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TESEKKUR

“Fitokimyasal Maddelerin Noroblastom ve Metastaptasiyeli Uzerine Etkileri”
baslikli doktora tez projemin gerceklériimesinde emgi gecen ve blytk katkl gayan sayin
hocalarim Prof. Dr. Nur OLGUN, Prof. Dr. Meral SAKII, Prof. Dr. Safiye AKTAS, dezerli
meslekdam Dog. Dr. Zekiye ALTUN’ave bana her zaman biuyuk destek olan aileme

tesekkUrlerimi sunarim.

Dog. Dr. DileKNCE
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Fitokimyasal Maddelerin Noroblastom ve Metastaz Painsiyeli Uzerine Etkileri
Dilek INCE, Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii
Dilek INCE, Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji Enstitiisiijthatpga Caddesi, NO: 1606,
Balgova IZMIR
OZET
Amagc: Noroblastom hiicre hatlarinda allicin ve resvetatroantitimoral etkisi ve sisplatinin
etkisini degistirici roli olup olmadginin; bu fitokimyasallarin metastaz skili genlerin
ekspresyonlari Gizerine etkisinin gtralmasidir.
Yontem: Kelly ve SH-SY5Y insan néroblastom hicre hatlarulldnildi. Gruplar:
Grupl:Kontrol, Grup2:Sisplatin, Grup3:Allicin, GrdfResveratrol, Grup5:Sisplatin+Allicin,
Grup6:Sisplatin+Resveratrol. Ajanlarin sitotoksitkiei MTT ve LDH yontemiyle, apoptoz
TUNEL yontemiyle dgerlendirildi. 84 timdr metastaz geni ve DDX1 geksm@esyonlari RT-
PCR ile dgerlendirildi. Istatistiksel analizler tretici firmanin internett&CR analiz sayfasinda
yapildi. Mann Whitney U, Ki kare ve korelasyon amdtullanildi.
Bulgular: Allicin sitotoksisite, apoptoz yapmadi ve sispiati sitotoksik, apoptotik etkilerini de
degistirmedi. Resveratrol apoptoz yapmadi, dozgitd sitotoksisite yarattl; sisplatinin
sitotoksisitesini dgistirmedi, apoptotik etkisini azalttKELLY: Grup 3/4/5/6’'da ekspresyonlari
en fazla artan ortak genler: CCL7, CDH1, CTSL1, BT¥XYD5, KISS1R, HTATIP2, IL1B,
IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYCMYCL1, SYK, TIMP4,
TRPM1, TNFSF10. Grup 2/3/4/5/6'da RB1 ve DENBkat azaldi. Grup4'de DDX1, nm23-H1
artti, nm23-H2 azaldi; grup 5de nm23-H1 ar®H-SY5Y: Grup 3/5'de KISS1, TNFSF10,
MMP10, TRPM1, IGF1l, MMP13, MMP7, ayrica grup 3'deM@3, CCL7, TIMP4, ITGA7
>100kat azaldi. Grup 4/6'da MET, KISS1, IGF1, TNSFMMP10, CXCL12, MMP13, MMP7,
MMP3, CDH6, CCL7, TRPM1, CTSL1, FXYD5, HPSE, HTATPIL1B, IL8RB, KISSI1R,
TIMP4 >100kat azaldi. Grup 2/3/4/5/6’da PNN, gru@DENR >3kat artti. Grup 3/4/5/6’da
DDX1 arttl, nm23-H1 azaldi, grup 2’de DDX1, nm23-Ei2tI.
Sonugc: Bulgularimiz allicin ve resveratrolin ¢ok sayidatastaz geninde ¢ok yonlu etkilenmeye
neden oldgunu go6sternstir. Bu balamda ndroblastomda bu fitokimyasallarin kemoterapi

beraberinde veya tekli kullaniminin uygun olngaadi, sorgulanmasi gerektidistnulmuatar.

Anahtar Sozcikler: Noroblastom, Metastaz, Sisplatin, Allicin, Resvesht



Effects of Phytochemicals on Neuroblastoma and Mes#atic Potential
Dilek INCE, Dokuz Eylul University Institute of Oncology
Dilek INCE, Dokuz Eyliil University Institute of Oncologylithatpaa Caddesi, NO: 1606,
Balcova — IZMIR
ABSTRACT
Objective: To explore antitumoral effects of allicin, resveost their changing effects on
cisplatin; and effect of these phytochemicals om élxpression of metastasis related genes in
neuroblastoma cell lines.
Method: Kelly and SH-SY5Y human neuroblastoma cell lineerev used. Groups:
Groupl:Control, Group2:Cisplatin, Group3:Allicin, réaip4:Resveratrol,
Group5:Cisplatin+Allicin, Group6:Cisplatin+tResvardt Cytotoxic effects of agents were
assessed MTT and LDH assays, apoptosis was desztropn TUNEL. DDX1 and 84 custom
array genes of tumor metastasis were determineRTPCR. Expressions were calculated at
manufacturer’s online PCR expression analysis piigen-Whitney-U, chi-square, correlation
analysis were used.
Results: Allicin didn’t cause cytotoxicity, apoptosis, algsbdn’t change cytotoxic, apoptotic
effects of cisplatin. Resveratrol didn’t cause dpes, however cause cytotoxicity. Cytotoxic
effect of cisplatin didn’t change, but apoptotideet of cisplatin diminished by resveratrol.
KELLY: Groups3/4/5/6: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, I98R, HTATIPZ2, IL1B,
IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYCMYCL1, SYK, TIMP4,
TRPM1, TNFSF10 expressions increased. Groups2/8/4RB1, DENR expressions decreased.
Group4: DDX1, nm23-H1 increased, nm23-H2 decreas€doup5 nm23-H1 increase®H-
SY5Y: Groups3/5: KISS1, TNFSF10, MMP10, TRPM1, IGF1, MM8P MMP7, additionally
MMP3, CCL7, TIMP4, ITGA7 expressions decreased ioug3. Groups4/6: MET, KISS1,
IGF1, TNSF10, MMP10, CXCL12, MMP13, MMP7, MMP3, CBHCCL7, TRPM1, CTSL1,
FXYD5, HPSE, HTATIP2, IL1B, IL8RB, KISS1R, TIMP4 pxressions decreased.
Groups2/3/4/5/6: PNN, Group4: DENR expressionseiased. Groups3/4/5/6: DDX1 increased,
nm23-H1 decreased; in group2 DDX1, nm23-H2 increéase
Conclusion: Our findings indicate allicin, resveratrol havesadile impacts on metastatic genes.
Administration of these phytochemicals with or withh chemoteharpy are not appropriate and

should be questioned in neuroblastoma.

Key Words: Neuroblastoma, Metastasis, Cisplatin, Allicin, Rersirol.



1. Giris ve Amac

1.1.Cocukluk ¢g1 néroblastomunda tedavi planlamasinin 6nemi:

Noroblastom (NB), sempatik sinir sisteminin prifhtidral krest orjinli embriyonel bir
tumord olup cocukluk ganin en sik kanlasilan ekstrakraniyal solid tumoéruadir (1-4).
Noroblastom biyolojik davragive dolayisiyla klinik ve prognoz acisindan colgigleenlikler
gostermektedir. Klinik yelpazenin bir ucunda kergiiden gerileyebilen néroblastomlu hastalar
var iken, dger ucta tedaviye direncli, ilerleyici ve yaygin tadsli, relapslarla giden, son
donemde 6lumcil olabilen néroblastomlu hastalaarig s6z konusudur (1-3). Noroblastom
tedavisi planlanirken hastaninsyaNB evresi, tumorin histopatolojik 6zellikleri H{nada
patolojik siniflamasi), timorin molekuler genetikzebikleri (MYCN amplifikasyonu, 1p
delesyonu, 11q kazanimi v.b.) ve tumoérin DNA @eiDNA ploidisi) dikkate alinarak bir risk
siniflamasi yapilmakta ve risk grubuna uygun tegdéwvitemi secilmektedir (1-3). Genel olarak
bir yasindan kucuk, bdlgesel hastalikli olgular iyi progtik molekiler 6zellikler tarken; 1
yasindan buyuk olgular agresif klinik gidi, metastatik hastalikl olup kotl prognostik
molekiler ozellikler gostermektedir. Bu ikinci gtapbglangicta kemoterapi yaniti iyi olsa da
cogu hastada zamanla relapslar ve ila¢ direnckgelktedir. Pek cok merkezde, néroblastomun
farkl biyolojik davrangini aydinlatmaya ve @esik tedavi arawlarina yonelik cakimalar devam

etmektedir.
1.2. Arastirmanin amaci:

Bu calsmada NB icin koti prognostik 6nemi net olarak EhNMYCN amlifikasyonu
olan (Kelly) ve olmayan (SH-SY5Y) insan NB hicretlaanda, allicin ve resveratrolin
antitiimoral etkisi olup olmaginin ve metastaz gkili genler tzerindeki etkisinin agariimasi;
ayrica noroblastom tedavisinde etkin dgldubilinen klasik kemoterapétik ajanlardan biri olan
sisplatin varlginda allicin ve resveratroliin antitimaoral etkiyigdgirici rolt olup olmadginin,

metastaz ikkili genler Gzerindeki etkisinin gerlendirilmesi amaclanrtir.
1.3. Arastirmanin hipotezleri:

Resveratrol ve allicinin néroblastomda metastgtdtansiyel ile ilgkisi simdiye dek
calisiimamstir. Bu fitokimyasallarin néroblastomda gerek tedglérina gerekse kemoterapotik
ajanlar varlginda antitimoral etki ve metastazskiii genler Uzerinde etkili olduklarinin
gosterilmesi halinde alinan sonuclar, NB tedavisifitbkimyasallarin tedavi protokolleri iginde
yerinin tartgilmasini gindeme getirebilecektir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Noroblastom

Noroblastom sempatik sinir sisteminin noral kreSkenli, ilgin¢ biyolojik davram ile
dikkat ceken embriyonel timoéradir. NoOroblastom weslahastanin yg@, hastalgin evresi,
tumorun patolojik oOzellikleri, timorin MYCN amplif@syonu ve DNA ploidisi gbz o6nine
alinarak yapilan risk siniflamasina gére belirlekiadir. ileri evre hastalikta yun protokoller
ve alternatif tedavi yakfamlarina rgmen iki yillik hastaliksiz y@am %30 — 40’ lara ancak
ulasmaktadir. Bu nedenle timdrin biyolojik daviana yonelik argtirmalar sirmekte, farkh
protokoller gelgtiriimeye calgiimaktadir (1-3). Turkiye Ulusal Pediatrik Kanseayt sistemi
verilerine gore <19 yatim c¢ocukluk ¢cgi malignansileri icinde sempatik sinir sistemi tined
2002 — 2005 yillarinda %10,6 ile dordiinct siradaamaktadir (4). Ulkemizde cocukluk ga
noroblastomunun tedavisi konusunda ilk ¢cok merkedisma 1992'de yapilngi ve bu
calismanin sonugclari alindiktan sonra 2003 yilinda uldsa tedavi protokoll gegtirilerek
uygulanmaya bganmstir (5, 6). Bu ulusal tedavi protokolinin daha dalestiriimesi,
ilerletilmesi konusunda cabalar devam etmektedir.

Noroblastomda cerrahi, kemoterapi ve radyoterapmagan ¢oklu bir tedavi yakiami
uygulanmaktadir. Cerrahi tanisal ve tedavi amacl uygulanmaktadir. Primerahi girgim;
tani, tumor evrelemesi ve tumorin cikariimasi igin@Gecikmi cerrahi ya da ikinci baki
cerrahi girgsimler; kemoterapi +/- radyoterapi sonrasi geridukalimor kitlesinin cikariimasi ve
tedavi yanitinin belirlenmesi icindir. Evre 4S1dda tedavi amacl en uygun cerrahi yakia
gross total timor rezeksiyondur. Ancak morbiditeaymamak onemlidir. St coculgu
doneminde gecikmicerrahi karari komplikasyon oranlarini azaltmaktademoterapi;distk,
orta risk grubunda olup yesgien 6zelligi nedeni ile cerrahi morbidite olabilecek durumies
yuksek riskte ilk secenektir. Glinimuize sala deneyimler sisplatin (CDDP), siklofosfamid
(CYC), doksorubisin (Doxo) ve epipodofilotoksin (MB) gruplarinin ilk segcenek olmasi
gerektgine isaret etmektedir. Son yillarda kamptotesin analogidan topotekan- irinotekan
ozellikle relaps hastalarda etkin ofgugosterilen kemoterapotik ajanlardanddame tedavide;
amag geride kalan minimal reziduel hagialieradikasyonudur. 13- cis retinoik asit (13-cB)R
diferansiye edici ajanlar, Anti GD monoklonal antikorlar, tek kaa veya kombine olarak
kullanilabilecgi gibi 1L, ile kombine edilebilir. Radyoterapi; néroblastoma oldukca
radyosensitif bir tGmordir. Bolgesel hastall kontrolinde radyoterapi planlanmaktadir.
Radyoterapi uygulama karari ve dozu; hastangn y@mor lokalizasyonu ve geride kalan timor
hacmine gore dgsir.



Ne vyazik ki noroblastomlu hastalarin yarisindaazldsi tani aninda metastatik
hastaliklidir (6). Multimodal tedavi uygulamalarirggmen genel ygam ve olaysiz yam hizlari
yuksek risk grubu noroblastomda oldukcasiddtr (%20-30). Noroblastomda tumorin
molekiler genetik 0Ozellikleri, Kklinik gidi ve tedavi yaniti Gzerinde etkilidir (1-3, 5-7).
Noroblastomda ko6t prognostik 6zellikler: bir syadan buyik olmasi, ileri evre hastalikli
olmasi, Uluslararasi Noroblastom Patoloji Siniflam@NPC) ile dgerlendirmede Shimada
histopatolojisinin k6t 6zellikte olmasi, DNA ploghin diploid karakterde olmasi ve timorin
bazi molekiler genetik o6zellikleri (MYCN amplifikgsnu, dengesiz 17q kazanimi, 1p
delesyonu, 119 delesyonu, 3p delesyonu, 4p, 9p,1Btpdelesyonlari, tirozin kinaz reseptor - B
[TRK B] ekspresyonu) olup, prognostik faktorlerilibemeye yonelik caymalar halen devam
etmektedir.

MYCN geni amplifikasyonu Bamsiz prognostik faktor olarak cok gucludir. MYCN
geni 2. kromozomun kisa kolunun distalinde 2p24italinda yerlgr ve 10 kopyanin Uzerinde
olmasi genomik amplifikasyon olarak kabul ediimelte(1-3). MYCN amplifikasyonu
prevalansi %20-25 olup, agresif timor ve koétu poagile iliskilidir (1-3). Dusuk evrel
infantlar da dahil olmak Uzere ileri evreli hagstalkéti klinik seyir, kot prognoz, hizh timor
progresyonu ve Yyuksek relaps riski ileskilidir. Genellikle MYCN ekspresyonu ve MYCN
amplifikasyonu birbiriyle koreledir. Ancak MYCN ariftkasyonu yok iken, yiuksek MYCN
ekspresyonu vaglinin prognostik olup olmagh tartsmalidir, sonuclar cedkilidir (1). Belki de
bu artmg ekspresyon MYCN mRNA ve MYCN protein yikiminda borundan kaynaklaniyor
olabilir. MYCN geni amplifikasyonu Amerika Birjgk Devletleri, Avrupa ve Japonya’ da tedavi
kolu seciminde kullaniimaktadir. Ulkemizdeki ulusabroblastom tedavi protokoliinde de
MYCN amplifikasyonu risk grubunu ve tedavi kolunelidemede kullaniimaktadir (6).

2p24 lokusu genibir boélgedir ve MYCN dyinda baka genleri de icermektedir Ki
bunlardan biri de DDX1 (Dead box protein) geniddDX1 geni olasilikla RNA helikazi
kodlamakta ve pek c¢ok hicresel surecte rol almakteBu genin kodlagns DEAD box
proteininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekteddagilim paternine gére bu ailenin bazi
Uyelerinin embriyogenez, spermatogenez ve hicrdsglime, bolinme de rol afidl
disunulmektedir. Retinoblastom ve ndroektodermal k&yndokularda ylksek transkripsiyonu
gosterilmitir. Noroblastom hucre hatlarinda ve primer néretden dokularinda DDX1 geninin
MYCN geni ile koamplifikasyonu gosterilgtir ve kotu prognoz ile ikkili oldugu 6ne
suralmitar (8-16). DDX1 geninin MYCN ile koamplifikasyontalinde Klinik gidsin daha iyi
oldugu yoninde sonuclar bulunsa daglsdim Uzerine etkiler konusunda sonuclar gelidir
(17 — 24).



Metastaz baskilayici genler (metastasis supregeoes), tumoér baskilayici genlerin
aksine primer tumorin buydmesini etkilemeksizin as@tik yayilmi  kontrol etme
kapasitesindedir (25). NM23-H1 (bir géir adiyla NME1) geninin Urdnd, insan nikleozid
difosfat kinaz A (NDPK); NM23-H2 geninin Urlnd, s nikleozid difosfat kinaz B (NDPK)
olup bunlar metastaz baskilayici proteinlerdir. N&@ invaziv migrasyonu inhibe egti bu
nedenle de metastatik yayilimin erken dénemleribdemli old@gu ditundlmektedir (25).
Metastaz baskilayici genlerin ilki olan NM23 1988nda tanimlanngtir, sonrasinda pek ¢ok
tumor kohortunda calilmis ve celgkili sonuclar alinmgtir (25). Meme, kolon ve karggr
kanseri gibi epiteliyal timdrlerde NM23 geninin bag ekspresyonu metastaz ve kotu klinik
prognoz ile ilgkili bulunmustur (25). Ancak NB ve hematolojik malignitelerdetras, NM23
ekspresyonu daha agresif hastaliklakili bulunmuwstur (25-30). MYCN amplifikasyonu ile
nm23-H1 ve nm23-H2 genlerinin mMRNA ve protein eksgonlarinin korele oldgu
gosterilmitir. Kot gidisli (unfavourable) NB timérigenezisinde her ikisinde major rol
oynadiklari 6ne surilnsgtiir (26). MYCN amplifikasyonu olan Evre 3, 4 NBdamorde artny
pl9/nm23 proteini agresif tumor ile skili bulunmustur (27). NBda 17q kazanimi olanlarda
nm23-H1 ve nm23-H2 ekspresyonlarinin da grttve bunun da Nm23-H1 genomik
amplifikasyonu, timoérde artgiinm23 RNA ekspresyonu ve azagmsgzkalim ile iligkili
bulunmutur (28).

2.2.Metastaz iligkili genler

Kanser hicresinin metastaz fenotipini belirlemddegirup genin roll vardir; “metastaz
tesvik edici” (metastasis promoters) genler (31, 32 %metastaz baskilayici” (metastasis
supressors) genler (33, 34). Bu genler sadece taekasiliskili olmayip hicrenin normal
fizyolojik islevsel sureclerinde de rol almaktadirlar. (Ginemetastaz baskilayici gen olan
KAI1/CD82’'in NB’da bulunmadil ya da diik seviyede eksprese edgdgosterilmitir (35).

Intravazasyon: Primer timor buyldikten sonra metagia vaskiler ya da lenfatik
dolasima gecmesi gerekir. Bunun icin de tumor hucrestilnadmali, ekstraselliler matriksi
sindirmelidir. Proteaz aileleri, 6zgin olarak datnka metalloproteazlar (MMP) intravazasyon
ile en iligkili olanlardir. Matrix metalloproteazlar ekstrasgtr matriks proteinlerini yikan
proteazlardir. Kollegenaz olarak bilinen bu enziitesa tyelerinin ekspresyonlarinin NB’da
arttig1 gosterilmstir (36).

Dolasima kargan metastatik kanser hucresi herhangi bir subs&raemasi olmamasina
karsin yssamaya devam eder ve oOlume direng gosterir ki bwikdsi olarak adlandirilir.

Kanserli hiicrede anoikisi inhibe eden proteinleasarda galectin-3, MTA-1, fokal adhezyon



kinaz (FAK), integrin ailesi Uyeleri, CEA ve TRKBagllabilir (37). Bunlardan TRKB NB’da
kotu prognoz ile ikkili bulunmustur (38, 39).

Dolasimda ilerleyen kanser hicresinin iksekilde uzak organlarda yestesi
disunulmektedir. Birisi kiicik damar limeninde hicresikismasi ve orada takili kalmasi;
digeri reseptérle yonlendirilen bir gki sonucu kanser hicresinin konak vaskiler yapida
Integrin ile endotel bazal membraninin bir gei olan laminin V ilkisi tumor adherensinde
onemlidir (37). Kemokinler de tumor hicresinin etede adhezyonunu etkilemektedir (37).

Kanser hicresinin metastaz ygptiuzak bir bolgede ywamaya devam etmesi
mikrogevresiyle ilgkilidir ki, integrinler, adhezyon molekilleri, kerkimler, kemokin
reseptorleri ve gier unsurlar rol oynamaktadintegrinler, heterodimerik transmembran hiicre
yuzey glikoproteinlerinin olgturdusu gensg bir ailedir. Ekstraselliler matriks proteinleriing
reseptor gorevleri vardir. Hicre adhezyonu, migvasgy hiicre iskeleti, anjiogenez, hicrenin
yasami, proliferasyonu ve diferansiasyonunda rol alirl16 farkli alfa ve 8 beta zinciri
tanimlanmgtir. Ozellikle alfa V integrinler pek ¢ok ekstrasiér matriks proteini ile birlgebilir.
Hucresel adhezyon molekulleri (CAMgjansmembran glikoproteinlerdir ve kaynaklandiklar
dokuya gore isimlendirilirler. Noéral-CAM (N-CAM), d&sinoembriyonik antijen (C-CAM veya
CEA), karacger-CAM (L-CAM), vaskiler endoteliyal (V-CAM) ve istselliler adhezyon
molekdlleri (I-CAM). CD44 de bir hicre yilizey glikageinidir ve htcre-htcre, hiicre-substrat
ili skisini hizlandirir. CD44’Un iyi gidili (favourable) NB genlerinden olg@u disiniimekte ve
metastaz ve progresyonda roli olan bu hiicre adhemyekulinin uluslar arasi NB patoloji
siniflamasinda (INPC) yer almasi onerilmektedir)(40D44 diguk ekspresyonu ve NM23
artmg ekspresyonu metastazlasklli bulunmustur (29). Kadherinler hicresel etkitaeyi
kalsiyum bgimli olarak diizenleyen transmembran glikoproteditetKadherinler de CAM lar
gibi dokuya 6zel ekspresyon paterni gostermektegtir.cok calilan epiteliyal kadherinlerdir
(E-cadherinler) (37).

Tumorin biyumesi ve metastazinda anjiogenez analtaroynamaktadir. TUmor
kaynakli buyume faktorleri endoteliyal hiicreleri eadoteliyal progenitorleri aktive eder ve
tumor bolgesinde yeni kapillerler glur. Anjiopoietinler, vaskiler endoteliyal bUytmekiiara,
trombospondin, interlokin 8, kemokinler, trombo&iaynakli buyime faktorleri, epidermal
blylume faktord, insilin benzeri biyume faktor,ibdbroblast buyime faktorl, anjiogenin,
p53, bax, bcl-2, TGF-beta, alfaV beta 3, matriksath@proteinleri anjiogenez ikili faktorlerdir
(37).



