam formunun hastanin anlavabilecedi bir dille yeniden
pdzden gecirilerek p terimlerinden uzak bir sekilde yazimas: perekli
goriimiigtir,

Oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve gere@ini arz ederim.

1 R P P

Prof. Dr. Mehmet ALAKAVUKLAR
Klinik ve Luboratuar Aragtirmalan
Eiik Kurul Bagkan:

Tel: 0232 412 22 54
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