2.3. Fitokimyasallar

2.3.1. Resveratrol: Resveratrol toksik olmayan polifenolik fitoostrogen Trans-
resveratrol formu daha stabildir. Resveratrol kmmitzimun kabgunda yiksek
konsantrasyonda  bulunmaktadir.  Antioksidan, aréimfatuar, antikanserojen ve
kardiyoprotektif etkileri vardir. Noron koruyucukderi gosterilmitir.

Dai ve ark (41) insan mezenkimal kok htcrelerinioliferasyonunda resveratroliin
stimilator etkisini ve bu etkinin doz gianli oldugunu gosternsierdir. Bu da spesifik terapotik
etkileri icin daha onceden doz gahalarinin gereksinimini ortaya koymaktadir. Serbest
radikalleri ba&ladigina ve apoptozu doza genli indikleyip/inhibe etfiine dair cakmalar
vardir. Resveratrol intraselliler bircok molekutkikemektedir ( 42-45).

Resveratrolin kardiyoprotektif etkisinde, kardiyhksara neden olan reaktif oksijen
turlerini (ROS) baskilagi, oksidatif stresi ve bir anlamda apoptozu engeélle ileri
surulmektedir. Resveratrolin sisplatineglbakardiyak toksisiteyi engellegine dair in vitro
calsmalar da mevcuttur (42, 43). Ayrica inflamasyondal oynayan proinflamatuvar
mediatorleri inhibe etdi ileri sirtlmektedir. Hipoksiye kar néroprotektif etkiye (antioksidatif
Ozellikleri ile) sahip oldgu bildirilmistir ( 42, 45).

Resveratrol anti-kanser, anti-inflamatuvar, antiimobiyal, néroprotektif etkileri olan
dogal bir bilesendir. 1999 yilindan itibaren NB’da resveratroligitke dair yapilmy az sayida
calisma bulunmaktadir. Kemoterapotik dozlarda siniksisitesi olan dgal bitkisel bir Grinddr.
In vitro NB hucrelerinin canhfiini %70-90 azaltfy saptanmytir (46). Noroblastom fare
ksenograft modelleri ve insan NB hticre hatlarirekveratroliin tumoér bluylmesini etkiekilde
Onledigi ve mitokondri intrensik apoptotik yolu Gzerind&imor hicre oliumine neden offlu
gosterilmitir (46). Ancak resveratrolin metastaz potansiyekrine etkisi sorgulanmastr.
Glutatyon Gzerinden serbest radikalleri azaltmakt#di7, 48). Ksenograft fare néroblastom
modellerinde resveratrolin timordeki buylimeyi 6rgedosterilmitir, ancak resveratrol hizla
metabolize olmaktadir (49).

MYCN amplifiye NB hicre hatlarinda resveratroliinzdee uygulama stresine ga
olarak hicre canlgni azalttgl, hicre dongisunid durdurglu ve apoptozu induklegii
gosterilmitir. Once gegici olarak p53 ekspresyonunung@rtp53’in nikleer translokasyonunun
induklendgi ve takiben p21(WAF-1/CIP-1) ve Bax ekspresyonumuatiklendgi goralmistir
(50). N6ro2a NB hucrelerinde resveratrolin belirgitotoksisite yarat#i, apoptozu arttirgh ve
p21 down regulasyonu, siklinE apregulasyonu sonda&umicrelerin S fazinda biriti
gosterilmitir. Ayrica NBIlu farelerde resveratrolin antitimioetkisi de gdosterilngtir (51).

Noroblastomlu farelerde imminoterapi beraberindaciibdlgesine resveratrol ejeksiyonunun



antitimoral etkiyi arttirdyl gosterilmgtir (52). Rat B103 NB hicrelerinde antiprolifefatie
sitotoksik etkinin mekanizmasi incelergnimitokondri iliskili intrinsik kaspaz bgimli yolun
aktivasyonu ile gercelgagi gosterilmitir (53).

Bu calsmalarda resveratrolin anti-timdral ve apoptozu kiegjici etkileri gosterilmgtir.
Ancak resveratroliin NBda metastatik gen ekspresymauine etkilerini ardiran bir calgmaya
bugiine dek literattirde rastlanmatmi

2.3.2. Allicin: Allicin bitkisel kokenli sarimsak etken maddesidimtineoplastik etkisi
Uzerine bazi kanitlar vardir (54 — 56). Sarims#kereimaddesi silfid tirevi maddelerin apoptoz
Uzerinden etki etgini gosteren ¢cagmalar vardir (57, 58, 59). Sarimsak gespektrumda pek
cok hastafia kagl etkilidir. Son 20 yilda sarimsak esasen kalp-dahestaliklarn ve kanser
alanlarinda cajilmaktadir. Sarimsak bgenlerinin antitimoral ve sitotoksik etki gostedidin
vitro ve hayvan deneylerinde gosterigtni (60-62). Pre-klinik ve klinik casmalar immin
sistemi nonspesifik olarak stimule gttii ve antitimoral etki gedtigini gbstermgtir. Sarimsgin
organik alliylstlfur komponentleri (esasen allicihiyolojik aktiviteyi yonlendirici etki
gostermektedir. Bu biggklerin biyolojik aktiviteleri bunlarin sdlftr grdarinin modifikasyonu
ve antioksidan 6zellikleriyle gkili olabilir. Taze ezilm§ sarimsaktaki en iyi bilinen biyolojik
aktif komponent allicindir (diallyl thiosulfinate)Butunligli bozulmamy sarimsak allicin
icermez, bunun kokusuz 6ncusu olan alliin (S-adlhdysteine sulfoxide) icerir. Alliin, pridoksal
5V-fosfat - b&mli bir enzim olan allinase (alliin lyase; EC 444) ile allicin, piruvat ve
ammonia ya dongmektedir ki bu enzim sarimsak siirindeki hicrelerde bulunmaktadir.
Sarimsak ezilgiinde alliin ile enzim kanlasir ve reaksiyon gerceki.

Allicin, serbest tiyol gruplariyla hizla reaksiyogaer ve biyolojik membranlari kolayca
penetre eder (63, 64). Bu nedenle enjeksiyon sptdsa¢c dakika icinde dojamdan hizla
kaybolur (63, 64). Bu nedenledir ki Allicinin poteantibiyotik ve sitotoksik etkileri ancak
invitro kosullarda gosterilebilnstir (65). Sarims@n major biyoaktif Grtnt allicindir. Farkl
kanserlerde allicin etkisi callmistir ancak NB hicre hatlarinda yapiimbir argtirmaya
Ingilizce literatiirde rastlanmaghr. Hepatoselliller karsinom, HepG2 hiicrelerindéicial
uygulamasinin p53 ikili otofajiyi indukledigi, hiicre canligini inhibe ettgi gosterilmitir.
Ayrica sitoplazmik p53, PI3BK/mTOR sinyal yolu ve [Bc dizeylerini azaltfi AMPK/TSC2
ekspresyonu ve Beclin-1 sinyal yolunun indukigdjosteriimitir (66). Insan glioblastoma
U87MG hucrelerinde allicinin doz ve zamangbali olarak hiicre canlgini apoptoz yoluyla
inhibe ettgi gosterilmitir. Apoptozun mitokondriyal yol Bcl-2/Bax, MAPK/BRsinyal yolu ve
antioksidan enzim sistemi Uzerinden gercgige gosterilmitir (67). Murin T lenfositlerde (EL-

4) allicinin konsantrasyon Kanml olarak hicre proliferasyonunu inhibe gttiapoptozu



indukledigi ve kaspaz3, kaspazl2, sitokrom-c ekspresyonumiveakttisi, Bax/Bcl-2 oranini
arttirdgl gosterilmgtir (68). Mide ve kolon kanserinde allicinin apopto indukledgi
gOsterilmitir (69, 70). Mide SGC-7901 hicrelerinde allicinskaz 3, 8 ve 9 aktivitelerini
indukleyerek apoptozu indiklemektedir ki Fas, feAgkl, p53, ve JNK dizeylerinde artma,
mitokondriyal membran potansiyellerinde azalma uaumn sonucunda sitokrom-c salinimi, pro-
kaspaz 9 ve kaspaz 3’Un ayrilmasina neden olmak&b).

Antiproliferatif, antikarsinojenik ve apoptozu iikleyici dzellikleri olan allicin ile NB
hiicre hatlarinda yapilmbir aragtirmayaingilizce literatiirde rastlanmastr. Ancak 2003-2012
yillari arasinda yine sarimsak derivesi olan veicAlin yikilmasiyla ortaya cikan diallyl
disulfide (DADS) ile NB hiicre hatlarinda yapiihirkac aratirma bulunmaktadiinsan malign
NB SH-SY5Y hicrelerinde diallyl sulfide (DAS) vealyl disulfide (DADS) kullaniminin
antiapoptotik aktiviteleri baskilagl, kalpain ve intrinsik kaspaz kaskadini indukleyer
apoptoza yol agh gosterilmitir (58). No6roblastom SH-SY5Y hicrelerinde DADS
uygulanmasinin hicre dongusunid G2/M fazinda dutgurdve mitokondriyal yolun
aktivasyonuyla (Bcl-2 down regilasyonu, sitozoldéolsiom c salinimi, kaspaz 9 ve 3
aktivasyonu) apoptozu induklgdigosterilmitir (59). Bir argtirmada SH-SY5Y hicrelerinde
diallyl disulfide (DADS) kullaniminin erken morfgike degisikliklere, hicre iskeleti
oksidasyonuna, mikrofilament rediksyonuna ve mikoGt depolimerizasyonuna neden agidu
gOsterilmitir (72).  Superoksitdismutaz enziminin argmekspresyonu, hicre iskeletinin
destabilize olmasinda superoksidin 6nemli rol oygad disindurmigtir. NoOroblastom
hiicrelerinde DADS ile yapilmicalsmalarin sonugclari da bu sayilanlarla sinirhdir.

Miron T ve ark. (73) yaptiklar ¢gmada alliinaz enzimini timar gkili yiizey antijenine
spesifik monoklonal antikor olan birstgiciya baglayip timor dokusuna yonlendirip ardindan da
dolasima alliin uygulamy ve timor dokusu duzeyinde alliinin, allinaz engjl@ reaksiyonu
sonucu allicinin doku dizeyinde ghlaasini sglamsslardir. Bu tedavi yontemi antikorla
yonlendirilmis enzim 6n-ilag tedavisi (antibody-directed enzynredpug therapy (ADEPT))
olarak adlandiriimaktadir (74, 75). Bu yontemdenrgajpallicin ve 6ncult olan alliinin toksik
olmayan dgal Urtnler olmalaridir. Allicin ¢cok kisa yarilann@anrii olmasina kam ¢cok guclu
bir antikanser ajandir. Ek olarak ortaya cikan dRintrinler aliylmerkaptoglutatyon ve
aliyimerkaptosistein de antioksidan 6zellikte maikdrdir. Allicinin stabil olmadgl ve 6mrinin
kisa oldgu gosterilmgtir. Bu da kemoterapotik ajan olarak kullanim calpali bga ¢ikarmgtir.
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3. Gerec ve Yontem

3.1. Arastirmanin Tipi: Bu argtirma deneysel nitelikte bir agarmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani: Bu argtirma Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji
Enstitlisi Temel Onkoloji Anabilim Dali’'nda 2007 812 tarihleri arasinda yapilgtir.

3.3. Arastirma evreni ve orneklemi: Bu argtirma MYCN amplifikasyonu olan Kelly ve
MYCN amplifikasyonu olmayan SH-SY5Y NB hicre hatteta yapilmgtir. Arastirmanin
evreni ve drneklemi Kelly ve SH-SY5Y NB hicre dexidir.

3.4. Calsma materyali:

3.4.1. Hicre Kultiri: Insan NB SH-SY5Y (MYCN negatif) ve Kelly (MYCN poifit
olmak tizere iki hiicre hatti kullanildinsan NB SH-SY5Y (DMSZ, Almanya) hiicre hatti
Dulbecco’nun modifiye (Biochrom) ortami kullanilar@010 Fetal bovine serum, 2mM L-
glutamin, 100U/ml penisilin ve 100ug/ml streptomidavesi ile 37°C’'de, %5 CQ ve %95 nem
ortaminda kultire edildi.

Insan NB Kelly (DMSZ, Almanya) hiicre hatti RPMI 164®iochrom) ortami
kullanilarak %10 Fetal bovine serum, 2mM L-glutamiOOU/ml penisilin ve 100ug/mi
streptomisin ilavesi ile 37C’de, %5 CQ ve %95 nem ortaminda kulttre edildi.

Uretilen hiicreler yapilacak analizler icin 96 kuyliu plaklara 4.5 x 10yogunlugunda
ekildi. Belirlenen gruplara uygulanacak olan sisiplaallicin ve resveratroliin apoptotik etkisi
24. saatteggida belirtilen parametreler incelenerek belirlendi.

3.4.2. Kimyasallar:

Sisplatin . Sisplatin (Sigma) DMSO (dimetil sulfoksit) icindgdzulerek stok solusyon
3.3mM elde edildi. Daha sonra her galada ortamla dilie edilerek taze olarak kullanildi.
Resveratrol : Resveratrol (Sigma) %10 DMSO ile ¢ozuldikten aamntamla dilie edilerek O-
100 uM konsantrasyonda kullanildi.

Allicin . Allicin (Sigma) %10 etanol ¢6zuldikten sonra ortamla dédierek 0-100 M
konsantrasyonda kullanildi.

3.4.3. Deney Modeliinsan NB SH-SY5Y (MYCN negatif) ve Kelly (MYCN po#t
olmak Uzere iki hiicre hattinin her biri icigagida sayilan alti grup ogturuldu.

Grup 1: Kontrol (Medium)

Grup 2: Sisplatin (5, 7.5, 15, 20, 50, 75, 100) uygulamasi
Grup 3: Allicin (0.05, 1, 10, 25, 50, 75, 1) uygulamasi
Grup 4: Resveratrol (10, 25, 50, 75, 3{M) uygulamasi
Grup 5: Sisplatin + Allicin uygulamasi

Grup 6: Sisplatin +Resveratrol uygulamasi
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3.4.4. Sitotoksisitenin deerlendirilmesi: MTT yontemiyle bir hiicre topluundaki canli
hicrelerin orani kolorimetrik yontemle nicelikséhi@ak saptanabilmektedir (Mosmann T, 1983)
Hucre kulturlerinde sisplatin, allicin ve resveddiin hiicre ¢@almasini Onleyici etkisi 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2yl)-tetrazolyum 2,5-difeniltetrazaimbromid (MTT) (Sigma—Aldrich, USA)
yontemi ve LDH sitotoksisite kiti (Roche DiagnostiMannheim, Germany) ile gerlendirildi.
MTT yontemi sglam hucrelerde mitokondri iginde bulunan suksinahidrogenaz enzimin
aktivitesine bgli olarak MTT boyasinin tetrazolium halkasinin dagmasi ilkesine
dayanmaktadir. MTT yontemi kullanilarak 5-10M araligindaki konsantrasyonlarda Sisplatin
ile muamele edilen hicrelerin %50 oraninda canhii kaybettgi sisplatin konsantrasyonu
deneylerde kullanildi. Ayrica LDH (Roche) kiti #gtotoksisite dgerlendirmesi yapildi.

MTT Testi: MTT testi s&lam hicrelerde mitokondri iginde bulunan suksinat
dehidrogenaz enzimin aktivitesine gha olarak MTT boyasinin tetrazolium halkasinin
parcalanmasi ilkesine dayanmaktadir. Tetrazoliutkasanin parcalanmasi sonucu soluk sari
renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan drtnanendg@nektedir. Sonu¢ olarak canl ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamihtcreler mor renkte boyanmakta, 6li ya da mitokiond
fonksiyonu bozulmg hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hicrelerin  Mbdyasiyla
inkilbasyonu, presipite reaksiyon 0Grininin solubilizdilmesi ve reaksiyon drandndn
kolorimetrik olarak o6lcimi basamaklarindan sohaktadir. Ayrintili deney basamaklagu

sekildeydi:

1. 100 mg MTT (Sigma) maddesi 10 mL hacimde PB&de& ¢cOzilerek % 0.5'lik (10
mg/mL konsantrasyonda) stok MTT soltisyonu sterikaeanlik kgullarda hazirlandi. Soliisyon
0.22 um’lik filtre ile stzilerek debrisler uzaldarildi. Bu solisyon karanlik ortamda vétd
sicaklikta bir ay suresince saklandi ve gepghtie kullanildi.

2. Deneylerde herhangi bir toksik ya da koruyucanagklenmeyen kultir kallar
kontrol olarak kullanildi. 96 kuyucuklu kultir plakina ekilen ve désik toksik velya da
koruyucu ajanlarin dgsik dozlariyla kagilastirilan kiltirlere hedeflenen inkiibasyon siresinin
sonunda 1@l/kuyucuk hacimde MTT solusyonu eklendi.

3. Kultdr plaklar aliminyum folyo ile sarilarak % karbondioksidli nemli hava iceren
karbondioksid inkUbatorinde 32 sicaklikta 4 saat sureyle tutuldu.

4. EnklUbasyon siresinin sonunda faz-kontrast “be@&r mikroskop altinda canli
hiicrelerde mor renkte formazan kristallerininstigu, 610 hicrelerin ise boyanmgdsaptandi.

5. Kdltar plazl, plak rotoru kullanilarak 1250 rpm hizda 5 dakskaeyle santrifij edildi.
Santriftij sonrasi sipernatant atildi.
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6. Formazan kristallerini solubilize duruma getikmacin 6nceden hazirlangi
solubilizasyon soltiisyonu 10@/kuyucuk hacimde eklendi. Bu sollisyon isoproprahatinde
hazirlanmg 0.04 N HCI solisyonundan gluyordu ve oda sicakinda saklandi.

7. Kaltar plgsi ELISA plak okuyucusunda (Thermo, Instruments IWSA) konularak
absorbans derleri 550 nm dalga boyunda okutuldu. Referansalalgyu olarak 650 nm dalga
boyu kullanildi. Herhangi bir ajan eklenmeyen kohtkultirlerinden elde edilen absorbans
degerlerinin aritmetik ortalamasi % 100 olarak kabdildi. Degisik ajanlar eklenen kultir
kosullarindan elde edilen absorbansgelderinin herbiri ortalama kontrol absorbansseiene
oranlandi ve bu derin ylzdesi olarak gosterildi.

3.4.5. Apoptotik Hiicre Olumunun Saptanmaskiiicre kiilturlerinde sisplatin, allicin ve
resveratrolin apoptotik hiicre 6limi oranina etkisaptamak icin TUNEL (the terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)- mediated dUTék rend labeling) immunohistokimyasal
boyama yontemi kullanildi. Bu teknik icin DeadEndli@imetric TUNEL system Kkiti (G7130,
Promega, USA) kullanildi. Herbir hiicre hatti icitugar adet 25ctflaskta uretilen hiicrelere
ajan verilmeden, 5ml medium ic¢in hesaplanan dozdmlatin, allicin, resveratrol ve
kombinasyonlari verilerek 24 saat %5 £@@eren nemli ortamda 37°C de inkibe edildi.
Mediumlar uzaklgtirilip 4’er mL PBS (Phosphate buffer saline) ilddkika yikama yapilip PBS
uzaklgtirnldi. Hicre kaziyici ile hicreler kazindiktamsa polilizinli lamlara hiicre kaziyicinin
ucu ile yayma yapildi. Bu lamlar apoptoz gddina dek -20°C’ de saklandi. Kazinargedi
hiicreler, birer mililitre PBS eklenerek toplandbrL lik ependorf tiplere alindi. Sivi azot igine
hemen daldirihp 5 dakika tutuldu ve gen gallarinda kullaniimak tzere -80°C’ de saklandi.
Apoptoz calgmasi icin lamlar -20°C’ den cikarildi. Absolit athile 10 dakika fikse edildi.
Ardindan azalan derecede alkol serileri ile rehabgon sglanarak distile suda kedakika
bekletildi. Kesitler 15 dakika %4’luk paraformaldeite on dakika muamele edildikten sonra, 10
dakika 20-pg/mL proteinase K ile inktibe edildi vediadan tekrar ¢ defa {@ dakika tampon
solusyonu (PBS) ile yikandiikinci kez %4'luk paraformaldehit kedakika uygulanip
yikandiktan sonra, tampon solisyonu PBS ilg dakika yikanan kesitler TdT-enzimi
soliisyonu ile 37 de bir saat inkiibe edildi. Lamlara 20uL TdT dardektan sonra lamel ile
kapatildi ve nemli bir kutu icinde etlve konulduanipon solusyonu ile yikama yapildiktan
sonra endojen peroksidazini inhibe etmek amaciga dakika %3’lik HO, uygulandi.
Ardindan tampon solusyonu ile oda sicgikida on dakika yikanan kesitler anti-streptavidin-
peroksidaz enzimi ile 30 dakika inkiibe edildi. Tampsoltsyonu ile yikanan kesitler TUNEL
reaksiyonunun gorunurdiini saptamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) ilgamali. Distile

su ile yikandiktan sonra Mayer's hematoksilen it@alan boyamasi gnan kesitler %80 ve
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%95’lik alkollerde dehidratasyon ve 30 dakika ksilke seffaflastirma sleminden sonra entellan
ile kapatildi. Lamlarsik mikroskobunda x400 buylutmedegaelendirildi. On farkl alanda yuzer
hiicre sayildi. Herbir kal icin % apoptoz ortalamasi alindi.

3.4.6. PCR Array Analizi:Klltire NB hucrelerindenn vitro deney sonrasinda RNA
izolasyonu yapildi. Kiltiir hiicrelerinden total RNZolasyonu protokolii (1xfOhiicre icin
yaklasik 15ug RNA eldesi icinju sekilde uygulandi. Hicreler 200puL PBS icinde resiaspa
edildi. 400pL Lysis/Binding Buffer eklenip 15sn wekslendi. High pure filter tip kolleksiyon
tiplne takildi. Ornek Ustteki filtreli tlpe aktdnl 15sn 8000g’ de santrifiij yapildi. Fltreli tip
kolleksyon tUpunden cikarildi. Kolleksyon tiupindekvi uzaklatirildi ve ayni tipler tekrar
takildi. Ornek b@na 90uL DNAase inkilbasyon tamponu reaksiyon tigkhendi. 10uL DNA
ase | eklendi ve kagturildi. Bu kargim filtreli tipe ilave edildi. Oda sicakinda 15 dakika
inkiibe edildi. Filtreli tipe 500uL yikayici tampomrklendi ve 15sn 8000g’de santrifllj yapildi.
Alttaki kolleksiyon tliplinde toplanan sivi uzaflaldi. Ayni ttpler tekrar takildi. Filtreli tipe
500uL yikayict tampon Il eklendi ve 15sn 8000g’'dentsfilj yapildi. Alttaki kolleksiyon
tupunde toplanan sivi uzakiaildi. Ayni tipler tekrar takildi. 200pL yikayieampon 11 filtreli
tipe eklendi ve 2 dakika 13000g maksimum hizdaig@iegndi. Kolleksiyon tupu atildi. Filtreli
tip yeni bir steril 1.5 mL’lik mikrosantrifij tupien takildi. RNA elisyonu igin 50-100uL
elisyon tamponu filtreli tipe eklendi, 1 dakika 8Q@le santriflj yapildi. Elde edilmek istenen
RNA alttaki 1.5 mL’lik mikrosantrifij tipindeydi. |l#e edilen RNA RT-PCR c¢aimasinda
kullaniimak Gzere -80°C’de saklandi. RNA'nin saflve konsantrasyonu 260/280nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6lcim ile @lendirildi.

Complementary DNA (cDNA) sentezi termal cyclerd&igre edilerek cDNA elde edildi.
Complementary DNA (cDNA) sentezi icin RT2 First &td Kit kullanildi.25ng ile 5ug
arasindaki RNA bgangi¢ icin kullanildi. Sentez ikisamada yapildi. Birinci @mada RNA
ornesinden 2-8uL, GE (5xgDNA Eliminasyon tamponu) 2uL;CH6-0 pL oOrnek bana
miktarlar kullanilarak kagim hazirlandi. Hazirlanan kamn termal cyclerda 42°C’de 5 dakika
bekletildi, hemen ardindan buza alindi ve buzdakKika bekletildi.ikinci asamada BC3 (5x
revers transkriptaz tampon 3) 4uL, P2 (primer vetezkal kontrol kagimi) 1puL, RE3 (revers
transkriptaz enzim kanmi) 2uL, HO 3uL 6rnek b@na miktarlar kullanilarak kaym
hazirlandi. Bu kagim, buzda bekleyen ilk kgrmin icine eklendi. Termal cyclerda 42°C’de 15
dakika, 95°C’de 5 dakika tutuldu.

mRNA’sina 6zgul primerler (metastazskili 84 genin array olarak hazir ticari paketi,
SABiosciences, PAHS.028) ile RT-PCR array yapildt mRNA ekspresyon dgimleri
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kantitatif olarak dgerlendirildi. Calgilan bu genler sagida Tablol'de verilngtir. Ayrica DDX1
geni Real Time PCR ile ¢calimistir.

Tablol. RT-PCR ile cakilan 84 timor metastaz geni (SABiosciences, PAH$028

Hucre adhezyon genleri:

Hucre-hiicre adhezyonAPC, CD44, CDH1 (cadherin-1 / E-cadherin), CDHCDH6, FAT,
FXYD5, ITGA7, PNN, SYK, VEGF.

Transmembran reseptorl€@D44, ITGA7, ITGB3, RPSA (LAMR1).

Adhezyon ile ilskili diger genlerCTNNA1L, FN1, MCAM, MGAT5
(acetylglucosaminyltransferase V), MTSS1.

Ekstraselltler Matriks Proteinleri:

Matriks metalloproteinazlar (MMPMMP10, MMP11, MMP13, MMP2, MMP3, MMP7,
MMP9.

MMP inhibit6rleri: TIMP2, TIMP3, TIMP4.

Diger ekstraselluler matriks proteinleGOL4A2 (collageru2(1V)), HPSE (heparanase).
Hucre dongusu genleri:

Hucre dogusund kontrol eden genldRAS, IL1B, KRAS, TGFB1 (TGHB1), VEGFA.

Hicre dongusini negatif yonde kontrol eden geABC, BRMS1 (BrMS1), CDKN2A,
MTSS1, NF2, NME1, NME2, PTEN, RB1, TP53.

Hicre dongusinid durduran kontrol noktal@DKN2A, MYC (c-myc), RB1, TP53.
Hucre bilyumesi ve proliferasyonu genleri:

Hucre proliferasyonunu negatif yonde kontrol edenlgr: CDKN2A, CTBP1, GNRH1, IL1B,
MDM2, NF2, NME1, NME2, SSTR2.

Hucre proliferasyonunu pozitif yonde kontrol edemigr:IGF1, IL18, TSHR, VEGFA.

Buyume faktorleri ve hormonlaGNRH1, HGF (Scatter Factor), IGF1, TGFB1 (TBE),
VEGFA.

Sitokinler ve kemokinler€CCL7, CXCL12, I1L18, IL1B, TNFSF10.

ReseptorlerCXCR4, EPHB2, FGFR4, FLT4, KISS1R, IL8RB, MET, N&3} PLAUR (UPAR),
RORB, SSTR2, TSHR.

Bayumeyle ilskili diger genlerDENR, EWSR1, HRAS (c-hRas), MYC (c-myc), SET, SRE
src), SYK, TRPML.

Apoptosis genleri:
Apoptosis indiiksyonuHTATIP2, IL18, TIMP3, TNFSF10, TP53.
Anti-apoptosisHTATIP2, TGFBL1.
Apoptosis ile ilikili di ger genlerCXCRA4, IL1B.

Transkripsyon faktorleri ve regulatorleri:

Transkripsyon faktorleriETV4, HTATIP2, MTAL, MYC (c-myc), MYCL1, NME2, NRA3,
RB1, RORB, SMAD4, TCF20, TP53.

RequlatérlerCHD4, EWSR1, SMAD2.

Metastaz ile iligkili di ger genler: CST7, CTSK, CTSL1 (cathepsin L), CD82 (KAI1), KISS1
(KiSS-1), METAP2, NMEA4.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Bu argtirmada Kelly ve SH-SY5Y hiicre hatlarinda kontrollgu haricinde sisplatin,
allicin, resveratrol, allicint+sisplatin, resverdtrsisplatin uygulamalariyla kefarkli kosul
olusturulmustur. Deserlendirilen argtirma deiskenleri: sitotoksisite, apoptoz, DDX1 ve 84
tumor metastaz geninin (SABiosciences, PAHS028)relsyonlaridir.
3.6.Veri toplama araglart:

Arastirmada kullanilan alet ve malzemelerin listesageda verilmitir. Arastirmanin
verileri Dokuz Eylul Universitesi Sk Bilimleri Enstitlisii Argtirma Veri Kayit Defterine (Cilt
no: 0153) kaydedilnstir.

Kullanilan Aletler

1- Klas 2 kabinet (Cojair),

2- inktibator (Thermo),

3- Sivi azot tanki (MVE),

4-Buzdolabi (Beko)

5-Su banyosu (Nive)

6- Thermal Cycler cihazi (NYX Technic)
7- Inverted mikroskop (Olympus)

8- Real-Time PCR cihazi (Roche)

9- —80°C derin dondurucu

10- T80+UV/VIS Spektrofotometer cihazi (PG Instrunt)e

Kullanilan Malzeme Listesi:
Hilcre Hatlari (SH-SY5Y, KELLY) (DSMZ)
LDH, ( Roche)

MTT ( Roche)

TUNEL (Promega)
Proteinase K

L-Glutamin, (Biochrom)
RPMI 1640 (Biochrom)
Culture flask 25cm (Greiner)
Culture flask 75cm (Greiner)
Tripsin EDTA (Biochrom)
FBS (Biochemica)
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Penisilin/Streptomycin, (Biochemica)
Resveratrol (Sigma)

DMEM (Biochrom)

96 well plate (Grenier)

10 mL steril pipet (Grenier)

25 mL steril pipet (Grenier)

5 mL steril pipet (Grenier)

2 mL steril pipet (Grenier)

45 pM filtre (BD)

50 ml tip (Grenier)

22 uM filtre (BD)

15 ml tip (Grenier)

Cell scraper (steril) (Grenier)

PBS 500 mL (steril) (Biochrom)
Alkol (Sigma)

Lateks eldiven (pudrasiz)
Sterilizasyon Bandi

Pipet ucu mavi

Pipet ucu sari

2 ml'lik steril enjektor

5 ml'lik steril enjektor

20 ml'lik steril enjektor
Disinfection solution Pharmacidal (BO-GA Medikétkiibator dezenfektani.
Ameliyathane yer bandi

24 well plate

1.5 ml ependorf

Metastaz ilgkili gen PCR Array (SABioscience)
RNA izolasyon kiti (SABioscience)
cDNA sentez kiti(SABioscience)
Matrigel (BD)

Allicin (Biochemica)

Sterilizasyon bandi

Kriyotlp kutusu



3.7. Arastirma Plani ve Takvimi:

Proje Uc¢ yillik planlanngtir. ilk 6 ay, malzemelerin alinmasi; ikinci 6 ayda, mode
optimizasyonu; daha sonraki 12 aylik sirede inovideneylerin gercekdérilip analizlerinin
yapilmasi; bginci 6 aylik doénemde literaturlerin toplanmasi, gem gb6zden gegcirilmesi,
verilerin derlenmesi, sonuclarin istatistiksel anabe yorumlanmasi, altinci 6 aylik dénemde

yazilip yayin haline getiriimesi hedeflendi ve gedgstirildi.
3.8. Verilerin degerlendiriimesi:

Arastirma sonugclarinin istatistik analizi, SPSS iginndbws istatistik programinin 15.0
versiyonu kullanilarak yapildir. Mann Whitney U tteKi kare, korelasyon analizi kullanildi.
Gruplarin gen ekspresyonlari Grupl (kontrol gruibekasilastirildi, biyoinformatik analizler
www.sabiosciences.com’da PCR-Array-Data-AnalysishVWertalda yapildi.

3.9. Arastirmanin sinirhliklarr:

Butce ve zaman kisitlgi nedeniyle cagilan genlerin protein dizeyinde ekspresyonlarinin
degerlendirilememy olmasi argtirmanin sinirlilgidir.

3.10. Etik Kurul Onay!

Bu proje icin Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiliédinik ve Laboratuar Argtirmalari Etik
Kurulu'nun 07.01.2008/04 tarih ve sayih etik kurmhayr alinmgtir. Etik kurul onayinin bir
ornesi ektedir.
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4. Bulgular
4.1. Doz belirlenmesi ve sitotoksisite camalari
Kelly ve SH-SY5Y hcre dizileri icin 6 grup afturuldu.

Grup 1: Kontrol (Medium)

Grup 2: Sisplatin (5, 7.5, 15, 20, 50, 75, 108) uygulamasi

Grup 3: Allicin (0.05, 1, 10, 25, 50, 75, 1AM) uygulamasi

Grup 4: Resveratrol (10, 25, 50, 75, 3104@) uygulamasi

Grup 5: Sisplatin + Allicin uygulamasi

Grup 6: Sisplatin + Resveratrol uygulamasi

Calsmamizda kullanilacak optimum dozlari belirlemek rézéarkh dozlarda sisplatin,
allicin ve resveratrol uygulamalari yapilarak hiaenhligit MTT testi ve LDH testi ile
degerlendirildi. Sisplatin uygulanan hucrelerin %50amnda canlifiini kaybettgi sisplatin
konsantrasyonu (LD50) Kelly hiicre hatti icing®® , SH-SY5Y hiicre hatti iciit 5uM olarak
belirlendi ve deneylerde bu dozlar kullanildi. $asim ile birlikte uygulandiinda sisplatinin

LD50 sini bozmayan doz resveratrol icint@®, allicin icin 0.05uM bulundu.

4.1.1.Kelly hiicre hattinda Allicin uygulamasKelly hiicre hatlarinda Allicin 0.05, 1, 10, 25,
50, 75, 10QM dozlarda uygulanarak hicre cargilMTT ve LDH testleriyle dgerlendirildi.
Allicin’in artan dozlariyla sitotoksisitenin kontrgrubuna gére anlamli g@siklik yaratmadgi

goruldu. LDH testi sonuclari Tablo 2 gekil 1'de gosterilmtir.

Tablo 2. Kelly hiicre hattinda artan dozda allicin uygulamassitotoksisite Uzerine etkisi

Allicin Kontrol Allicin Allicin Allicin Allicin Allicin
uygulama dozu 0,05uM 1uM 5uM 10uM 50uM
%Sitotoksisite 18,21 10,69 11,30 11,90 12,90 13,50

KELLY

100
90
a0
70
60
50
40
30
20

ol m m W W

Kontro Allicin Allicin Allicin Allicin Allicin
0,05uMm 1um Sum 10um 50um

% Sitotoksisite

Sekil 1. Kelly hiicre hattinda artan dozda allicin uygulamassitotoksisite tzerine etkisi
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4.1.2. SH-SY5Y hucre hattinda Allicin uygulamas$H-SY5Y hiicre hatlarinda Allicin 0.05, 1,

10, 25, 50, 75, 1M dozlarda uygulanarak hicre cagihMTT ve LDH testleriyle

degerlendirildi. Allicin’in artan dozlariyla sitotoksitenin kontrol grubuna go6re anlamh
degisiklik yaratmadgi goruldi. LDH testi sonuclari Tablo 3 $ekil 2'de gosterilmtir.

Tablo 3 SH-SY5Y hicre hattinda artan dozda allicin uygulsumia sitotoksisite Uzerine etkisi

Allicin Kontrol Allicin Allicin Allicin Allicin Allicin
uygulama dozu 0,05uM 1uM 5uM 10uM 50uM
%Sitotoksisite 16,12 14,36 13,10 12,30 11,40 10,30
SHSY-5Y

100
[0
80
70
60
50
40
30
20
10

% Sitotoksisite

o I e Eae Bae e

Allicin
10um

Allicin
S50uM

Allicin
S5ulvi

Allicin
1uM

Allicin
0,05um

Kontrol

Sekil 2. SH-SY5Y hiicre hattinda artan dozda allicin uygwiamin sitotoksisite tizerine etkisi

4.1.3. Kelly Hucre hattinda resveratrol uygulamasielly hicre hatlarinda resveratrol 10, 25,

50, 75, 10QM dozlarda uygulanarak hiicre car?ilMTT ve LDH testleriyle dgerlendirildi.

Resveratrol’iin artan dozlariyla sitotoksisitenimtol grubuna gore anlaml gigiklik yarattig

goruldu. LDH testi sonuclari Tablo 4 gekil 3'de gosterilmtir.

Tablo 4 Kelly hiicre hattinda artan dozda resveratrol uygalsinin sitotoksisite tizerine etkisi

Resveratrol Kontrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol
uygulama dozu 1uM 10uM 25uM 50uM 100 uM
%Sitotoksisite 18,21 25,78 30,03 33,98 38,55 46,63
KELLY
50
45
40
& 35
% 30
_:g 25 4
5 20 §
5 15
= 10
5
0
Kantrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol
AuM 10uM 25uM 50uM 100 uM

Sekil 3. Kelly hiicre hattinda artan dozda resveratrol uygalsinin sitotoksisite tzerine etkisi
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4.1.4. SH-SY5Y Hiucre hattinda resveratrol uygulamaSH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol
10, 25, 50, 75, 1M dozlarda uygulanarak hicre cagihMTT ve LDH testleriyle
degerlendirildi. Resveratrol'lin artan dozlarnyla sdksisitenin kontrol grubuna gére anlamli
degisiklik yarattigl goruldi. LDH testi sonuglari Tablo 5 $ekil 4'de gosterilmytir.

Tablo 5. SH-SY5Y hiicre hattinda artan dozda resveratrol laygasinin sitotoksisite Uzerine

etkisi
Resveratrol Kontrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol Resveratrol
uygulama 1uM 10uM 25 uM 50uM 100 uM
dozu
%Sitotoksisite| 16,12 9,91 18,25 21,57 26,19 34,95
SH-SY5Y
40 -
35
° 30
B 251
9 20
o
:6_" 15 ]
@ 10 A
-
5 -
0
Kentrol Resveratrol Resveratrol  Resveratrol Resveratrol  Resveratrol
TuiM 10uM 25 um 50um 100 uM
Concentration

Sekil 4. SH-SY5Y hicre hattinda artan dozda resveratrol laygasinin sitotoksisite tzerine

etkisi

4.1.5. Kelly Hiucre hattinda Allicin, Resveratrol, isplatin, Allicin+Sisplatin,
Resveratrol+Sisplatin uygulamalarinin sitotoksisiteanlari

Kelly hiicre hatlarinda sisplatinin %50 hlicre siksisitesine yol agan dozu ve sisplatinin
bu %50’lik sitotoksik etkisini d@stirmeyen allicin dozu ve resveratrol dozu uygulakaMTT
ve LDH deneyleriyle dgerlendirildi. Bunun icin kontrol, allicin, sispiat ve allicin+sisplatin
uygulamalarnt sonrasi MTT ve LDH testleri yapildieKkT bgina allicin uygulamasinin
sitotoksisiteyi arttirmagh, kontrol grubuna gore anlamh fark yaratnadallicin’in sisplatin ile
birlikte uygulanmasinin da sisplatineghasitotoksisiteyi dgistirmedigi doz saptandi. Sisplatinin
tek baina uygulamasi ile sitotoksisite anlamh agdstermgti, allicin+sisplatin uygulamasiyla
yine sitotoksisite kontrol grubuna goére anlamliisagostermgti.  Kelly hicre hatlarinda
sisplatinin %50 hicre sitotoksisitesine yol acaawl@0uM ve sisplatinin bu %50’lik sitotoksik
etkisini deistirmeyen allicin dozu 0.05uM ve resveratrol dozu |28 bulundu. LDH testi

sonugclarl Tablo 6 v8ekil 5’de gosterilmygtir.
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Tablo 6. Kelly hiicre hattinda sisplatin, allicin, sisplataiicin uygulamasinin sitotoksisite

Uzerine etkisi

Uygulama | Kontrol Allicin Sisplatin  Allicin -  Sisplatin
dozlan 0,05uM 20uM 0,05uM  20uM
%Sitotoksisite] 18,21 10,69 47,62 48,83
KELLY

100

S0
80
70
60

50 T
40

30

20

A -

(8]

Kontrol Allicin  0,05uM Sisplatin  20uM Allicin0,05uM -
Sisplatin 20uM

% Sitotoksisite

Sekil 5. Kelly hiucre hattinda sisplatin, allicin, sisplataiicin uygulamasinin sitotoksisite

Uzerine etkisi

Kontrol, resveratrol, sisplatin ve resveratrolptsin uygulamalari sonrasi hicre caghli
MTT ve LDH testleriyle dgerlendirildi. Tek bana resveratrol (25uM) uygulamasinin
sitotoksisite olgturdugu ve kontrol grubuna goére anlamh fark yagattgorildi. Sisplatinin
(20uM) tek baina uygulamasi ile sitotoksisite anlamli aigostermgti, resveratrol (25uM) +
sisplatin (20uM) uygulamasiyla yine kontrol grubugdre anlamli artrgisitotoksisite izlendi.
Resveratrol’iin sisplatin ile birlikte uygulamasinyaratttg! sitotoksisite, tek bana sisplatin
uygulamasinin yarafii sitotoksisiteden %2 gibi hafif bir ylikseklik géstliyse de fark anlamli

degildi. LDH testi sonuclar Tablo 7 vgekil 6'de gdsterilmytir

Tablo 7. Kelly hicre hattinda sisplatin, resveratrol, siiplresveratrol uygulamasinin

sitotoksisite Uzerine etkisi

Uygulama | Kontrol Resveratrol Sisplatin Resveratrol - Sisplatin
dozlari 25uM 20uM 25uM 20uM
%Sitotoksisite] 18,21 33,98 47,62 49,79
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KELLY

100
a0
80
70
60

50

40

30

20

-
8]

Kontrol Resveratrol 25uM Sisplatin @ 20uM  Resveratrol 25uiM-
Sisplatin 20uM

% Sitotoksisite

Sekil 6. Kelly hicre hattinda sisplatin, resveratrol, siiplresveratrol uygulamasinin

sitotoksisite Uzerine etkisi

4.1.6. SH-SY5Y Hicre hattinda Allicin, ResveratrolSisplatin, Allicin+Sisplatin,
Resveratrol+Sisplatin uygulamalarinin sitotoksisitganlari

SHY5Y hicre hatlarinda sisplatinin %50 hiicre skstsitesine yol acan dozu ve
sisplatinin bu %50’lik sitotoksik etkisini @estirmeyen allicin dozu ve resveratrol dozu
uygulanarak MTT ve LDH deneyleriyle gerlendirildi. SHY5Y hicre hatlarinda kontrol,
allicin, sisplatin ve allicin+sisplatin uygulamalasonrasi sitotoksisite MTT ve LDH testleriyle
degerlendirildi. SHY5Y hlcre hatlarinda sisplatinin @o&ticre sitotoksisitesine yol agcan dozu
7.5 uM ve sisplatinin bu %50’lik sitotoksik etkisidegistirmeyen allicin dozu 0.05uM ve
resveratrol dozu 25 pM bulundu. Tekstvea allicin (0.05uM) uygulamasinin sitotoksisiteyi
arttirmadgi, kontrol grubuna gére anlaml fark yaratnfadgoraldi. Sisplatinin (7.5 puM) tek
basina uygulamasi ile sitotoksisite kontrol grubunareg@nlamli ary gostermgti, allicin
(0.05uM) +sisplatin (7.5 pM) uygulamasiyla yinwtoksisite kontrol grubuna gére anlamli
artis gostermgti. Tek bagina sisplatin uygulamasi ve allicin+sisplatin uygguhsiyla gegen
sitotoksisite arasinda fark saptanmadi. Allicin'sisplatin ile birlikte uygulanmasinin da
sisplatine bgli sitotoksisiteyi dgistirmedigi goruldu. LDH testi sonuclar Tablo 8 $ekil 7'de

gosterilmitir

Tablo 8. SH-SY5Y hicre hattinda sisplatin, allicin, sispiatllicin uygulamasinin sitotoksisite

Uzerine etkisi

Uygulama | Kontrol Allicin Sisplatin Allicin -Sisplatin
dozlan 0,05uM 7.5uM 0,05uM  7.5uM
%Sitotoksisite] 16,12 14,36 47,51 51,82
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SHSY-5Y

100
90
80
70
60

50
40
30
20

0

Kontrol Allicin  0,05uM Sisplatin  7.5uM Allicin 0,05uM-
Sisplatin 7.5uM

% sitotoksisite

Sekil 7. SH-SY5Y hicre hattinda sisplatin, allicin, sisplagllicin uygulamasinin sitotoksisite

Uzerine etkisi

SHY5Y hicre hatlarinda kontrol, resveratrol, <sasipl ve resveratrol+sisplatin
uygulamalari sonrasi hicre caghiMTT ve LDH testleriyle dgerlendirildi. Tek baina
resveratrol uygulamasinin kontrol grubuna goére rahldark yaratan sitotoksisite aiturdusu
gérulda. Sisplatinin (7.5 uM) tek haa uygulamasi yine kontrol grubuna gére anlamik fa
yaratan sitotoksisite ofmustu. Resveratrol (25 pM) + sisplatin (7.5 uM)  ulayoasiyla
kontrol grubuna gore anlamh fark yaratan sitotsitsi olgtu ve bu sitotoksisite tek kiaa
sisplatin uygulamasina gore %5 daha fazlaydi. Ragwedlin sisplatin ile birlikte uygulanmasi
sisplatine bal sitotoksisiteyi arttirdi. LDH testi sonuclari Bla 9 veSekil 8'de gosterilmgtir

Tablo 9. SH-SY5Y hicre hattinda sisplatin, resveratrol, latgp+resveratrol uygulamasinin

sitotoksisite Uzerine etkisi

Uygulama Kontrol Resveratrol Sisplatin Resveratrol - Sisplatin
dozlari 25 uM 7.5uM 25uM 7.5uM
%Sitotoksisite 16,12 21,57 47,51 52,47
SH-SY5Y
100
0
a0
& 70
2 e
T S0
2 a0
2 30
<
Kontrol Resveratrol 25 uM Sisplatin - 7.5uM Resveratrol 25uM-
Sisplatin7 5uM

Sekil 8. SH-SY5Y hicre hattinda sisplatin, resveratrol, Isisptresveratrol uygulamasinin

sitotoksisite tzerine etkisi
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4.2. Kelly ve SH-SY5Y néroblastom hiicre hatlarindayruplarin apoptoz oranlari

TUNEL yo6ntemiyle apoptoz oranlari gerlendirildi ve gruplar arasi kalastirmalar
yapildi. Kelly hicre hatlarindaApoptoz gekmesi kontrol grubu ve allicin uygulamasi arasinda
fark gostermedi. Sisplatin uygulamasiylasaln apoptoz ile allicin+sisplatin uygulamasi sonucu
gelisen apoptoz arasinda da fark bulunmadi. Apoptozrgesi acisindan kontrol grubu ve
resveratrol uygulamasi arasinda fark gostermedsv@&atrol+sisplatin birlikte uygulamasi
sonucu gelien apoptoz, tek kana sisplatin uygulamasi sonucu geti apoptozdan daha azdi
(Tablo 10).

SH-SY5Y hicre hatlarindaApoptoz gelmesi kontrol grubu ve allicin uygulamasi
arasinda fark gostermedi. Sisplatin uygulamasiylasao apoptoz ile allicintsisplatin
uygulamasi sonucu geéin apoptoz arasinda da fark bulunmadi. Apoptozigeliagisindan
kontrol grubu ve resveratrol uygulamasi arasind& fgostermiyordu. Resveratrol+sisplatin
birlikte uygulamasi sonucu gghin apoptoz, tek Bma sisplatin uygulamasi sonucu gefi

apoptozdan anlaml olarak daha azdi (Tablo 10).

Tablo 10.Kelly ve SH-SY5Y néroblastom hiicre gruplarinin ajeaporanlari.

Uygulama Kelly Hucre hatlarinda  SH-SY5Y Hucre hatlarinda
Apoptoz % Apoptoz %

Grup 1 | Kontrol 5 2

Grup 2 | Sisplatin* 30 27

Grup 3 | Allicin (0,05uM) 6

Grup 4 | Resveratrol (25uM) 7

Grup 5 | Allicin (0,05uM)+Sisplatin* 33 25

Grup 6 | Resveratrol (25uM)+Sisplatin* 17 8

* Sisplatin uygulama dozu Kelly hiicre hatlarinda: ROISH-SY5Y hucre hatlarinda:15uM

4.3.Kelly hiicre hattinda metastatik gen analizleri
Kelly hiicre hatti kultire edildi. Alti grup vardi.
Grup 1: Kontrol (Medium)
Grup 2: Sisplatin (2@M) uygulamasi
Grup 3: Allicin (0.05uM) uygulamasi
Grup 4: Resveratrol (28M) uygulamasi
Grup 5: Sisplatin (2@M) + Allicin (0.05uM) uygulamasi
Grup 6: Sisplatin (2(uM) + Resveratrol (28M) uygulamasi
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Sisplatin  uygulanan hicrelerin %50 oraninda cg@nl kaybettgi sisplatin
konsantrasyonu (LD50) Kelly hicre hatti icin &0 belirlendi ve deneylerde bu dozlar
kullanildi. Sisplatin ile birlikte uygulanginda sisplatinin LD50 sini bozmayan doz resveratrol
icin 25uM, allicin i¢in 0.09uM olarak bulundu ve metastatik gen ekspresyorsmpalliarinda bu

dozlar kullanildi.

4.3.1. Grup 2:Sisplatin uygulanan Kelly néroblastom hiicre hattulgular

Kelly NB hicre hattinda sisplatin uygulamasi sonnastastaz ikikili genlerden FXYD5,
MCAM, CXCR4, SSTR2, CDH1 ekspresyonlarinda3 kat artma; EPHB2, TIMP3, CDH6,
RORB, COL4A2, IL18, CDH11, MGAT5 ekspresyonlarirnel@ kat azalma izlendi. CTNNAL,
RB1, CD44, VEGFA, MTAL, IGF1, FN1, APC, TCF20, SMADMET, HGF, CD82, CTBP1,
EWSR1, DENR MTSS1, FAT1l, METAP2, NME4, CHD4, SRCTHN, TSHR, KRAS,
CXCL12, NME1, MMP2 ve NF2 ekspresyonlarinda <3kaalma, HRAS, SMAD4, CST7,
MDM2, RPSA, FLT4, FGFR4, SET, TGFB1, TIMP2, PNN, K®2A, NME2, MMP9,
BRMS1, CTSK, ITGB3, TP53, PLAUR, CCL7, CTSL1, ETVKISS1, HTATIP2, IL1B,
IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1SYK, TIMP4, MMP13,
NR4A3, MMP11, TNSF10, TRPM1, GNRH1, HPSE ekspretyonda <3kat artma olduS€kil
9). Sisplatin uygulanan Kelly hiicre hattinda DDXi23H1, nm23H2 genlerinin ekspresyonlari
kontrol grubuna gore farkl gédi.

Sisplatin uygulanan Kelly néroblastom hiicre hattingh ekspresyonu kontrol grubuna gore
>3 kat artan genler
» Hicre buyume ve proliferasyon geni:
0 SSTR2(resepttr)
* Hucre adhezyon genleri:
o FXYDS5 ve CDH1 (hicre-hiicre adhezyonu geni),
0o MCAM.
» Apoptoz ilgkili geni:
0 CXCR4
Sisplatin uygulanan Kelly néroblastom hiicre hattingh ekspresyonu kontrol grubuna gore
>3 kat azalan genler
* Hicre buyume ve proliferasyon genleri:
o EPHB2ve RORB (reseptor),

o 1L18 (hlcre proliferasyonunun pozitif regulasyonu /lsove kemokin)

26



* Hicre adhezyon genleri:
o CDH®6 ve CDH11 (hicre-hlicre adhezyon geni),
o MGATS
* Apoptoz genleri:
o TIMP3 vellL18 (apoptoz induksiyonu)
» Ekstraselliler matriks proteinleri:
o TIMP3 (MMP inhibitoru),
o COL4A2
» Transkripsyon faktorleri ve dizenleyicileri grubu:

0 RORB (transkripsyon faktori)

0l 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-5.212 0 5.222
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09
A ARC BRM31 | CCL7 Chad CDH1 CDH11 | CDHeB CDKNZA | CHD4
-2.40 1.84 2.13 -2.77 3.05 -3.23 -8.07 1.31 -1.27
B CTNNAL | CTSK CTSL1 | CXCL12 | CXCR4 | DENR EPHB2Z | ETV4 EWSR1
-2.99 1.52 2.13 -1.06 4.37 -1.55 -37.32 | 2.13 -1.66
C FH1 FXYD3 | GNRH1 | KISS1R | HGF HFSE HRAS HTATIFZ | IGFL
-2.48 7.51 2,92 2.13 -2.07 2.99 1.01 2.13 -2.59
D ITGA7 ITGB3 | CD82 KISS1 KRAS RPSA MCAM MDM2 MET
213 1.96 -1.87 2.13 -1.08 1.10 4.75 1.06 -2.15
E MMF11 | MMP13 | MMP2Z MMP3 MMF7 MMFS MTAL MTS51 MY C
2,19 2.14 -1.05 2.13 2.13 1.68 -2.64 -1.53 213
F NMEZ MNME4 NR4A3 | PLAUR PNM FTEN RB1 RORB SET
1.61 -1.34 2.14 2.01 1.26 -1.21 -2.81 -6.03 1.25
G S5TRZ SYK TCF20 | TGFB1 | TIMFZ | TIMPF3 | TIMP4 | TNFSF10 | TF53
3.24 2.13 -2.30 1.26 1.26 -14.24 | 2.13 2.28 2.00

10

COL4AZ

-5.07

FATL
-1.36

IL18
-3.34

METAP2

-1.36

MYCL1
2.13

SMAD2
-2.22

TREM1
2.58

11
CsT7
1.06

FGFR4
1.20

IL1B
2.13

MGATS
-3.12
NF2
-1.00
SMAD4
1.03

TSHR
-1.15

12

CTBP1
-1.82

FLT4
1.20

ILGRE
2.13

MMP10
2.13

MNMEL
-1.06

SRC
-1.25

VEGFA
-2.64

Sekil 9: Sisplatin uygulanaKelly NB hiicre hattinda gen ekspresyonlarinin kalrgrubuna

gore dgisimi
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Kelly hiicre hattinda sisplatin uygulanmasiyla e&sponu artan genler hiicre adhezyon
genleri (FXYD5, MCAM, CDH1), apoptoz genleri (CXCR4hicre biyume ve proliferasyon
geni (SSTR2) idi; ekspresyonu azalan genler iserehadhezyon genleri (MGATS5, CDH11,
CDH6), hiicre buyume ve proliferasyon genleri (ILEBDRB, EPHB2), ekstraselliler matriks
proteinleri (TIMP3, COL4A2), transkripsyon faktorlee dizenleyicileri (RORB) idi.

4.3.2. Grup 3:Allicin uygulanan Kelly néroblastom hticre hatti bgulari

Kelly NB hiicre hatlarinda allicin uygulamasi somr&entrol grubuna goére ekspresyonu
>3 kat arty gosteren genler CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5SSIR, HTATIP2, IL1B,
IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYCMYCL1, SYK, TIMP4,
TRPM1, TNFSF10, ITGB3, VD82, TSHR, IGF1, IL18, MEMTSS1, TGFB1, SSTR2, CST7,
MCAM, EPHB2, MMP2, PLAUR, EWSR1, TIMP3, FGFR4, NFELT4, SRC, CXCL12,
FAT1, VEGFA, CTBP1, CHD4, MGAT5, COL4A2, MDM2, CD4MTAL, BRMS1, CXCR4,
CDH11, NR4A3, FN1, MMP9, HGF, GNRH1, HPSE, TCF20y1P2, HRAS, SMAD2, CTSK,
CDH6, MMP11 olup, bunlarin igcinde kontrol grubunérg ekspresyonu en fazla (>500 kat)
artan genler: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, KISSIHHTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7,
KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, SYK, IMP4, TRPM1, TNFSF10
idi. Ekspresyonlari <3 kat agtigosteren genler TP53, PTEN, APC, SET, NME1, CDKNZ2A
RORB, NME4, METAP2, KRAS, SMAD4, CTNNA1, NME2, PNbdldu. Kelly hiicre hattinda
allicin uygulamasi sonrasi RB1, DENR genlerininpeksyonlarinde3kat azalma, RPSAgen
ekspresyonunda (<3 kat) azalma oldiekil 10). Allicin uygulanan Kelly hiicre hattinda DI,
nm23H1, nm23H2 genlerinin ekspresyonlari kontrabgma goére farkli dgldi.

Kelly néroblastom hicre hattinda allicin uygulamasisonrasi ekspresyonu kontrol grubuna
gore >500 kat artan genler:
* Hicre buyume ve proliferasyon genleri:
0 KISS1RvelL8RB (reseptdr),
0 CCL7 ve TNFSF10 (sitokin ve kemokin),
o IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu ksitoe kemokinler),
o MYC, SYK, TRPM1
* Hicre adhezyon genleri:
o CDH1, FXYD5, SYK (htcre-hticre adhezyonu),
0 ITGA7 (hiucre-hicre adhezyonu / transmembran reseptprlert
» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP13, MMP3 ve MMP7 (matriks metalloproteinazlar),

o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitori)
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» Transkripsyon faktorleri ve diizenleyicileri:
o ETV4,HTATIP2, MYCL1 ve MYC (transkripsiyon faktorii)
* Apoptoz genleri:
o HTATIP2, TNFSF10 (apoptozun induksiyonu),
o IL1B
» Hiucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklusunun regulasyonu),
0 MYC (hucre siklus arresti ve kontrol noktast),
* Metastaz ilgkili diger genler:CTSL1, KISS1

02 02 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-aia 0 ala
Layeut, 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
A APC BRMS1 | CCL7 Chdd CDH1 CDH11 | CDHE CDENZA | CHD4 COL4A2 | C5T7 CTEP1
2.45 10.34 584.07 | 14.62 564.07 | 8.46 4.14 2.10 16.56 15.56 39.95 16.68
B CTHNNAL | CTSK CTSLL CXCLi2 | CXCR4 | DENR EFHEZ ETw4 EWSR1 | FATL FGFR4 FLT4
1.25 4.26 584.07 | 18.77 9.58 -3.25 33.82 584.07  29.86 18.25 22.01 19.16
C FMN1 FXYD3 GMRHL | KISS1R | HGF HFSE HRAS HTATIPZ | IGFL ILLg ILLE ILERE
8.11 584.07 | 6.92 584.07 6.92 6.32 4.96 584.07 | 106.15  §2.14 584.07 | 584.07
D ITGAY ITGE3 ChDez2 KISS51 HKRAS RFSA MCAM MCM2 MET METAFZ | MGATS | MMP10
584.07 222.86  136.24 | 584.07 1.72 -1.44 35.75 14.93 73.01 1.85 15.89 564.07
E MMP11 MMP13 | MMF2 MMF3 MMP7 MMPS MTAL MT551 MYC MYCLL NF2 MNMEL
3.03 584.07 31.12 584.07 | 584.07 7.57 11.00 71.51 564.07  584.07 21.56 2.20
E NMEZ2 NME4 NR4AZ | PLAUR PMMN FTEN REB1 RORB SET SMADZ | SMAD4 | SRC
1.06 1.93 8.40 30.91 1.00 2.48 -8.57 2.03 2.41 4.72 1.36 18.90
G 55TR2 SYK TCF20 TGFEL TIMPZ TIMP3 TIMP4 THNFSF10 | TP53 TRPM1 TSHR VEGFA

53.45 584.07 | 5.94 56.10 5.86 27.86 584.07 | 501.46 2.77 584.07  112.99  17.51

Sekil 10: Allicin uygulananKelly néroblastom hiicre hattinda gen ekspresyamiarkontrol

grubuna gore dgsimi
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Kelly néroblastom hicre hattinda allicin uygulamasisonrasi ekspresyonu kontrol grubuna
gore>3 kat azalan genler
* Hucre buyume ve proliferasyon geBDENR
* Hiucre siklus geni:
0o RB1 (hicre siklusunun negatif regulasyonu / hicreusildrrest ve kontroll
» Transkripsyon faktorleri ve diizenleyicileri grubu:
0 RB1 (transkripsyon faktorleri)

Tumor metastaz PCR analizi sonucunda Kelly hiicteriuga allicin uygulamasi sonrasi
ekspresyonu en fazla (>500kat) artan genler: Hbéngime ve proliferasyon genleri (CCL7,
KISS1R, IL8RB, TRPM1, TNFSF10, IL1B, MYC, SYK), dkaselliler matriks proteinleri
(MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhezyon genlésiYK, ITGA7, CDH1, FXYD5),
transkripsyon faktoérleri (ETV4, MYC, MYCL1, HTATIP2 apoptoz genleri (TNSF10, IL1B,
HTATIP2), hicre siklus genleri (MYC, IL1B), metastaiskili di ger genler (CTSL1, KISS1) idi.
Ekspresyonu>3kat azalan genler ise hicre siklus genleri (RB&) hicre biyume ve

proliferasyon genleri (DENR) idi.

4.3.3. Grup 4Resveratrol uygulanan Kelly néroblastom hticre habuwlgular

Kelly NB hiicre hatlarinda resveratrol uygulamasirasi ekspresyore3kat artan genler
TGFB1, SSTR2, CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, KISS1IHTATIP2, IL1B, IL8RB,
ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1SYK, TIMP4, TRPM1,
TNFSF10, TSHR, MTSS1, EWSR1, CD82, ITGB3, MCAM, (B MMP2, SRC, NF2, CST7,
IGF1, VEGFA, I1L18, FGFR4, CXCR4, CHD4, CXCL12, MGAT CD44, MET, FLT4,
BRMS1, EPHB2, MTA1l, PLAUR, FAT1, MDM2, NR4A3, CDH1ITIMP3, FN1, TP53,
COL4A2, MMP9, TIMP2, HGF, NME1, MMP11, HRAS, GNRHHPSE, CTSK olup bunlarin
icinde ekspresyonu en fazla (>300kat) artan gedl@FB1, SSTR2, CCL7, CDH1, CTSL1,
ETV4, FXYD5, KISS1R, HTATIPZ2, IL1B, IL8RB, ITGA7, K5S1, MMP10, MMP13, MMP3,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10 idi. Kspresyonu minimal (<3kat)
artis gosteren genler: TCF20, KRAS, NME4, PTEN, SMAD2P@ RORB, CDH6 idi.
Ekspresyonu>3kat azalan genler: DENR, RB1, NME2; <3kat azalamlegr SMAD4, SET,
CDKN2A, RPSA, PNN, CTNNA1, METAP2 idiSgkil 11). Resveratrol uygulanan Kelly hticre
hattinda DDX1 ve nm23H1 genlerinin ekspresyonlaontkol grubuna gore>3kat artma
gostermgti (DDX1 x4 kat, nm23H1 x9 kat agh, nm23H2 gen ekspresyonu ise 3 kat azglmi
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Kelly noroblastom hiicre hattinda resveratrol uygulanasi sonrasi ekspresyonu kontrol

grubuna gore >300 kat artan genler:

Hucre bayume ve proliferasyon genleri:

0 SSTR2 (eseptor hicre proliferasyonunun negatif regilasyqnu)
IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu / sitele kemokin)
TGFB1 (buylme faktért ve hormon),

CCL7 ve TNFSF10(sitokin ve kemokin),
KISS1R ve IL8RB (reseptor),

0 MYC, SYK, TRPM1
Hucre adhezyon genleri:

o CDH1, SYK veFXYDS5 (hiicre-hiicre adhezyonu),

o ITGA7 (hicre-hiicre adhezyonu / transmembran reseptori),

O O O o©O

Hucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklusunun regulasyonu),
0 MYC (hucre siklus arrest ve kontrol noktast),
Apoptozis genleri:
0 TNFSF10(apoptoz indiksyonu),
o HTATIP2 (apoptozun indtksiyonu / antiapoptoz),
o IL1B
Transkripsyon faktoérleri ve diizenleyicileri grubu:
o ETV4,HTATIP2 ve MYC (transkripsiyon faktort),
0o MYCL1 (transkripsiyon faktord),
Ekstraselliler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP13, MMP3, MMP7 (matriks metalloproteinazlar)
o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitori)
Metastaz ilgkili diger genler:CTSL1, KISS1

Kelly ndroblastom hiicre hattinda resveratrol uygulanasi sonrasi ekspresyonu kontrol

grubuna gore>3 kat azalan genler

Hucre buyume ve proliferasyon gedENR
Hucre siklus genleri:
o RB1 (hicre siklusunun negatif regtlasyonu, arrest veridil),
o NME2 (hicre siklusunun negatif diizenleyicileri)
Transkripsyon faktérleri ve dizenleyicileri:
o NME2 ve RB1 (transkripsyon faktorleri)
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01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change}

-8.636 0 8.636

Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
APC BRMSL | CCL7 | CD44 |CDH1 | CDH11 | CDH6 | CDKN2A | CHD4 | COL4AZ | CST7 | CTBRL

A 1.84 43.20 | 376.37 48.37 | 376.37 27.59 122  -1.57 | 5556  16.07 | 76.43 | 111.12
A OKAY | C A c OKAY | A OKAY | OKAY | OKAY |A OKAY
CTNNAL | CTSK | CTSLL | CXCL12 | CXCR4 | DENR | EFHBZ | ETvd EWSR1 | FATL | FGFR4 | FLT4

B -1.16 | 3.11 | 376.37 52.56 | 58.32 | -14.56 |42.99 |376.37 | 180.52 | 37.69 | 58.32 | 43.59
OKAY | A c A A A A c oKaAY | OKaY | B A
FNL FXYDS | GNRH1 | KISS1R | HGF HPSE | HRAS | HTATIPZ | IGF1 | IL18 ILIE | IL3RB

C 25.39 | 376.37 5.08 | 376.37 11.44 | 4.07 |7.19 | 376.37 | 68.40 | 61.22 | 376.37  376.37
oKAY | C A c OKAY | A A c B B c c
ITGA7 | ITGB3 | CD82 |KISSL |KRAS | RPSA |MCAM | MDM2 | MET METAFZ | MGATS | MMP1O

D 376.37 | 143.61 157.15 376.37 2.32 | -1.25 | 130.33 30.19 |47.05 | -1.09 |50.77 | 376.37
c B B c OKAY | OKAY |OKAY |OKAY |B A OKAY | C
MMP1l | MMP13 | MMPZ | MMP3 | MMP7 | MMFS | MTAL | MTSSL | MYC MYCLL | NF2 NMEL

E 7.60 376.37 | 106.60 | 376.37  376.37 14.18 | 40.67 | 201.69  376.37 376.37 76.96 | 9.16
A c OKAY | C c A OKAY | A c c OKAY | OKAY
NMEZ | NME4 | NR4A3 | PLAUR | PNN FTEN | REL RORE | SET SMADZ | SMAD4 | SRC

F -3.57 | 2.29 | 29.77 3821 | -1.24 212 |-9.15 |1.46 -1.64 | 2.04  -1.90 83.06
OKAY | OKAY |A A OKAY | OKAY | A A OKAY | OKAY |A OKAY
S5TR2Z | SYK TCF20 | TGFBL | TIMPZ | TIMP3 | TIMP4 | TNFSF1D TP53 | TRPM1 | TSHR | VEGFA

G 378.99 | 376.37 3.00 | 397.83 11.68 | 26.28 |376.37 | 323.14 | 20.20 | 376.37 | 253.53 67.46
B c OKAY | OKAY |OKAY |B c B A c B OKAY

Sekil 11: Resveratrol uygulanalelly néroblastom hiicre hattinda gen ekspresyamiari

kontrol grubuna gore gesimi

Tumor metastaz PCR analizi sonucunda Kelly hicrgirfia resveratrol uygulamasi
sonras! ekspresyonu en fazla artan genler: Hicyginbé& ve proliferasyon genleri (CCL7,
KISS1R, IL8RB, TRPM1, TNFSF10, IL1B, MYC, SYK, TGHB SSTR2), ekstrasellller
matriks proteinleri (MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP, adhezyon genleri (SYK,
ITGA7, CDH1, FXYDS5), transkripsyon faktorleri (ETYMYC, MYCL1, HTATIP2), apoptoz
genleri (TNSF10, IL1B, HTATIP2), hiicre siklus gemléMYC, IL1B), metastaz ikkili diger
genler (CTSL1, KISS1) idi. DDX1 ve nm23H1 genleninekspresyonlari da kontrol grubuna
gore >3kat artma gosterti. Ekspresyonu>3kat azalan genler hiicre siklus genleri ve
transkripsyon faktorleri (RB1, NMEZ2), hiicre buyulreeproliferasyon genleri (DENR, NMEZ2).
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4.3.4. Grup 5: Allicin ve sisplatin uygulanan Kellyéroblastom hiicre hatti bulgulari

Kelly NB htcre hatlarinda allicin ve sisplatin uygonasi sonrasi, kontrol grubuna gore
ekspresyonu>3kat artan genler CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5ISS1R, HTATIPZ2,
IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMR7MYC, MYCL1, SYK,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10, ITGB3, TGFB1, SSTR2, MCAMDB2, MTSS1, CST7, TSHR,
IGF1, MMP2, NF2, IL18, CXCR4, EWSR1, MET, PLAUR, 8F1, MGAT5, MDMZ2, FLT4,
SRC, CD44, VEGFA, EPHB2, FAT1, CHD4, FGFR4, FN1, I, CXCL12, MMP9,
COL4A2, MTA1, NR4A3, BRMS1, TIMP3, HGF, GNRH1, TP53IMP2, MMP11, APC,
SMAD2, HPSE, NME1, CTSK, TCF20, HRAS olup bunlaiginde kontrol grubuna gore
ekspresyonu en fazla (>200kat) artan genler CCIDOHT, CTSL1, ETV4, FXYD5, KISSI1R,
HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MP3, MMP7, MYC, MYCL1,
SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10 idi. Ekspresyonlari hd&3 kat) arty gosteren genler PTEN,
CDH6, KRAS, RORB, SET, METAP2, SMAD4, CDKN2A, NME4CTNNA1 idi.
Ekspresyonlarr3kat azalma gosteren genler DENR, RB1, <3 katnaagdsteren genler PNN,
RPSA, NME2 idi Sekil 12). Allicin+sisplatin uygulanan Kelly hicreatinda nm23H1 gen
ekspresyonu kontrol grubuna gor8 kat (4kat) artngti, DDX1 ve nm23H2 genlerinin

ekspresyonlari kontrol grubuna goresigeklik gostermemti.

Kelly noéroblastom hiicre hattinda allicin ve sisplain uygulamasi sonrasi ekspresyonu
kontrol grubuna gére >200 kat artan genler:
* Hicre buyume ve proliferasyon genleri:
0 CCL7 ve TNFSF10(sitokin ve kemokin),
o IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu /ksitoe kemokin)
0 KISS1RvelL8RB (reseptdr),
o MYC, SYK, TRPM1
* Hucre adhezyon genleri:
o CDH1, FXYDS5 ve SYK (htcre-hiicre adhezyonu),
o ITGA7 (hicre-hiicre adhezyonu / transmembran reseptori),
* Hiucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklusunun regulasyonu),
0o MYC (hucre siklus arrest ve kontrol noktasi)
* Apoptoz genleri:
o HTATIP2 (apoptozun induksiyonu / antiapoptoz),
o0 TNFSF10(apoptozun induksiyonu),
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0

Transkripsyon faktoérleri ve dizenleyicileri:
o ETVA4, HTATIP2, MYC veMYCL1 (transkripsiyon faktorleri)

IL1B

Ekstraselliler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP13, MMP3 ve MMP7 (matriks metalloproteinazlar)
o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitori)

Metastaz ilgkili diger genler CTSL1, KISS1
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Sekil 12. Allicin ve sisplatin uygulanan Kelly néroblastomdné hattinda gen

ekspresyonlarinin kontrol grubuna gorgigieni
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Kelly néroblastom hiicre hattinda allicin ve sisplain uygulamasi sonrasi ekspresyonu
kontrol grubuna gére >3 kat azalan genler
* Hucre buyume ve proliferasyon geBENR
* Hucre siklus geni:
o RB1 (hicre siklusunun negatif regilasyonu / hiicre silduest ve kontrol
noktasi)
» Transkripsyon faktorleri ve diizenleyicileri:
0 RB1 (transkripsyon faktorleri)

Tumor metastaz PCR analizi sonucunda Kelly hicréinga allicin ve sisplatin
uygulamasi sonrasi ekspresyonu en fazla (>200Kat) genler: Hiicre biyime ve proliferasyon
genleri (CCL7, KISS1R, IL8RB, TRPM1, TNFSF10, IL1B)YC, SYK), ekstraselliler matriks
proteinleri (MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhgon genleri (SYK, ITGA7,
CDH1, FXYD5), transkripsyon faktorleri (ETV4, MYQVYCL1, HTATIP2), apoptoz genleri
(TNSF10, IL1B, HTATIP2), hicre siklus genleri (MYQL1B), metastaz ikkili diger genler
(CTSL1, KISS1) idi

4.3.5. Grup 6: Resveratrol ve sisplatitygulanan Kelly néroblastom hiicre hatti bulgulari

Kelly NB hiicre hatlarinda resveratrol ve sisplatygulamasi sonrasi ekspresyagrBikat
artan genler CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, KISSHRTATIPZ2, IL1B, IL8RB, ITGA7,
KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, SYK, IMP4, TRPM1, TNFSF10,
TSHR, MTSS1, EWSR1, CD82, ITGB3, MCAM, CTBP1, MMP2RC, NF2, CST7, IGF1,
VEGFA, 1L18, FGFR4, CHD4, CXCL12, MGATS, CD44, METFLT4, BRMS1, EPHB2Z,
MTA1L, PLAUR, FAT1, MDM2, TIMP3, COL4A2, TGFB1, SSTR CXCR4, NR4A3, CDH11,
FN1, MMP9, HGF, GNRH1, HPSE, TCF20, TIMP2, HRAS, SBP, CTSK, CDH6, MMP11
olup bunlarin icinde ekspresyonu en fazla (>500 &dan genler: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4,
FXYDS5, KISS1R, HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, KISSIVMP10, MMP13, MMP3, MMP7,
MYC, MYCL1, SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10 idi. Eksmgonu <3 kat artan genler: TP53,
PTEN, APC, SET, NME1, CDKN2A, RORB, NME4, METAP2RAS, SMAD4, CTNNAL,
NMEZ2, PNN idi. Ekspresyonu3 kat azalan genler: DENR, RB1, <3 kat azalan geSA&Ridi.
(Sekil 13). Resveratrol+sisplatin uygulanan Kelly fgidattinda kontrol grubuna gére DDX1,
nm23H1, nm23H2 genlerinin ekspresyonlari kontrabgma gore farkli dgldi.
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02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Magnitude of log2{Fold Change)
-a149 ] ai19
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
APC ERMS1 | CCL7 CDéd CDH1 CDH11 | CDHe CDKNZA | CHD4 COL4AZ | CSTT CTBP1
A 2.45 10.34 584.07 14.62 584.07 | 8.46 4.14 2,10 16.56 15.56 39.95 16.68
A A C A C A A CRAY CRAY CKAY A A
CTHNNAL | CTSK CTSLL CHCL12 | CXCR4 | DENR EPHEZ ETw4 EWSR1 | FAT1 FGFR4 FLT4
B 1.25 4.26 584.07 18.77 9.58 -3.25 33.82 584.07 | 29.86 18.25 22.01 19.16
CRAY A C A A A A C A CKAY B A
FM1 FXYD5 | GNRH1 | KISS1R | HGF HPSE HRAS HTATIPZ | IGF1 L3 IL1B IL8RB
C .11 584.07  6.92 584.07  6.92 6.32 4.96 584.07  106.15  &2.14 584.07 | 584.07
A C A C CRAY A A C B B C C
ITGAT ITGE3 CDgz2 KISS51 KRAS RPSA MCAM MDMz MET METAPZ | MGATS | MMP10
D 584.07  222.86 136.24 | 584.07 1.72 -1.44 35.75 14.93 73.01 1.85 15.89 | 584.07
C B B C CRAY CKAY A CRAY B A A C
MMP11 MMFP13 | MMP2 MMP3 MMP7 MMPS MTAL MTS551 MY MYCLL NF2 NME1
E 3.03 584.07  31.12 584.07 584.07 | 7.57 11.00 71.51 584.07 | 584.07 | 21.56 2.20
A C OKAY C C A A A C C CRAY CRAY
MNMEZ MNME4 MRAAT PLAUR PNMN FTEM REL RORE SET SMADZ | SMAD4 | SRC
F 1.06 1.93 8.40 30.91 1.00 2.48 -8.57 2.03 2.41 4.72 1.36 18.90
CRAY CRAY A A CRAY OKAY A A CRAY CKAY CRAY A
SS5TR2 SYK TCFz20 | TGFE1 | TIMPZ | TIMP3 | TIMP4 | TNFSF10 | TP33 TRPM1 | TSHR VEGFA
G 53.45 584.07 | 5.94 56.10 5.86 27.86 | 584.07 501.46  2.77 584.07 112,99  17.51
B C QRAY A CRAY B C B A C B A

Sekil 13. Resveratrol ve sisplatin uygulanan Kelly noroblastuicre hattinda gen
ekspresyonlarinin kontrol grubuna goreidieni

Kelly ndroblastom hticre hattinda resveratrol ve siplatin uygulamasi sonrasi ekspresyonu
kontrol grubuna gére >500 kat artan genler:
* Hucre buytime ve proliferasyon genleri:
0 CCL7 ve TNFSF10(sitokin ve kemokin),
0 IL8RB ve KISS1R (reseptor)
o IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu /kéitoe kemokin)
o MYC, SYK, TRPM1
* Hicre adhezyon genleri:
o CDH1, FXYD5, SYK (htcre-hicre adhezyonu),
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o ITGA7 (hicre-hiicre adhezyonu / transmembran reseptérleri)
* Apoptoz genleri:
o HTATIP2 (apoptozun induksiyonu / antiapoptoz),
o TNFSF10(apoptozun indiksiyonu)
o IL1B
* Hiucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklusunun regulasyonu)
» Transkripsyon faktorleri ve diizenleyicileri:
o ETV4, MYC, HTATIP2, MYCL1 (transkripsiyon faktori),
» Ekstraselliler matriks proteinleri
o MMP10 MMP13 MMP3 ve MMP7 (matriks metalloproteinazlarn),
o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitora),
* Hiucre siklus genleri:
o MYC (hicre siklus arrest ve kontroli)
Metastaz ilgkili diger genler:CTSL1, KISS1

Kelly ndroblastom huicre hattinda resveratrol ve siplatin uygulamasi sonrasi ekspresyonu
kontrol grubuna gore >3 kat azalan genler
* Hucre buyume ve proliferasyon geBENR
* Hiucre siklus geni:
o RB1 (hicre siklusunun negatif regilasyonu / hiicre sikdrest ve kontrol
noktasi)
» Transkripsyon faktorleri ve diizenleyicileri:

0 RB1 (transkripsyon faktorleri)

Tumor metastaz gen PCR analizi sonucunda Kellyenbettinda resveratrol ve sisplatin
uygulamasi sonrasi ekspresyonu en fazla artan rgetiliere biyume ve proliferasyon genleri
(CCL7, KISS1R, IL8RB, TRPM1, TNFSF10, IL1B, MYC, &Y, ekstraselliler matriks
proteinleri (MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhgn genleri (SYK, ITGA7,
CDH1, FXYD5), transkripsyon faktorleri (ETV4, MYQVYCL1, HTATIP2), apoptoz genleri
(TNSF10, IL1B, HTATIP2), hicre siklus genleri (MYQL1B), metastaz ikkili diger genler
(CTSL1, KISS1) idi.
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Kelly hicre dizilerinin tim c¢agma gruplar dgerlendirildiginde, allicin, resveratrol,
allicin+sisplatin, resveratrol+sisplatin uygulamajéa ekspresyonlari kontrol grubuna gore en
fazla arty gOsteren genlerin birbiriyle 0diiig goraldi. Bu genler gruplarina gore siniflandirild

vesekil 14’de dzetlendi.

Gen ekspresyon degisiklikleri (kontrol grubuna gére)

Genler Grup 2: Grup 3: Grup 4: Grup5: Grup 6:
Sisplatin Allicin Resveratrol Sisplatin+allicin Sisplatintresveratrol

CCL7,KISS1R,IL8RB,
TRPM1, TNFSF10,IL1B,MYC, | 2kat artis | >500kat artis >300katartis | >200kat artis >500kat artis
SYK, ITGAT, CDH1,FXYD5,
MMP10, MMP3, MMP7, MMP4,
MMP13, ETV4, MYCLA1,
HTATIP2, CTSL1, KISS1

RB1,DENR 23 kat 23 kat azalma 23 kat azalma | 23 kat azalma 23 kat azalma
(NME2 sadece grup4 de) azalma
ccL7 ] MMP10 [
KISS1R |:| MMP3 |:|
IL8RB I:I MMP7 I:I Ekspresyonu azalanlar
TRPM1 [] TIMP4 2 RB1 1
TNFSF10 [ MMP13 [ DENR ]
IL1B Il ETV4 ] NME2 [T
MYC MYCLA1 |:|
SYK [ HTATIP2 |
ITGA7 0 CTSL1 [ |
CDH1 - KISS1 |
FXYD5 =
I:I Transkripsiyon faktérleri

Hicre bliylme & proliferasyonu . . . .
|:| genleri I:I Ekstraselller Matriks Proteinleri - Metastazla iliskili diger genler

|:| Hiicre adhezyon genleri - Apoptoz genleri I:I Hiicre siklus genleri

Sekil 14. Kelly hiicre hattinda allicin ve resveratrolin getek baina gerekse sisplatin ile

birlikte uygulandginda ekspresyonu en fazla etkilenen genler

4.4. SH-SY5Y hucre hattinda metastatik gen analizte
SH-SY5Y hicre hatti kilttre edildi. Altr grup vardi

Grup 1: Kontrol (Medium)

Grup 2: Sisplatin (7.5M) uygulamasi

Grup 3: Allicin (0.05uM) uygulamasi

Grup 4: Resveratrol (28M) uygulamasi

Grup 5: Sisplatin (7.5M) + Allicin (0.05uM) uygulamasi
Grup 6: Sisplatin (7.5M) +Resveratrol (26M) uygulamasi
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Sisplatin  uygulanan hicrelerin - %50 oraninda ca&nhii kaybettgi sisplatin
konsantrasyonu (LD50) SH-SY5Y hicre hatti i¢@iduM olarak belirlendi ve deneylerde bu
dozlar kullanildi. Sisplatin ile birlikte uygulariginda sisplatinin LD50 sini ggstirmeyen doz

resveratrol icin 26M ve allicin i¢in 0.05uM bulundu.

4.4.1. Grup 2: Sisplatimygulanan SH-SY5Y ndroblastom hicre hatti bulgulari

SH-SY5Y hicre hattinda sisplatin teksbea uygulandiinda ekspresyonlar3kat artan
genler PNN, SMAD4, DENR, SET, METAP2, SMAD2, NME2up, ekspresyonlari <3 kat
artan genler PTEN, RORB, RB1, TCF20, CTNNA1, CT®VE4, GNRH1, RPSA, KRAS,
FAT1, APC, MMP11 idi. SH-SY5Y hicre hatlarinda $&m tek baina uygulandiinda
ekspresyonlarp3kat azalan genler KISS1, TNFSF10, MET, IGF1, TRPMMP13, MMP7,
TSHR, MMP3, CDH6, CCL7, CXCL12, CTSL1, FXYD5, HTAR?, IL1B, IL8RB, ITGA7,
TIMP4, SYK, CD82, HPSE, TIMP3, MYCL1, ITGB3,CDH1,T&’4, MMP10, IL18, TGFB1,
FGFR4, SSTR2, HGF, FLT4, MTSS1, EWSR1, MYC, CSTRR®, MCAM, NR4A3, MTA1,
CTBP1, CDKN2A, BRMS1, CHD4, EPHB2, SRC, FN1, MMR&;2 idi; ekspresyonlari <3kat
azalan genler TIMP2, PLAUR, NME1, MGAT5, TP53, CD4AMDM2, VEGFA, CXCR4,
CDH11, HRAS, COL4A2 idi. §ekil 15). SH-SY5Y hiicre hatlarinda sisplatin uygoéesiyla
DDX1, nm23H2 genlerinin ekspresyonlarinda kontnalbyina gére>3kat artmg (DDX1 8 Kat,
nm23H2 3 kat), nm23H1 ekspresyongidmemiti.

SH-SY5Y Hicre hattinda Sisplatin uygulamasiyla eksgsyonu kontrol grubuna gére>3
kat artan genler:
« DDX1
* Hucre buytime ve proliferasyon genleri:
o NME2 (hucre proliferasyonunun negatif regtlasygnu)
o DENR, SET
* Hicre adhezyon geni:
o PNN (hicre-hicre adhezyonu),
* Hiucre siklus geni:
o NME2 (htcre siklusunun negatif dizenleyicisi),
» Transkripsiyon faktorleri ve duzenleyicileri:
0 SMAD4 ve NMEZ2 (transkripsiyon faktori),
o SMAD?2 (regilator)
» Metastazla ilgkili diger geni: METAP2
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Sekil 15: Sisplatin uygulanarSH-SY5Y ndoroblastom hlicre hattinda gen ekspresyomta

kontrol grubuna gore gesimi

SH-SY5Y Hicre hattinda sisplatin uygulamasiyla eksggsyonu kontrol grubuna goére >50

kat azalan genler:

* Hducre

o

o
o
o

blyumesi ve proliferasyonu genleri:

MET, TSHR (resepttr),

TNFSF10, CCL7 ve CXCL12(sitokin ve kemokin),
IGF1 (hlcre proliferasyonunun pozitif yonde kontroll),
TRPM1
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* Apoptoz geni:
0o TNFSF10(apoptozun indiksiyonu)
* Hicre adhezyonu geni:
o CDHB6 (hucre-hiicre adhezyonu)
» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP13, MMP3, MMP7 (matriks metalloproteinazlari)
* Metastaz ilgkili diger geni:KISS1

SH-SY5Y Hiucre hatlarinda Sisplatin uygulamasiylspe&syonlar>3kat artan genler
hiicre adhezyon genleri (PNN), transkripsyon faktbr(SMAD4, NME2, SMAD2), hicre
bliylume ve proliferasyon genleri (DENR, SET, NMHRjcre siklus genleri (NME2), metastaz
iliskili diger genler (METAP2) idi. SH-SY5Y Hucre hatlarindesatin uygulamasiyla gen
ekspresyonlarinda genel olarak azalma izlendi. &epresyonu>50 kat azalan genler, Hicre
blyumesi ve proliferasyonu genleri (MET, IGF1, TREMNSF10, CCL7, CXCL12, TSHR),
ekstraselliler matriks proteinleri ( MMP13, MMP3, M®7) apoptoz genleri (TNFSF10),
metastaz ikkili genler (KISS1), hiicre adhezyonu genleri (CDHt8)

4.4.2. Grup 3: Allicinuygulanan SH-SY5Y noroblastom hicre hatti bulgular

SH-SY5Y hicre hattinda allicin tek paa uygulandiinda ekspresyonu3kat artan gen
PNN geniydi, ekspresyonu <3kat artan genler SETGWVE, SMAD4, TCF20, CTNNAL,
DENR, CDKN2A, SMAD2, CTSK idi. Ekspresyone3kat azalan genler KISS1, TNFSF10,
MMP10, TRPM1, IGF1, MMP13, MMP7, MMP3, CCL7, TIMP4TGA7, IL8RB, IL1B,
HTATIP2, KISS1R, FXYD5, CTSL1, SYK, MET, ETV4, MYCL, NR4A3, ITGB3, TSHR,
MYC, CXCL12, CD82, FGFR4, SSTR2, BRMS1, HPSE, FLTQH1, HRAS, CST7, CTBP1,
PLAUR, IL18, TGFB1, EWSR1, MMP9, TIMP3, TP53, NMBUTAL, EPHB2, SRC, MCAM,
NME4, NF2, CHD4, RPSA, TIMP2 idi; ekspresyonu <3 kaalan genler MMP2, MTSS1,
MGAT5, MDM2, HGF, RB1, FN1, CDH11l, MMP11l, CXCR4, @B, GNRH1, NME2,
COL4A2, KRAS, APC, PTEN, METAP2, RORB, FAT1, CDHf.i(Sekil 16). SH-SY5Y hiicre
hatlarinda allicin uygulamasiyla kontrol grubunaegg®DX1 ekspresyonua3 kat (7 kat) artngi
nm23H1 gen ekspresyon kat azalmy, nm23H2 gen ekspresyonugtgmemeti.
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Sekil 16. Allicin uygulananSH-SY5Y néroblastom hiicre hattinda gen ekspresyomtekontrol

grubuna gore dgsimi

SH-SY5Y hiicre hattinda allicin uygulamasi sonrasilespresyonu>3 kat artan genler:
« DDX1
* Hucre adhezyon geni:
o PNN (hicre-hiicre adhezyonu),
SH-SY5Y hiicre hattinda allicin uygulamasi sonrasikespresyonu >100 kat azalan genler:
* Hucre buytme ve proliferasyon genleri:
0 TNFSF10 veCCL7 (sitokin, kemokin),
o0 KISSI1R ve IL8RB (reseptor)
o IGF1 (hicre proliferasyonunun pozitif regulasyonu / bilfiaktorii ve hormon),
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o IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regtlasyonu / sitele kemokinler)
o TRPM1,
» Hicre adhezyon genleri:
o0 FXYD5 (htcre-hiucre adhezyonu),
o ITGA7 (hicre-hiicre adhezyonu / transmembran reseptori),
» Hiucre siklus genitL1B (hicre siklusunun regulasyonu)
» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP13, MMP3 ve MMP7 (matriks metalloproteinazlari),
o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitori)
* Apoptozis genleri:
o TNFSF10 (apoptoz indiksiyonu),
0 HTATIP2 (apoptozun induksiyonu / antiapoptoit)1B
» Transkripsiyon faktoru ve regulatori:
o HTATIP2 (transkripsiyon faktord),
» Metastaz ilgkili diger genler:KISS1, CTSL1
SH-SY5Y hiicre hattinda allicin uygulamasi sonrasikspresyonu 10-100 kat azalan genler:
* Hucre buytme ve proliferasyon genleri:
0 MET, NR4A3, FGFR4, FLT4 (reseptor),
TSHR (hicre proliferasyonunun pozitif regilasyonu / ré8gp
SSTR2 (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu /ptsg
CTBP1 (hiicre proliferasyonunun negatif regilasyqnu)
CXCL12 (sitokin ve kemokin)
o SYK, MYC, HRAS
* Hucre adhezyon genleri:
o SYK ve CDH1 (hiicre-hiicre adhezyonu),
o ITGB3 (transmembran reseptori),
» Hiucre siklus genleri:
o MYC (hucre siklus arrest ve kontrol noktast),
o BRMSL1 (hicre siklusunun negatif regtilasyonu),
o0 HRAS (hucre siklusu regilasyonu)
» Ekstraselliler matriks proteintHPSE
» Transkripsiyon faktorleri ve regilatérleri:
o ETV4, MYCL1, NR4A3 ve MYC (transkripsiyon faktorleri),
» Metastaz ilgkili diger genler:CD82, CST7
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4.4.3. Grup 4: Resveratralygulanan SH-SY5Y néroblastom hiicre hatti bulgulari
SH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol uygul@nala ekspresyone3kat artan genler

PNN, DENR idi; ekspresyonu <3 kat artan genler RBYAD4 idi. Ekspresyona3kat azalan
genler IGF1, MMP10, CXCL12, TNFSF10, MMP7, MMP13,EM, MMP3, CDH6, CCL7,
TRPM1, KISS1, CTSL1, KISS1R, HTATIP2, IL8RB, TIMP&£XYDS5, IL1B, HPSE, ETV4,
TSHR, ITGA7, MYCL1, CD82, TIMP3, EWSR1, SYK, BRMS1TGB3, SSTR2, HGF,
CTBP1, IL18, MYC, PLAUR, CST7, MMP9, HRAS, NR4A3GFR4, CHD4, SRC, CDH1,
FLT4, NF2, NME1, MTA1, TP53, MMP2, TGFB1, MTSS1, HB2, CDKN2A, FN1,
COL4A2, MCAM, MDM2, TIMP2, MGAT5, CD44, CXCR4, CDHi, RORB, RPSA,
METAP2, NME4, APC, MMP11; ekspresyonu <3 kat azag@nler VEGFA, GNRH1, KRAS,
PTEN, CTSK, NME2, TCF20, SMAD2, SET, CTNNAL, FATdi.i(Sekil 17) SH-SY5Y hicre
hatlarinda resveratrol uygulamasiyla kontrol grubgdre DDX1 ekspresyone3kat (17kat)
artms, nm23H1>3kat azalmy, nm23H2 dgismemisti.
SH-SY5Y Hucre hattinda resveratrol uygulamasiyla ekpresyonu kontrol grubuna gore>3
kat artan genler

 DDX1

» Hicre adhezyon genPNN (hticre-hiicre adhezyonu),

* Hucre blyume ve proliferasyon geBENR
SH-SY5Y Hiucre hattinda resveratrol uygulamasiyla ekpresyonu kontrol grubuna gore
>100 kat azalan genler

* Hicre buyume ve proliferasyon genleri:

o IGF1 (hicre proliferasyonunun pozitif regtlasyonu / blgliaktort ve hormon),

CXCL12 ve TNFSF10, CCL7 (sitokin, kemokinler),
ILBRB ve MET (reseptor),

IL1B (hucre proliferasyonunun negatif regulasyonu ksitowe kemokin)

O O O o©O

TSHR (htcre proliferasyonunun pozitif regtilasyonu),
o TRPM1
* Hucre adhezyon genleri:
o CDH®6, FXYD5 (hiucre-hiicre adhezyonu),
0 ITGA7 (hicre-hicre adhezyonu / transmembran reseptor)
» Hiucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklusu regulasyonu)
» Transkripsiyon faktorleri ve regilatérleri:
o HTATIP2, ETV4 ve MYCL1 (transkripsiyon faktori)
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» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP7, MMP13, MMP3 (matriks metalloproteinazi)

o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitori),

o HPSE

* Apoptoz genleri:

0 TNFSF10(apoptozun induksiyonu),

0 HTATIP2 (apoptozun indiksiyonu / antiapoptoz),

o IL1B
* Metastaz iljkili diger genler:KISS1, CTSL1, KISS1R, CD82
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Sekil 17. Resveratrol uygulanaBH-SY5Y noroblastom hicre hattinda gen

kontrol grubuna gore g@esimi

ekspresyomta
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SH-SY5Y Hucre hattinda resveratrol uygulamasiyla ekpresyonu 10-100 kat azalan genler
* Hucre blyime & proliferasyonu genleri:
o SSTR2, CTBP1, NME1l, CDKN2A, MDM2 ve NF2 Hicre biuyime &
proliferasyonunun negatif regtilasyonu),
o HGF, TGFB1 (biyume faktori ve hormon
0 PLAUR, NR4A3, FGFR4, FLT4, EPHB2(reseptor)
o EWSRI1, SYK, MYC, HRAS, SRC
* Hicre adhezyon genleri:
o ITGB3 (transmembran reseptori),
o CDH1, CHD4, SYK (hticre-hlcre adhezyonu),
o FN1, MCAM
» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP9, MMP2, (matriks metalloproteinaz)
o TIMP3 (matriks metalloproteinaz inhibit6ra),
o COL4A2
» Hiucre siklus genleri:
o BRMS, MTSS1, NME1 ve NF2(hlcre siklusunun negatif regilasyonu),
0 MYC, CDKN2A ve TP53 (Hucre siklus genleri, hiicre siklus arrest ve kaintr
noktasi),
o HRAS, TGFBL1 (hicre siklusunun regulasyonu)
* Apoptoz genleri:
o TIMP3, IL18, TP53 (apoptozun indiksyonu),
o TGFB1 (antiapoptoz)
» Transkripsiyon faktorleri ve regulatoérleri:
0 MYC, NR4A3, MTAL, TP53 (Transkripsiyon faktori),
o EWSRI1 (transkripsyon faktor regilatori)
* Metastaz ilgkili diger genler:CST7

4.4.4. Grup 5: Allicin ve Sisplatimygulanan SH-SY5Y néroblastom hticre hatti bulgulari
SH-SY5Y hicre hatlarinda allicin ve sisplatin i uygulandginda ekspresyorne3 kat
artan gen PNN; ekspresyonu <3 kat artan genler ICBET, SMAD4, CTNNAL, FATL,
CDKN2A, SMAD?2 idi. SH-SY5Y hucre hatlarinda allicwve sisplatin birlikte uygulanginda
ekspresyona3 kat azalan genler: KISS1, TNFSF10, MMP10, TRPNEE1, MMP13, MMP7,
MMP3, MET, CCL7, MYC, ETV4, MYCL1, TIMP4, ITGA7, IBRB, IL1B, HTATIPZ2,

46



KISS1R, FXYD5, CTSL1, SYK, IL18, TSHR, ITGB3, CDHCD82, NR4A3, CTBP1, TIMP3,
CST7, EWSR1, FLT4, FGFR4, BRMS1, TP53, HRAS, PLAWBSTR2, TGFB1, EPHB2,
MTA1l, CXCL12, MTSS1, MMP9, SRC, HPSE, NME1, RB1, ARMME4, TIMP2, MMP2,
MCAM, MGAT5, CHD4, RPSA, CXCR4 idi; ekspresyonu k&t azalan genler CDH11, CDHS6,
HGF, APC, COL4A2, CD44, FN1, KRAS, GNRH1, CTSK, DENNME2, METAP2, RORB,
MDM2, MMP11, VEGFA, PTEN idi. $ekil 18). SH-SY5Y hicre hatlarinda allicin ve sepi
uygulamasiyla kontrol grubuna gore DDX1 ekspresyeBiat (13kat) artmg, nm23H1>3kat
azalmg, nm23H2 dgismemisti.
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B B
MNMEZ2 NME4 MRLAZ FLAUR PNM FTEN RB1 RCRE SET SMADZ | SMAD4 | SRC
F -1.40 -4.10 -18.97 -11.05  7.64 -1.03 -4.91 -1.28 1.91 1.09 1.60 -6.90
OKAY | OKAY |B A A OKAY | B A OKAY | A A A
S5TR2 SYK TCF20 TGFBEL TIMFPZ TIMP3 TIMP4 THFSFLO TP53 TRRML TSHR WVEGFA
G -10.90 | -55.56  2.29 -9.82 -4.04 -16.40 | -55.56 148.67 -13.42 152.85 -30.61 -1.13
B C A B CRAY B C 5 A s B A

Sekil 18: Allicin ve sisplatinuygulanarSH-SY5Y noroblastom hiicre hattinda gen

ekspresyonlarinin kontrol grubuna goreidieni
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SH-SY5Y Hicre hattinda allicin ve sisplatin uygulanasiyla ekspresyonu kontrol grubuna
gore >3 kat artan genler
« DDX1
* Hicre adhezyon genleri:
0 PNN (hicre-hicre adhezyonu),

SH-SY5Y hicre hatlarinda allicin ve sisplatin itéi uygulandiinda ekspresyonu 100
katin Gzerinde azalma gosteren genler hiicre bluyiengroliferasyon genleri (IGF1, TRPM1,
TNFSF10), ekstraselluler matriks proteinleri (MMPVIMP10, MMP13), apoptoz genleri
(TNFSF10) ve metastazgkili di ger genlerdi (KISS1).

SH-SY5Y Hicre hattinda allicin ve sisplatin uygulanasiyla ekspresyonu >100 kat azalan
genler:
* Hucre buytme ve proliferasyon genleri:
0o TNFSF10 @itokin, kemokin)
o IGF1 (hlcre proliferasyonunun pozitif regtilasyonu / bllfiektori ve
hormon),
o TRPM1
* Apoptozis genleri
o TNFSF10 (apoptozun induksiyonu),
» Ekstraselliler matriks proteinleri:
o MMP10, MMP13 ve MMP7 (matriks metalloproteinazlari)
* Metastaz ilgkili diger genler:KISS1

SH-SY5Y Hucre hattinda allicin ve sisplatin uygulanasiyla ekspresyonu 10-100 kat azalan
genler:
* Hicre buyume ve proliferasyon genleri:
0 MET, KISS1R, IL8RB, NR4A3, FLT4 , FGFR4 , PLAUR  (reseptor)
CCL7 (sitokin, kemokin)
IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu/ sitole kemokinler,)
CTBP1 (hicre proliferasyonunun negatif regulasygnu)

o O O o

SSTR2 Hicre biyume ve proliferasyon genleri, hicre peoeiEyonunun
negatif reglasyonu / reseptgr)

o IL18 (hicre proliferasyonunun pozitif regilasyonu / sioke kemokinler)
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o TSHR (hlcre proliferasyonunun pozitif regtlasyonu / ré8ep
o MYC, SYK, EWSR1, HRAS
* Hicre adhezyon genleri:
0 FXYD5, SYK, CDH1 (hicre-hiicre adhezyonu),
o ITGB3 (transmembran reseptorleri),
0 ITGA7 (hiucre-hicre adhezyonu / transmembran reseptori),
» Transkripsiyon faktorleri ve regilatérleri:
o MYC, ETV4, MYCL1, HTATIP2, NR4A3, TP53(transkripsiyon faktorl),
o EWSR1 (regulator)
» Hiucre siklus genleri:
0 MYC (hucre siklus arrest ve kontrol noktast),
o IL1B ve HRAS (htcre siklusunun regilasyonu),
o BRMSI, (hicre siklusunun negatif regulasyonu),
o TP53 (hiucre siklusunun negatif regulasyonu / hicrdusikarrest ve kontrol
noktast),
» Ekstraselliler matriks proteinleri:
o MMP3 (matriks metalloproteinazi),
o TIMP3, TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitoru),
* Apoptozis genleri:
o HTATIP2 (apoptozun indiksiyonu / antiapoptoz),
o IL18, TIMP3, TP53 (apoptozun indiksiyonu)l.1B
* Metastaz ilgkili diger genler:CTSL1, CD82, CST7

4.4.5. Grup 6: Resveratrale Sisplatinuygulanan SH-SY5Y ndroblastom hiicre hatti bulgular
SH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol uygul@mtia ekspresyona3 kat artan gen
PNN, <3 kat artan genler CTNNA1, SMAD2, SMAD4, FATdi. SH-SY5Y hicre hatlarinda
resveratrol uygulanginda ekspresyona3 kat azalan genler MET, KISS1, IGF1, TNSF10,
MMP10, CXCL12, MMP13, MMP7, MMP3, CDH6, CCL7, TRPMCTSL1, FXYD5, HPSE,
HTATIP2, IL1B, IL8RB, KISS1R, SYK, TIMP4, TSHR, TIM3, ETV4, ITGA7, HGF, ITGBS,
MYCL1, CD82, CDH1, HRAS, BRMS1, MYC, IL18, MMP9, NRA3, SSTR2, CTBP1,
EWSR1, NME1, PLAUR, FLT4, CST7, EPHB2, NF2, TP5®KN2A, FGFR4, SRC, CDH4,
COL4A2, FN1, MTA1, CD44, TGFB1, MMP2, TIMP2, MDMZ;DH11, CXCR4, MTSS1,
RORB, RPSA, MCAM, METAP2, NME4, MGATS idi; ekspresyu <3kat azalan genler
MMP11, GNRH1, APC, RB1, NME2, CTSK, VEGFA, TCF2ET KRAS, PTEN, DENR idi
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(Sekil 19). SH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol \&platin uygulamasiyla kontrol grubuna
gore DDX1 ekspresyoreBkat (15kat) artngi, nm23H1>3kat azalmy, nm23H2 dgismemiti.

SH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol uygul@nttia ekspresyonu 200-500 kat azalma
gosteren genler ekstraselliler matriks protein(dMP7, MMP10, MMP13, MMP3), hicre
biyime ve proliferasyon genleri (TNFSF10, CCL7, MRP, apoptoz genleri (TNSF10,
HTATIP2), transkripsyon faktorleri (HTATIP2), metag iligkili di ger genler (KISS1) idi.
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Sekil 19: Resveratrol ve

sisplatimygulanan SH-SY5Y noroblastom hticre

ekspresyonlarinin kontrol grubuna goreidieni

hattinda gen
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SH-SY5Y Hucre hattinda resveratrol ve sisplatin uyglamasiyla ekspresyonu kontrol
grubuna gére>3kat artan gen

- DDX1

* Hicre adhezyon genleri:

0 PNN (hicre-hicre adhezyonu),

SH-SY5Y Hicre hattinda Resveratrol ve Sisplatin uyglamasiyla ekspresyonu kontrol
grubuna goére >100 kat azalma gbésteren genler
* Hicre buytme ve proliferasyon genleri:
o TNFSF10, CCL7(sitokin, kemokin)
0o MET, IL8RB ( reseptor)
o IGF1 (hicre proliferasyonunun pozitif regulasyonu / hiaglfaktori ve
hormon),
o IL1B (hicre proliferasyonunun negatif regilasyonu/ sitokeé kemokinler,)
0 CXCL12 (sitokin, kemikin),
o TRPM1
* Hicre adhezyon genleri
0 CDH6, FXYD5, SYK (hicre-hiicre adhezyonu)
* Hiucre siklus genleri:
o IL1B (hicre siklus regiulasyonu)
» Ekstraselluler matriks proteinleri:
o MMP7, MMP10, MMP13, MMP3 (matriks metalloproteinazi),
o TIMP4 (matriks metalloproteinaz inhibitora),
o HPSE
* Apoptozis genleri:
0o HTATIP2 (apoptozun induksiyonu/ antiapoptoz),
o TNFSF10 (apoptozun indiksiyonu),
o IL1B,
» Transkripsiyon faktorleri ve regulatoérleri:
o HTATIP2 (transkripsiyon faktorleri),
* Metastaz iljkili diger genler:KISS1, CTSL1, KISS1R
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SH-SY5Y Hiucre hattinda Resveratrol uygulamasiyla espresyonu 10-100 kat azalan genler

Hucre bayume ve proliferasyon genleri:
0 TSHR, NR4A3, PLAUR, FLT4 (reseptor),
o HGF (buyume faktéri, hormon),
o SSTR2, CTBP1, NME1, (Hicre bluyume ve proliferasyonunun negatif
regulasyonu),
o IL18 (Hucre buyuime ve proliferasyonunun pozitif regutass / sitokin,
kemokin),
0 HRAS, MYC, EWSR1,
Transkripsiyon faktorleri ve regulatorleri:
o ETV4,MYCL1, NR4A3, MYC (transkripsiyon faktorleri),
o EWSRI1 (regulatoy
Hucre adhezyon genleri
o ITGA7,ITGB3 (transmembran resepttri),
0 CDHL1 (htcre-hiicre adhezyonu)
Hucre siklus genleri:
0 MYC (hucre siklus arrest ve kontrol noktast),
o HRAS (hucre siklus regulasyonu),
o BRMS1, NME1 (hicre siklusunun negatif regilasyonu)
Ekstraselliler matriks proteinleri:
o TIMP3 (matriks metalloproteinaz inhibitora),
o MMP9 (matriks metalloproteinazi)
Apoptozis genleri:
o TIMP3, IL18 (apoptoz indiiksyonu)
Metastaz ilgkili diger genler:CD82

SH-SY5Y Hicre hatlarinda sisplatin, allicin ve wexatrol uygulamalarinin metastatik

gen ekspresyonlari Uzerinde ygptlesisiklikler asagidakisekil 20 ve 21’de 6zetlenstir.

Kelly ve SHSY-5Y noroblastom hiicre hatlarinda ssipl allicin ve sisplatin+allicin

uygulamalariyla ekspresyonu ¢ katin tzerindgstidik gosteren genler Tablo 11'de; sisplatin,

resveratrol ve sisplatin+ resveratrol uygulamalargkspresyonu ¢ katin Uzerindegidiklik

gosteren genler Tablo 12'de 6zetlestini
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Gen ekspresyon degisiklikleri (kontrol grubuna gére)

Genler

Grup 2: Sisplatin

Grup 3:Allicin

Grup 5: Sisplatint Allicin

PMNN

z3kat artma

z3kat artma

=3kat artma

KISST, TNSF10, MMP10, TRPMT, IGF1, MMP13,
MMPT

=15 kat azalma

=100 kat azalma

=100 kat azalma

WWP3, CCL7, HTATIPZ, CTSLT, KISSTR, ILBRE,
TIMP4, FXYDS, IL1B, ITGAT

=15 kat azalma

=100 kat azalma

50-100 kat azalma

SYK,MET, ETV4, MY C, MY CL1

=15 kat azalma

20-100 kat azalma

50-100 kat azalma

l:l Hucre blylime & proliferasyonu
genleri
|:| Hiicre adhezyon genleri

IGE1 [] MMP 10
TMFSF10 I | MMPT
MET [] MMP13
ccLy [] MVP3
TRPM1 ] TIMPA4
KISSIR ] ITGAT
IL8RE ] FXYD5
IL1B Il HTATIP2
SYk LM KIS
MY C

CTSLY
ETv4 E
MY L1 m

IIHDDDDDDD

=

|:| Ekstrasellliler Matriks Proteinleri -
- Apoptoz genleri

]

Ekspresyonu artan

PN 0

Transkripsiyon faktérleri
Metastazla iligkili diger genler

Hticre siklus genleri

Sekil 20. SH-SY5Y Hicre hattinda allicin ve sisplatin uygukdarinin

ekspresyonlarini en fazla etkilgdgenler

Gen ekspresyon degisiklikleri (kontrol grubuna gére)

(DENR sadece grup 4 de)

Genler Grup 2: Sisplatin | Grup 4: Grup 6:
Resveratrol Sisplatint Resveratrol
PrRM z3kat artma =3kat artma 23kat artma

IGF1, MMP 10, THCL12, TNFSF10, MMPT,
WMP 13, MET, MMP3, CDHB, CCL7, TRPMT,
KISS1, CTSL, KISSTR, HTATIPZ, ILSRE,
TIMP4, FXY D3, IL1B, HPSE

=10kat azalma

=100 kat azalma

=100 kat azalma

IGF1
THFSF10
MET
CCL7
TRFM1
KISS1R
IL8REB
CHCL12
IL1B

HDDDDDDHD

l:l Hucre blylime & proliferasyonu
genleri
|:| Hiicre adhezyon genleri

|:| Ekstrasellliler Matriks Proteinleri -
- Apoptoz genleri

]

MMP10 =
WMPT O
MMP13 |:| Ekspresyonu artan
MMP3 ] = T
TIMP4 |:| DENR I:l
HPSE m
CDHB 0
FXYD5 i
HTATIP2 .
KISS1 -
CTSL -
I:I Transkripsiyon faktérleri

Metastazla iligkili diger genler

Hticre siklus genleri

Sekil 21. SH-SY5Y Hiucre hattinda resveratrol ve sisplatinuigmalarinin

ekspresyonlarini en fazla etkilgdgenler
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Tablo 11. Kelly ve SHSY-5Y néroblastom hicre hatlarinda Sasipl

Allicin ve

Sisplatin+Allicin uygulamalariyla ekspresyonu U¢ikaizerinde d@siklik gosteren genler

Kelly néroblastom hiicre hatti

SHSY-5Y noroblastom liicre hatti

Gen ekspresyonlarinda

Gen ekspresyonlarinda

>3kat artma >3kat >3kat >3kat azalma
azalma artma
Grup 2: FXYD5, EPHB2, DDX1, KISS1, TNFSF10, MET, IGF]
Sisplatin MCAM, TIMP3, PNN, TRPM1, MMP13, MMP7, TSHR
CXCR4, CDHB6, SMADA4, MMP3, CDH6, CCL7, CXCL12
SSTR2, RORSB, DENR, CTSL1, FXYD5, HTATIP2, IL1B,
CDH1 COL4A2, | SET, ILBRB, ITGA7, TIMP4, SYK,
IL18, METAP2, | CD82, HPSE, TIMP3, MYCL1
CDH11, SMAD2, ITGB3,CDH1, ETV4, MMP10,
MGAT5 NME2 IL18, TGFB1l, FGFR4, SSTRY,
(nm23H2) | HGF, FLT4, MTSS1, EWSRI,
MYC, CST7, MMP9, MCAM,
NR4A3, MTA1, CTBP1, CDKN2A,
BRMS1, CHD4, EPHB2, SR({,
FN1, MMP2, NF2
Grup 3: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| RB1, DDX1, KISS1, TNFSF10, MMP10
Allicin FXYD5, KISS1R, HTATIP2,| DENR PNN TRPM1, IGF1, MMP13, MMP7
IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP3, CCL7, TIMP4, ITGA7,
MMP10, MMP13, MMP3, IL8RB, IL1B, HTATIP2, KISSIR,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, FXYD5, CTSL1, SYK, MET,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10 ETV4, MYCL1, NR4A3, ITGB3,
ITGB3, VD82, TSHR, IGF1 TSHR, MYC, CXCL12, CD82
IL18, MET, MTSS1, TGFB1 FGFR4, SSTR2, BRMS1, HPSE
SSTR2, CST7, MCAM, EPHB2 FLT4, CDH1, HRAS, CST7
MMP2, PLAUR, EWSR1, CTBP1, PLAUR, 1L18, TGFB1
TIMP3, FGFR4, NF2, FLT4 EWSR1, MMP9, TIMP3, TP53
SRC, CXCL12, FAT1, VEGFA NME1 (nm23H1), MTA1, EPHB2
CTBP1, CHD4, MGATS5, SRC, MCAM, NME4, NF2, CHD4
COL4A2, MDM2, CD44, MTAL1, RPSA, TIMP2
BRMS1, CXCR4, CDH11
NR4A3, FN1, MMP9, HGF,
GNRH1, HPSE, TCF20, TIMPZ
HRAS, SMAD2, CTSK, CDHS6,
MMP11
Grup 5: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| DENR, DDX1, KISS1, TNFSF10, MMP10
Allicin ve FXYD5, KISS1R, HTATIP2,| RB1 PNN TRPM1, IGF1, MMP13, MMP7
Sisplatin IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP3, MET, CCL7, MYC, ETV4,
MMP10, MMP13, MMP3, MYCL1, TIMP4, ITGA7, IL8RB,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, IL1B, HTATIP2, KISS1R, FXYDS5,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10 CTSL1, SYK, IL18, TSHR, ITGB3

ITGB3, TGFB1, SSTR2, MCAM
CD82, MTSS1, CST7, TSHR
IGF1, MMP2, NF2, IL18,
CXCR4, EWSR1, MET, PLAUR
CTBP1, MGATS5, MDM2, FLT4,
SRC, CD44, VEGFA, EPHBZ2

FAT1, CHD4, FGFR4, FN1
CDH11, CXCL12, MMP9,
COL4A2, MTAL, NR4A3,

BRMS1, TIMP3, HGF, GNRH1
TP53, TIMP2, MMP11, APC

SMAD2,  HPSE,  NME1
(nm23H1),  CTSK, TCF20
HRAS

CDH1, CD82, NR4A3, CTBP]
TIMP3, CST7, EWSR1, FLT4
FGFR4, BRMS1, TP53, HRAY,
PLAUR, SSTR2, TGFB1, EPHBY,
MTA1, CXCL12, MTSS1, MMP9,
SRC, HPSE, NME1l (nm23H1
RB1, NF2, NME4, TIMP2, MMP2
MCAM, MGATS5, CHD4, RPSA,
CXCR4
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Tablo 12.Kelly ve SHSY-5Y noéroblastom hiicre hatlarinda Siipl Resveratrol ve Sisplatin+

Resveratrol uygulamalariyla ekspresyonu ug kateriiide dgisiklik gosteren genler

Kelly néroblastom hiicre hatti

SHSY-5Y noroblastom liicre hatti

Gen ekspresyonlarinda

Gen ekspresyonlarinda

>3kat artma >3kat >3kat >3kat azalma
azalma artma
Grup 2: FXYD5, EPHB2, | DDX1, KISS1, TNFSF10, MET, IGF]
Sisplatin MCAM, TIMP3, PNN, TRPM1, MMP13, MMP7, TSHR
CXCR4, CDHB6, SMADA4, MMP3, CDH6, CCL7, CXCL12
SSTR2, RORSB, DENR, CTSL1, FXYD5, HTATIP2,
CDH1 COL4A2, | SET, IL1B, IL8RB, ITGA7, TIMP4,
IL18, METAP2, SYK, CD82, HPSE, TIMP3
CDH11, | SMAD2, MYCL1, ITGBS3,CDH1, ETV4,
MGAT5 NME2 MMP10, IL18, TGFB1, FGFR4
(nm23H2) | SSTR2, HGF, FLT4, MTSSI
EWSR1, MYC, CST7, MMP9
MCAM, NR4A3, MTA1, CTBP1,
CDKN2A, BRMS1, CHDA4,
EPHB2, SRC, FN1, MMP2, NF2
Grup 4: DDX1, TGFB1, SSTR2, CCL7, DENR, DDX1, IGF1, MMP10, CXCL12,
Resveratrol CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, RB1, PNN, TNFSF10, MMP7, MMP13, MET
KISSIR, HTATIP2, IL1B,| NME2 DENR MMP3, CDH6, CCL7, TRPM1
IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, KISS1, CTSL1, KISS1R
MMP13, MMP3, MMP7, MYC, HTATIP2, IL8RB, TIMP4,
MYCL1, SYK, TIMP4, TRPM1, FXYD5, IL1B, HPSE, ETVA4,
TNFSF10, TSHR, MTSSI, TSHR, ITGA7, MYCL1, CDS82,
EWSR1, CD82, ITGB3, MCAM| TIMP3, EWSR1, SYK, BRMS1
CTBP1, MMP2, SRC, NF2, ITGB3, SSTR2, HGF, CTBP]
CST7, IGF1, VEGFA, 1L18 IL18, MYC, PLAUR, CST7,
FGFRA4, CXCR4, CHD4 MMP9, HRAS, NR4A3, FGFR4
CXCL12, MGATS5, CD44, MET, CHD4, SRC, CDH1, FLT4, NF2
FLT4, BRMS1, EPHB2, MTA1, NME1l (nm23H1), MTAL, TP53
PLAUR, FAT1, MDM2, NR4A3, MMP2, TGFB1, MTSS1, EPHB2
CDH11, TIMP3, FN1, TP53 CDKN2A, FN1, COL4A2,
COL4A2, MMP9, TIMP2, HGF, MCAM, MDM2, TIMP2,
NME1 (nm23H1), MMP11, MGATS5, CD44, CXCR4, CDH11
HRAS, GNRH1, HPSE, CTSK RORB, RPSA, METAP2, NME4]
APC, MMP11
Grup 6: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| DENR, DDX1, MET, KISS1, IGF1, TNSF10
Resveratrol ve | FXYD5, KISS1R, HTATIP2,| RB1 PNN MMP10, CXCL12, MMP13,
Sisplatin IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP7, MMP3, CDH6, CCL7,
MMP10, MMP13, MMP3, TRPM1, CTSL1, FXYD5, HPSH
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, HTATIP2, IL1B, IL8RB, KISS1R,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10 SYK, TIMP4, TSHR, TIMP3,
TSHR, MTSS1, EWSR1, CD82, ETV4, ITGA7, HGF, ITGBS3,
ITGB3, MCAM, CTBP1, MMP2, MYCL1, CD82, CDH1, HRAS,
SRC, NF2, CST7, IGF1, BRMS1, MYC, IL18, MMP9,
VEGFA, IL18, FGFR4, CHD4 NR4A3, SSTR2, CTBP1, EWSR
CXCL12, MGATS5, CD44, MET, NME1 (nm23H1), PLAUR, FLT4
FLT4, BRMS1, EPHB2, MTAL1, CST7, EPHB2, NF2, TP53
PLAUR, FAT1, MDM2, TIMP3, CDKN2A, FGFR4, SRC, CDH4
COL4A2, TGFB1l, SSTR2 COL4A2, FN1, MTA1l, CD44
CXCR4, NR4A3, CDH11, FN1 TGFB1, MMP2, TIMP2, MDM2,
MMP9, HGF, GNRH1, HPSE| CDH11, CXCR4, MTSS1, RORE
TCF20, TIMP2, HRAS, SMAD2 RPSA, MCAM, METAP2, NMEA4,
CTSK, CDH6, MMP11 MGAT5

55



5. Tartisma
Karsinogenez cok basamakli bir sirectir ve pek giolal yolu rol oynamaktadir. Cok

ajanli kombine kemoterapi protokollerinin uygularenyda birden fazla hedefe yodnelik ilag
kullanilarak etkinlik sglanmaya ve arttirilmaya calimaktadir. Ne yazik ki bu slrecte
toksisiteler kacinilmazdir. Son yillarda fitokimghgjanlarin kullanimiyla bu toksisite risklerini
azaltmaya yonelik yapilan atamalar hiz kazanmgtir. Bu fitokimyasal ajanlarin bazilari
kendileri kanserli hicre proliferasyonunu 6nlemektéyime faktori sinyal yollarini inhibe
ederek apoptozu indiklemektedir (76).

Bizim aratirmamizda allicin ve resveratrol kullanignr. Resveratrol anti-kanser, anti-
inflamatuvar, anti-mikrobiyal, ndroprotektif etkileolan dgal bir bilesendir. 1999 yilindan
itibaren NB’da resveratrol etkisine dair yapinaiz sayida ¢aima bulunmaktadir. Mevcut NB
alanindaki argirmalar dgerlendirildiginde resveratrolin antitiméral, apoptozu indikleyic
etkileri gosterilmg ve hangi mekanizma Uzerinden gercglidibdi gi arastirilmistir. Ancak
resveratroliin NBda metastatik gen ekspresyonu rizezikilerini argtiran bir calsmaya tibbi
literatirde rastlanmantir. Sarimsak derivesi olan Allicin antikarsinojeniantiproliferatif,
apoptozu indukleyici etkileri olan bir organik gidf bilesenidir.  Allicin sarimsgin major
biyoaktif Grint olup, etkisi farkli kanserlerdeligdmistir. Allicin ile NB hticre hatlarinda
yapilms bir aratirmayaingilizce literatiirde rastlanmaghr. Ancak 2003-2012 yillari arasinda
yine sarimsak derivesi olan ve Allicinin yikilmasiyortaya cikan diallyl disulfide (DADS) ile
NB hicre hatlarinda yapilsibirka¢c aratirma bulunmaktadir (58, 59, 72). Noroblastom
hiicrelerinde DADS ile yapilmicalsmalarin sonuclari da sinirlidir. Bizim giiamamiz Kelly
(N-MYC pozitif) ve SH-SY5Y (N-MYC negatif) NB hicrbatlarinda gerek tek baa gerekse
sisplatinle birlikte allicin ve resveratrol uygulatarinin etkilerini argtiriyor olmasiyla alaninda
bir ilk olma 6zellgindedir.

Calismamizda Kelly ve SH-SY5Y NB hicre hatlarinda atlioi sitotoksik etki
yapmadgl, apoptoza neden olmad sisplatinle birlikte uygulanginda sisplatinin
sitotoksisitesini ve apoptoz yapici etkisinigdgirmedigi gosterilmitir. Allicinin antineoplastik
etkisi Uzerine bazi kanitlar vardir (54 — 56). Afmzpilzerinden etki efiini gosteren ¢cagmalar
vardir (57, 58,59). Antiproliferatif, antikarsinojg& ve apoptozu indukleyici 6zellikleri olan
allicin ile NB hiicre hatlarinda yapilgbir argtirmaya ingilizce literatirde rastlanmastr.
Ancak 2003-2012 yillar1 arasinda yine sarimsakvesriolan ve Allicinin yikilmasiyla ortaya
cikan DADS ile NB hiicre hatlarinda yapiiniirkac aratirma bulunmaktadiinsan malign NB
SH-SY5Y hicrelerinde DAS ve DADS kullaniminin aptatotik aktiviteleri baskilagd,
kalpain ve intrinsik kaspaz kaskadini indukleyergboptoza yol aghi gosterilmgtir (58).
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Noroblastom SH-SY5Y hicrelerinde DADS uygulanmasihiicre dongusuni G2/M fazinda
durdurd@gu ve mitokondriyal yolun aktivasyonuyla (Bcl-2 dowegulasyonu, sitozole sitokrom
¢ salinimi, kaspaz 9 ve 3 aktivasyonu) apoptozukiedligi gosterilmgtir (59). Bir argtirmada
SH-SY5Y hiucrelerinde diallyl disulfide (DADS) kuliaminin erken morfolojik d@sikliklere,
hiicre iskeleti oksidasyonuna, mikrofilament redigkayna, mikrottibil depolimerizasyonuna
neden oldgu gosterilmgtir (72). Superoksitdismutaz enziminin argmekspresyonu, hicre
iskeletinin destabilize olmasinda superoksidin  dnemol oynadgini  disUndirmigtar.
Noroblastom hicrelerinde DADS ile yapikalsmalarin sonuclari da bu sayilanlarla sinirlidir.

Calsmamizda Kelly ve SH-SY5Y NB hicrelerinde allicinamtitimoral, sitotoksik ve
apoptotik etkiler olgturmadgl gosterilmgtir ki bu bulgularla hipotetik olarak allicinin NB
tedavisi i¢in etkin bir ajan olmagh distnulebilir. Calsmamizda uygulanan allicin dozlarinin da
sitotoksisite ve apoptoz afturmada yetersiz kalmiolabilecgi g6z ardi edilmemelidir. Bir
baska acidan dgtindr ve allicinin stabil olmagdini, 6mrinin kisa oldiunu dikkate alirsak (73-
75); uyguladgimiz allicinin sitotoksik ve apoptotik etki aituramamasi, allicin hizla metabolize
olmasiyla ilgkili olabilir mi? Bunu agiklayabilmek icin allicimetabolitlerinden diallyl disulfide
(DADS) olusum miktarina bakilabilirdi. Ancak allicin metabadinlup DADS olgsa bile yine de
DADS ile iligkili apoptozun indiklenmesi beklenirdi. Ayrica metik gen ekspresyonlarinin
allicin uygulanan gruplarda @gsmis olmasi da allicinin bu hicrelere giginin ve etki
gdsterdginin bir gostergesidir.

Calsmamizda Kelly ve SH-SY5Y NB hicre hatlarinda reatret uygulama dozuyla
orantili olarak sitotoksik etki ofturmus ve sisplatinle birlikte uygulanginda sisplatinin
sitotoksik etkisini dgistirmemistir. Kelly ve SH-SY5Y NB hticre hatlarinda resvechtapoptoz
yapmamgtir, ancak sisplatinle birlikte uygulargginda sisplatinin apoptoz yapici etkisini
azaltmstir. Kelly ve SH-SY5Y NB hicrelerinde tek paa resveratrol doz gaml antitimoral
etki yaparken, apoptoz yapmadi sisplatinle birlikte uygulangdinda sisplatinin antitimaoral
etkisini desistirmezken apoptotik etkisini zayiflag gorulmdtir. Bu bulgular literattir verisiyle
uyumludur. Serbest radikalleri gladigina, apoptozu doza @anh indukleyip/inhibe etgiine
dair calgmalar vardir. Resveratrol intraselliiler bircok niaiki etkilemektedir (41-45)in vitro
NB hucrelerinin canligini %70-90 azaltg saptannstir (46). Bizim calgmamizda 100uM doz
resveratrol Kelly hicre hatlarinda %46,6, SH-SY5Yicte hatlarinda %34.9 oranlarinda
sitotoksisite olgturmuwstur. Sitotoksik etki doz kamh oldugundan daha yuksek resveratrol
dozlaryla daha yiiksek oranda sitotoksisite gorglmaasidir.insan NB hiicre hatlarinda
resveratrolin tumoér buydmesini etkgekilde 6nledgi ve mitokondri intrinsik apoptotik yolu

uzerinden tumor hicre olumine neden gldwosterilmgtir, hicre ¢g@almasini mitokondri
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Uzerinden apoptozu uyararak on@diosterilmitir (46). MYCN amplifiye NB hiicre hatlarinda
resveratroliin doz ve uygulama siresinglibalarak hicre canligini azalttgl, hiicre dongusuni
durdurd@gu ve apoptozu induklegii gosterilmitir (50). Calsmamizda resveratroliin sitotoksik
ve apoptotik etkilerine dair sonuclar literattr iggde uyumludur. Hipotetik olarak NB’da
resveratrolin konvansiyonel kemoterapi sirasinddamkimasiyla kemoterapinin apoptotik
etkisinin bozacg, azaltacgi; kemoterapi tamamlandiktan sonra resveratrolin lesina
kullanimi ile antitimoral etkinin gganabilecgi dustndlebilir.

Calsmamizda Kelly hicre hattinda resveratrol uygulani2®X1 gen ekspresyonunu
kontrol grubuna gore arttirgtir, diger gruplarda etkilenme olmaghr. SH-SY5Y hiicre hattinda
sisplatin, allicin, allicin+sisplatin, resveratrolesveratrol+sisplatin uygulamalari DDX1 gen
ekspresyonunu kontrol grubuna gore arttgtmi Néroblastom hticre hatlarinda ve primer NB
dokularinda DDX1 geninin MYCN geni ile koamplifikgenu gdsterilmgtir ve kétl prognoz ile
iliskili oldugu 6ne surulmgtir (8-16). DDX1 geninin MYCN ile koamplifikasyonhalinde
klinik gidisin daha iyi oldgu yoninde sonugclar bulunsa daglsslim Uzerine etkiler konusunda
sonuclar celkilidir (17 — 24). Calfmamizda 6zellikle MYCN negatif SH-SY5Y NB hiicre
hattinda fitokimyasal ajanlarin gerek tekli gerelssplatinle kombine uygulamalari DDX1
ekspresyonunu kontrol grubuna gére arttstmi Resveratrol ve allicin uygulamalarinin, MYCN
ile koamplifiye olan ve NB’da kotu prognoz ile shili oldugu ©One sirilen DDX1
ekspresyonunun artiriyor olmasi bu iki ajanin NBatgsinde gerek tekli gerekse kemoterapi
beraberinde kullaniimasinin uygun olmadi diundirmigtdr.

NM23-H1 ve NM23-H2 esasen metastaz baskilayiclegdir (25). Meme, kolon ve
karacger kanseri gibi epiteliyal timdérlerde NM23 geniainalmg ekspresyonu metastaz ve kot
klinik prognoz ile ilgkili bulunmustur (25). Ancak NB ve hematolojik maliynitelerdetrars
NM23 ekspresyonu daha agresif hastalikkkiili bulunmustur (25-30). MYCN amplifikasyonu
ile nm23-H1 ve nm23-H2 genlerinin MRNA ve proteiksgresyonlarinin korele olgu
gOsterilmitir. Kot gidisli (unfavourable) NB timdorigenezisinde her ikisinde major rol
oynadiklari 6ne surulngtiir (26). Néroblastomda 17q kazanimi olanlarda nd23/e nm23-H2
ekspresyonlarinin da agtive bunun da Nm23-H1 genomic amplifikasyonu, tiohedartms
nm23 RNA ekspresyonu ve azagsgskalim ile iliskili bulunmustur (28).

Bizim calsmamizda Kelly NB hticre hatlarinda nm23H1 geni e&sponunu resveratrol
uygulamasi ile arttirgiancak sisplatin+resveratrol uygulagidda dgismemitir. Yine Kelly
NB hicre hatlarinda allicinin tek fiaa uygulanmasi nm23H1 geni ekspresyonunu
degistirmezken, sisplatin+allicin birlikte uygulanginda nm23H1 gen ekspresyonu agtimi Bu
bulgu MYCN amplifikasyonu olan NB'da resveratrolitek bgina, allicinin ise
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kemoterapdtiklerle birlikte uygulanmasinin koti gmoza katkida bulunabilegiee isaret
etmektedir. SH-SY5Y NB hucrelerinde resveratrobllecin gerek tek bgina gerekse sisplatinle
birlikte uygulandginda kétt prognozla gkili olan nm23H1 gen ekspresyonunu azatmi Bu
bulgu MYCN negatif NB’'da allicin ve resveratrolimgerek tek bgna gerekse
kemoterapdtiklerle birlikte kullaniminin prognozuaiaha kétliye gitmemesi acisindan avantaj
salayici yonde etkileyebile@ni distindurebilir.

Kelly NB hicre hatlarinda resveratrolin tek siha uygulamasi nm23H2 geni
ekspresyonunu azaltmiSH-SY5Y NB hicre hatlarinda resveratrol veya eeatrol+sisplatin
uygulamasi nm23H2 geni ekspresyonunigigememistir. Kelly ve SH-SY5Y NB hicre
hatlarinda allicin uygulamasi, allicin+sisplatin guyamasi nm23H2 geni ekspresyonunu
degistirmemistir. MYCN amplifikasyonu olan NBda resveratrol tb&sina uygulandiinda, yine
esasen metastaz baskilayici gen olan ancak NBeaifagastalik ile i§kili oldugu gosterilmg
nm23H2 gen ekspresyonunu azaitmn) bu bulgu resveratrolin MYCN (+) NBda kullanmm
prognozun kétuye gitmesine katkigimamak, gidii iyilestirmek yoninde etkileyebilegei
dUstindurebilir.

Tumor metastaz gen PCR analizi sonucunda Kelly NErdr hatlarinda, allicin,
resveratrol, allicin+sisplatin ve resveratrol+sapl uygulamalari sonrasi ekspresyonlari kontrol
grubuna gore en fazla artgosteren genler: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD3SKI1R,
HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MP3, MMP7, MYC, MYCL1,
SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10 idiSekil 14). Bu genler hiicre biyime ve proliferasyon
genleri (CCL7, KISS1R, ILBRB, TRPM1, TNFSF10, ILIBYC, SYK), ekstraselliler matriks
proteinleri (MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhgn genleri (SYK, ITGA7,
CDH1, FXYD5), transkripsyon faktorleri (ETV4, MYQVYCL1, HTATIP2), apoptoz genleri
(TNSF10, IL1B, HTATIP2), hicre siklus genleri (MYQL1B), metastaz ikkili diger genler
(CTSL1, KISS1) idi. Resveratrol uygulanan gruptacy TGFB1 ve SSTR2 gen ekspresyonlari
da en fazla artan genler arasindaydi. Kelly NB @inatlarinda tum gruplarda ekspresyofiat
azalan genler hucre siklus genleri (RB1) ve hicngiime ve proliferasyon genleri (DENR) idi.
Resveratrol uygulanan grupta ayrica NME2 ge3kat azalan genler arasindaydi.

SH-SY5Y NB hicre hatlarinda allicin ve sisplatiiieen uygulanan gruplarda
ekspresyonu >100 kat azalan genler KISS1, TNFSMEIP10, TRPM1, IGFl, MMP13,
MMP7 olup, allicin alan grupta ek olarak MMP3, CCOAMP4, ITGA7 ekspresyonlari da >100
kat azalmgti. Bu genler hicre buyime ve proliferasyonu gen[ENSF10, IGF1, TRPM1,
CCL7), ekstraselltler matriks proteinleri (MMP13M®7, MMP3, TIMP4), hiicre adhezyon
genleri (ITGA7), apoptoz geni (TNSF10) ve metastiakili diger genlerdi (KISS1)Yekil 20).
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SH-SY5Y NB hicre hatlarinda resveratrol ve sisptatesveratrol uygulanan gruplarda
ekspresyonu en fazla etkilenen genler MET, KISS&F1, TNSF10, MMP10, CXCL12,
MMP13, MMP7, MMP3, CDH6, CCL7, TRPM1, CTSL1, FXYDHPSE, HTATIPZ2, IL1B,
IL8RB, KISS1R, TIMP4 olup, resveratrol+sisplatirmalgrupta ek olarak SYK geni de vardi. Bu
genler ekstraselliler matriks proteinleri (MMP7, NM¥O, MMP13, MMP3, HPSE, TIMP4),
hicre buyume ve proliferasyon genleri (TNFSF10, CCTCRPM1, MET, IGF1, CXCL12,
IL1B, IL8RB ), apoptoz genleri (TNSF10, HTATIP2, 1B), transkripsyon faktorleri
(HTATIP2), hiicre adhezyon genleri (CDH6, FXYD5),chél siklus genleri (IL1B), metastaz
iligkili diger genler (KISS1, CTSL1) idSekil 21).

Kelly NB hucre hatlarinda ekspresyon gitSH-SY5Y NB hicre hatlarinda ekspresyon
azalmasieklinde dgisikliklerin en fazla izlendii genler buytk oranda Orftne goésteriyordu.
Bu genler ile ilgili yorumlar gagida Ozetlenmstir. Bizim calsmamizin sonucunda Kelly
(MYCN pozitif) ve SH-SY5Y (MYCN negatif) NB hucreatlarinda allicin ve resveratroliin
gerek tek bgina gerekse sisplatin ile birlikte uygulanmalarnsocu ekspresyonu en fazla
etkilenen metastaz genleri belirlentii. Metastaz ge$imesine mudahale etmede potansiyel

hedef olabilecek bu genler daha ileriguranalarla dgerlendirilmelidir.

Kemokin (C-C motif) Ligand 7 (CCL7Bu gen 17. kromozom kodlanmakta olup, genin
arint olan monosit kemotaktik protein i8 vivo olarak matriks metalloproteinaz 2'nin
substratidir. Genin ger isimleri: FIC; MARC; MCP3; NC28; MCP-3; SCYAG;CYA7.
Monosit kemotaktik protein 3 inflamasyonda ve mitada makrofajlarla etkijenektedir. Mide
kanseri olan hastalarda CCL7’nin argnekspresyonu invazyon derigili lenf nodu metastazi ve
koth prognoz ile igkili bulunmustur (77). Oral skuamoz hicreli karsinomda karsirtarareleri,
karsinom ilgkili fibroblastlarla kualture edildiinde CCL7 ekspresyonunun belirgin gt
gosterilmitir. Burada CCL7'nin oral skuamoz hucreli kansevamyon ve migrasyonunu
yonlendirdgi, CCL7 ndtralize edici antikorlarla tedavi uyguthginda invazivigin 6nlendgi
gosterilmitir (78). Kolorektal kanserli hastalarda CCL7'nintrals ekspresyonunun kargeir
metastazi varfnyla iliskili oldugu gosterilmgtir (79).

Bizim calsmamizda Kelly hiicre hatlarinda sisplatin uygulaylasCCL7 ekspresyonu
desismezken, allicin uygulamasiyla >500kat, allicin+é&dim uygulamasiyla >200kat,
resveratrol uygulamasiyla >300 kat, resveratroisplatin uygulamasiyla >500kat ekspresyon
artigl oldugu gorulmtir. SH-SYS5Y hucre hatlarinda ise sisplatin uygudamgla 67 kat, allicin
uygulamasiyla 275 kat, sisplatin+allicin uygulanytsi85 kat, resveratrol uygulamasiyla 1575

kat, resveratrol +sisplatin uygulamasiyla 198 k&L geni ekspresyon azalmasi saptatimi
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Noroblastomda CCL7 nin ekspresyonunun nasil @ida dair ingilizce literatiir verisine
rastlanmanstir. CCL7 ‘nin artmg ekspresyonunun esasen skuamoz hicreli karsinoanlard
metastaz ve tumor invaziglive kot prognoz ile ifkisi bildirilmistir (77-79). Dengesiz 17q
kazaniminin kotl prognoz ve daha agresif norobtalstdiskisi bilinmektedir (1). CCL7’nin de
17911.2-q12 lokalizasyonunda offlu dikkate alinirsa artmiekspresyonunun NB’da koti
prognoz ile ilgkili olabilecezi 6ne sdridlebilir. Bizim ¢agmamizda Kelly hicre hatlarinda
fitokimyasal ajanlar gerek tek fpaa gerekse sisplatin ile birlikte uygulapohda CCL7
ekspresyonunda anlamli aroldugu goralmigtir. Bu bulgu neticesinde MYCN amplifikasyonu
olan NB’da artmy CCL7 ekspresyonunun metastaz ilgkilsi olabilecgi yorumu yapilabilir ve
CCL7'yi notralize edici antikorlarla invazidin dnlenmesi dgiindlebilir. Bu konuda yapilacak
yeni argtirmalara ihtiya¢c vardir. SH-SY5Y (N-MYC negatif) utre hatlarinda ise
fitokimyasallarin ve sisplatinin uygulanmasiyla lgenin ekspresyonunda azalma @du
gorulmistar ki bu timor invazivigini 6nleyici bir avantaj olabilir.

Katepsin L1 (CTSL1)Hucre ici protein katabolizmasinda gorevli lizozdnsistein
proteinazi kodlayan gendir. Kollojen, elastin buziemn substratlaridir. Katepsin L (sistein
proteaz) kanser tedavisinde potansiyel hedefleroiedir. Spesifik proteazlarin inhibisyonu
kanser progresyonunu yalatabilmektedir. Katepsin L inhibisyonu invazyon weetastazi da
azaltmaktadir. Ancak selektif katepsin L inhibisyada dger katepsinler kompanzatuvar olarak
aktivite gostermektedir. Katepsin L inhibisyonurkonvansiyonel tedavinin yani sira kullanimi
umut vericidir. Kombinasyon tedavileri Uzerine galalar yapiimaktadir (80). Glioblastoma
dahil pek cok timérde katepsin L ekspresyonu daesgknu da artmaktadir. P53 katepsin L
ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu da timdorigenegogenez ve tumor hicre invazyonunda rol
oynamaktadir. Katepsin L inhibitérlerinin glioblastda fayda s#ayaca disunilmektedir
(81). Insan mesane uroteliyal karsinomunda katepsin L tiimdnvazivligi ile iliskili olup
prognostik 6nem tamaktadir (82). Serumda arignikatepsin L, heparanaz, matriks
metalloproteinaz9 dizeyleri, over kanserinde ineazye progresyonla gkili bulunmustur (83).
Kolorektal kanserlerde katepsin L ekspresyonu, k@ibgnoz ve progresyonla sikili
bulunmutur (84).

Bizim calsmamizda Kelly hicre hatlarinda sisplatin  uygulaiylasi CTSL1
ekspresyonu dg#smezken, allicin uygulamasiyla >500kat, allicin+$&dim uygulamasiyla
>200kat, resveratrol uygulamasiyla >300 kat, restver + sisplatin uygulamasiyla >500kat
ekspresyon agh oldugu gorulmigtir. SH-SY5Y hicre hatlarinda ise sisplatin ileké&®, allicin
ile 179 kat, sisplatin+allicin ile 55 kat, resvendtile 1025 kat, sisplatin+resveratrol ile 129 kat

CTSL1 ekspresyonu azalmasi gtdugdrilmigtir. Noroblastomda CTSL1 nin ekspresyonunun
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nasil oldguna dairingilizce literatiir verisine rastlanmagnr. CTSL1’in artmg ekspresyonunun
esasen glioblastoma, over kanseri, mesane urdtetigssinomu, kolorektal karsinom gibi
tumorlerde metastaz ve tumor invazivlive koti prognoz ile ikkisi bildirilmistir. Bizim
calsmamizda allicin veya resveratrol gerek teksiba gerekse sisplatin ile birlikte
uygulandginda CTSL1 ekspresyonunda anlamhsaoldugu gortlmigtir. Bu bulgu neticesinde
NB’'da artmg CTSLlekspresyonunun metastaz ileskisi olabilecgi yorumu yapilabilir.
Noroblastomda konvansiyonel tedavinin yani sireefsin L inhibitérlerinin uygulanmasinin
metastazi 6nleyebilegedistntlebilir. Ancak selektif katepsin L inhibisyonaglamadgindan
ve diger katepsinler kompanzatuvar aktivite gosterefitdien katepsin L inhibisyonuyla
metastazi Onleyici bir sonu¢ alinamamasi da olasBl konuda yapilacak yeni gtamalara
ihtiyac vardir.

Eritroblast transformasyon spesifik (ETS) VaryanfeAV 4): ETV1, ETV4, ETV5,
eritroblast transformasyon spesifik (ETS) transkygn faktorlerinin bir alt grubunu
olusturmaktadir. ETS ailesinin 27 Uyesi bulunmakta&ifV4 ayni zamanda E1AF olarak da
bilinmektedir. Eritroblast transformasyon spesifisnkogen ailesinden bir transkripsyon
faktorudar. Cok sayida MMP’1 aktive etmektedir, &an hiicreleinin invazivii ve metastatik
aktivitelerine katki s@lamaktadir (85). ETV1 ve ETV4U etkileyen kromozaim
translokasyonlar Ewing sarkom karsinogenezindeoyolamaktadir (86). ETS varyant 4 varli
cocukluk ¢c& Ewing sarkomunda ve andiferansiye sarkomundarihfdstir (87, 88).

ETS transkripsyon faktori E1AF (bir gdir adiyla ETV4) bircok matriks
metalloproteinazi aktive etmekte ve timoér hicreazyonunu arttirmaktadir. Farkli seviyelerde
MYCN amplifikasyonu olan beayri NB hicre hattinda (TGW, GOTO, SK-N-BE, SK-N-S
and SK-N-AS), invaziv aktivite ve E1AF ekspresyomgelenmgtir. MYCN amplifiye hicre
hatlarinda invaziv aktivite ile korele olarak ELAMRNA Uretimi orantili yiksek bulunngtur.
Bircok MMP ve MMP’larin doku inhibitdrleri (TIMP)dinde sadece membranagbdip 1 MMP
(MT1-MMP) MYCN amplifiye NB’da yuiksek ve NB hiucrenvazyonuyla ilgkili bulunmustur.
MMP2, TIMP1, TIMP2 be ayri NB hicre hattinda de eksprese egldyoraimistar.
Transkripsyon faktorlerinden E1AF ve MYCN, NB’un liya fenotipiyle iliskili bulunmustur
(89).

Bizim calsmamizda da Kelly hicre hattinda ETV4 ekspresyonsplain
uygulamasiyla kontol gubuna goére iki kat, alliciygulamasiyla >500kat, allicin+sisplatin
uygulamasiyla >200kat, resveratrol uygulamasiylaO0>3kat, resveratrol + sisplatin
uygulamasiyla >500kat agtigostermgtir. Buna gbre NB invazyonuyla gkisi daha 6nce

gosterilmig ETV4 geni igin bakildiinda, allicin ve resveratrolin MYCN pozitif NB higc
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hatlarinda gerek tek b@a gerekse sisplatinle bilikte uygulanmasinin ETé&kspresyonunu
arttirdg! izlenmgtir. Kelly hiicre hatlarinda allicin ve resveratmoligerek tek bana gerekse
kemoterapinin yani sira uygulanmasi NB metastazilfkkili ETV4 gen ekspresyonunu
arttirdgindan sakinca yaratmaktadir. Yani sira SH-SY5Y énUNB dizilerinde sisplatin
uygulandginda 17 kat, allicin ile 57 kat, sisplatin+allicire 63 kat, resveratrol ile 437 kat,
sisplatin + resveratrol ile 50 kat ETV4 gen ekspoasazalmasi izlenrgtir. Dolayisiyla MYCN
amplifikasyonu olmayan hicre hatlarinda ayni fibokasal ajanlarin gerek tekli gerekse
sisplatinle birlikte uygulanmalari ETV4 gen eksy@sunu azaltngtir. MYCN amplifikasyonu
tasimayan NB hicre hatlarinda bu ajanlarin uygulannb@tsisakinca yaratmagtir hatta bu
fitokimyasal ajanlar ETV4 gen ekspresyonunu azakka@avantaj sgamistir.

KISS1 Metastaz supress@u gen bir metastaz baskilayici gen olup melanormeme
karsinomunda timorijenik etkiyi dstirmeden metastazlari baskilamaktadir. Kodiagrotein
kemotaksis ve invazyonu 6nlemekteditSS1 Reseptér (KISS1IR =GPR5BU genin kodladi
protein galanin-benzeri G protein ile biile reseptor olup bu reseptér metastin isimli pejad
baglanmaktadir. Metastin, metastaz baskilayici gen EI&S1'in kodladg bir peptiddir.

KISS-1 mide karsinomunda proliferasyon ve invaazydamlemektedir (90). KISS1 ve
GPR54 kanser hicresinin motilitesini inhibe ederekastazi baskilamaktadir (91). Bu metastaz
baskilayici etki 6zellikle melanomda gdstergtimi (92-94). KISS1 artngi ekspresyonu meme
kanser hucrelerinde de metastazi inhibeiegdsterilmitir (95). Ancak bazi agresif kanserlerde
KISS1’in mortalite ile pozitif korelasyonu da biftdimistir (96). Ostrojen reseptoril pozitif meme
kanserinde KISS1 koti prognozla korele bulugimu (97). KISS1 ile ilgkili sonuclar
celiskilidir. Over kanserlerinde metastazin potansiyebibyogostergesidir (98).

KISS1R ekspresyonunun yolu renal hucreli karsinomda progresyonlaskil
bulunmustur (99). Insandaki pek cok kanserde KISS1 metastaz baskileph©ynamaktadir.
Ancak meme timodrlerinde KISS1 ve KISS1R ekspresyomin artmasi yuksek timor derecesi
ve metastaz potansiyeliyleskili bulunmustur (100).

Bizim calsmamizda Kelly hicre hatlarinda allicin, resveratvel sisplatinin tekli ve
birlikte uygulamalariyla KISS1 ve KISS1R ekspredgonartmstir; SH-SY5Y hicre hatlarinda
ise ekspresyonlari azalgtir. KISS1 ve KISS1R genlerinin invazyon ve kemaiak 6nleyerek
maliyn melanomda metastazlari azgltaikkate alinirsa, néroblastom ve maliyn melangmia
embriyolojik kokenden geldiklerinden belki KISS1 K&SS1R ekspresyonlarinin néroblastomda
artmasi da metastaz onleyici bir etki yaratabidirger timorlerde ekspresyonu g&lli sonuclar

doguran, esasen metastazi baskilayici iken kétl progdstergesi de olabilen bu KISS1 ve
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KISS1R genlerinin NB’da nasil bir sonuc @oaca&l konusunda elimizdeki veriyle yorum
yapmak guictir. Bu konuda ileri atamalarac ihtiyac vardir.

HTATIP 2 (HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDapTATIP2 (TIP30 veya CC3
olarak da isimlendiriliyor) tumoér baskilayici prote ayni zamanda anjiogenez inhibitoradur.
Sitoplazmik HuUR birikimini arttirarak transkripsyofaktorii p53’in ekspresyonunu arttirir,
tumor baskilayicidir, genom stabilitesingkanada ve kanser biylumesini 6nlemede 6nemili rol
oynar (101). Ortopik hepatoselliler karsinomda f@mié uygulamasi HTATIP2 ekspresyonunu
azaltmakta ve invazivlik ve metastazi arttirmakta02). Hipoksik SH-SY5Y NB hiicre
hatlarinda hucre-hicre, hicre-matrikskisinin devami igin rol alan genlerifedenomatoz
polipozis koli, E-cadherin, catenin, EphB2, fibrétie-1, HTATIP2, TIMP4)%90 azaldil;
metastatik davragla ikiskili genlerin (integrin a7bl, hepatosit bliyume takit reseptord,
transforme edici buyime faktori beta 1, VEGF, leggim, IL1B) dramatik olarak %200 agti
gosterilmitir  (103). Bu dgisikliklerin epiteliyal-mezegimal donigtumle iliskili oldugu
bildirilmi stir. Bu stre¢ NB hucresinin adherent fenotiptensgkderecede migratuvar, invaziv
ve agresiv hicre tipine dogiimtne neden oluyor olabilir (103).

Bizim calsmamizda HTATIP2 ekspresyonunun SH-SY5Y hiicre hatiar azalirken,
Kelly hiicre hatlarinda artgtir. Calsmamizda da SH-SY5Y hcre hatlarinda allicin, restret
ve sisplatinin tekli ve kombine uygulamalari HTARIRRkspresyonunu azaltstir ki bu bulgu
literatrle uyumludur (103). HTATIP2 geninin tumdraskilayici ve anjiogenez inhibitori
fonksiyonlari dolayisiyla calmamizdaki uygulamalarla HTATIP2 ekspresyonunun 156
hiicre hatlarinda azalmasinin bir dezavantaj, Kalligre hatlarinda artmasinin bir avantaj
yaratacgl distnulebilir. Yine yapilan agirmalarda HTATIP2 genindeki azalmaya metastatik
davrangla ikiskili genlerin ekspresyonlarinda arm eslik ediyor oldygunun ve bu sirecin
noroblastomda invaziv ve agresiv hicre tipine ganie neden oldiunun gdsterilmi olmasi da
HTATIP2 ekspresyonunun SH-SY5Y hicre hatlarinddnaasinin bir dezavantaj, Kelly hiicre
hatlarinda artmasinin bir avantaj yarafaaisuncesini desteklemektedir.

Interlokin 1 beta (IL1B)Bu genin kodladi protein, IL1 sitokin ailesinin bir Gyesidir.
Bu sitokin aktive makrofajlar tarafindan proproteiarak Uretilir, kaspaz 1 tarafindan proteolitik
olarak slenir ve aktif formuna donir. Bu sitokin inflamatuar cevabin énemli bir medréadar.
Hucre proliferasyonu, farklifmna ve apoptozda gorev alir. Bir metaanalizde ILvEBIL-1 RN
polimorfizmi mide karsinomu geimesi ile anlamh igkili bulunmustur (104). Kas invazyonu
yapmg mesane kanserinde IL1B, S100A8, S100A9 ve EGFRegetanisal bir arac ve
progresyonun bir gostergesi ofgdlugosterilmgtir (105).
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Bizim calsmamizda allicin, resveratrol ve sisplatinin teldi kombine uygulamalariyla
IL1B ekspresyonu Kelly hiicre hatlarinda agm$H-SY5Y hicre hatlarinda ise azajtm
Hipoksik SH-SY5Y NB hucre hatlarinda hiicre-hicrécre-matriks ilgkisinin devami icin rol
alan genler azalirken, IL1B dahil metastatik dawlanikiskili genlerin arttgi bildirilmi stir
(103). IL1B ekspresyonunun Kelly hiicre hatlarindeama, SH-SYS5Y hicre hatlarinda ise
azalmg olmasi IL1B ekspresyonunun NB’un metastaz potatisig katkisi oldgunu ve kotu
prognoz ile ilgkisini distindurebilir.

Interlokin 8 reseptor beta (IL8BRBaterlokin 8 proinflamatuvar bir sitokindir. CXCR1
ve CXCR2 reseptorlerine planarak kanserde anjiogenez, mitogenez ve motoggaetendirir.
Kolon kanserinde IL8 artmiekspresyonu kolon kanserinin buyime ve metadwadigkili iken,
CXCR2 reseptorlerinin yokltu kolon kanserinin buyimesini 6nlemektedir (106)IL8
endometriyum karsinomunda argmekspresyon gostermektedir. IL8 ve IL8 reseptdnlari
endometriyum karsinomu patogenezinde rol @ldie potansiyel prognostik biyobelirte¢ ve
terapotik hedef oldgu bildiriimistir (107). N6roblastomda IL8RB ekspresyonuna dagilizce
literattr bilgisi mevcut daldir. Ancak henliz yapilan bir agsrmada SH-SY5Y hucre hattinda
IL8RB icin reseptdr gorevi yapan CXCR2 ekspresyamufiriptolide isimli bir ajanla inhibe
edildigi bildirilmi stir (109).

Bizim calsmamizda Kelly hicre hattinda allicin, resveratrsisplatin tekli veya
kombine kullanimlariyla ekspresyon artizlenen IL8RB icin, SH-SY5Y hicre hatlarinda ise
ekspresyon azalmasi gostegtini ILBRB geninin NB’da metastaz potansiyeli Urerietkisine
dair yorum yapmak guctir. ILBRB ekspresyonunun Kéilicre hatlarinda artg)i SH-SY5Y
hicre hatlarinda ise azaknolmasi IL8RB ekspresyonunun nodroblastomda kétigmoa ile
ili skisini distindurebilir. Yapilacak daha ileri gtamalarda noroblastomda ILBRB nin kétu
prognozla ilgkisi ispatlanir ise bu takdirde IL8RB icin reseptgbrevi yapan CXCR2
ekspresyonunu inhibe eden ajanlarin kullanimistéahilir.

Integrin alfa 7 (ITGA7):integrinler ekstraselliler matriks proteinleri iciaseptor
ailesidir. integrinler heterodimerik integral membran proteidie. Genk bir spektrumda hiicre-
hiicre, hiicre-matriks etkienini yonlendirirler. Sonucta hiicre migrasyonu, fodojik gelisimi,
farklilasma ve metastazda rol oynarlar. ITGA7 geninin koagrotein integrin alfa zincir
ailesi Giyesidir. Bu protein bazal membran proteian laminin-1 icin reseptdr fonksiyonu gordir.
Ozellikle iskelet kasi ve kalp kasinda bulunur.

ITGA7 mutasyonlari ve downregulasyonu pek cok kates (prostat kanseri,
hepatoselluler karsinom, yugak doku leiomyosarkomu, glioblastoma multiforme) 3483

siklikta tanimlanngtir (109, 110). Prostat kanseri ve leiomyosarkororéthatlarinda ITGA7
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ekspresyonunun korunmasi timaor blyumesini baskylaenhicrelerin motilitesini baskilagtir
(109). ITGA?Y iligkili tumor baskilayici mekanizmanin nasil oigdutam bilinmemektedir.

Noroblastomda ITGA7 ekspresyonuna dair veri bulamaktadir. Bizim ¢cagmamizda
Kelly hiicre hattinda allicin, resveratrol, sisptatekli veya kombine kullanimlariyla ekspresyon
artisl izlenen ITGA7 icin, SH-SY5Y hicre hatlarinda iskspresyon azalmasi gostegtini
Literatiirde NB’'da ITGA7 ekspresyonuna dair verilsuhadgindan, tumor baskilayici 6zellikte
olan ITGA7 geninin NB’'da metastaz potansiyeli Uzerietkisine dair yorum yapmak gugctir.
Kelly hiicre hattindaki yiksek ITGA7 ekspresyonulnganda timor baskilayict bir mekanizma
ile tumo6r bayumesinin ve hiicre motilitesinin engelhesi ve metastaz baskilayici bir etkiyle
sonucglanmasi beklenir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP3; MMP7; MMP10; MMRB) : Matriks
metalloproteinazlari ekstraselliler matriks yikitanygoérevlidir. Normal fizyolojik olaylarda
ornesin embriyonik gekim sirasinda, doku remodelinginde, hastaliklardaegin artritte,
metastazda rol oynarlar. Genelde inaktif proteirdarp hicredys proteinazlarla karlasinca
aktive olurlar MMP3: Bu genin kodlady enzim fibronektin, laminin, kollojen 1lI, IV, IXX ve
kikirdak proteoglikanlarinin yikimindan sorumlud¥ara iyilesmesi, ateroskleroz progresyonu
ve tumor inisiasyonunda gorev allMMP7: Bu genin kodlady enzim proteoglikanlar,
fibronektin, elastin, kazein yikimindan sorumludiyiara iyilesmesinde rol alir ve intestinal
mukozal savunma aktivitesini diuzenléIMP10: Bu enzim proteoglikanlar ve fibronektin
yikiminda gorevlidir. MMP13: Ozellikle tip 2 kollojeni aktifsekilde yikar. Metallopeptidaz
inhibitér 4 (TIMP4): Matriks metalloproteinazlarinin inhibitérini kodl&ekrete edilen netrin
komponenti trombosit agregasyonunda, hormonal &sgoh ve endometrial doku
remodelinginde rol oynar. TIMP4'Uin giik dereceli astrositomlarda (WHO 1) dahagyo
eksprese edildi bildirilmistir (111). Prostat kanserinde TIMP4 ekspresyonua&ie skoru ile
negatif korele bulunmgur (112).

Bir metaanalizde MMP 1, 3, 7 ve 9un bazi kansddemetastazla gkili oldugu
goOsterilmitir (113). Pankreas karsinom modelinde MMP 7, 9;udOartmg ekspresyonu
gosterilmitir (114). Hipotetik olarak artrgit MMP ekspresyonunun metastazla ve invaziv
karakterke ilgkili olacagl distnulebilir. Literatirde artrgiMMP2 ve MMP9 ve azalmITIMP2
ekspresyonlarinin NB’'da invazyon ve metastazkkidine dair az sayida veri bulunmaktadir
(115, 116). Hipoksik SH-SY5Y NB hucre hatlarindaviR4 dahil hticre-hiicre, hiicre-matriks
ili skisinin devami icin rol alan genler azalirken, nséa#ik davrargla ikiskili genlerin arttgi
bildirilmi stir (103). Ancak MMP3, MMP7, MMP10, MMP13 noroblastdaki ekspresyonlarina
dair Ingilizce literatiir verisi bulunamagtr. MYCN amplifikasyonu olan NB’da MMP7,
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MMP10, MMP13 ekspresyonlarinin gerlendirildigi daha ileri argtirmalara ihtiyac vardir.
Bizim calsmamizda Kelly hicre hatlarinda allicin, resveratvel sisplatin uygulamalariyla
MMP3, 7, 10, 13 ve TIMP4’Uin ekspresyonlarinin astrolmasi NB’'da metastaz ile gkili
olabilir. TIMP4 ekspresyonunun metastazlar ile niég@arele olmasi beklenir.

V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (@viYC): Bu genin kodladi
protein c¢ok fonksiyonlu bir nikleer fosfoproteindiHiicre doéngusunin ilerlemesinde,
apoptozda, hicresel transformasyonda rol oynasifdpbaedef genler icin transkripsyon faktoru
olarak da gorev yapar. Bu genin mutasyonu, artekspresyonu, yeniden dizenlenmesi,
translokasyonu pek ¢cok hematopoietik timor, I6semlienfomalarla ikkilidir. Esasen N-MYC
amplifikasyonu noroblastomla gkili olup, C-MYC ise losemi ve lenfoma onkogeneie i
iliskilidir (117, 118). Henliz yapilan camnalarda C-MYC ekspresyonunun medulloblastomda
kotl prognozla ikkili oldugu bildiriimektedir (119, 120). Bizim c¢aimamizda Kelly hicre
hattinda artng, SH-SY5Y hicre hattinda azaknC-MYC ekspresyonu saptargtir. Bu genin
NB’da metastaz potansiyeli Uzerine etkisine danuyo yapmak guctur.

V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog TLjgak karsinomu kaynakli
(avian) (MYCL1):Transkripsyon faktori ve regulatéri faonksiyonkalan metastaz gkili bir
gendir. MYCL1 genindeki polimorfizmin akger kanserine duyarlilik yaragti bildirilmi stir
(121, 122) MYCL1 deki allelik kayip kolorektal kserlerde kotu prognozlagkili bulunmustur
(123, 124). Noroblastomda MYCL1 ekspresyonuna dair ingilizce litratirde bulunamatir.

Bu genin NB’da metastaz potansiyeli Uzerine etlegiair yorum yapmak guctur.

SYK (Spleen tyrosine kinas&YK, 6zellikle hematopoietik hiicrelere 6zgu bir sinyal
molekill olup, hematopoietik olmayan bazi kangaetinde de eksprese olglu gosterilmgtir.
Lenfositlerin maturasyonu ve immun hucrelerin aksiyonunda oOnemli rol oynamaktadir.
Tirozin kinaz fuzyon genleri [6semi ve solid tanwgirlicin dnemli bir onkogen sinifidir (125).
SYK bu genlerden biridir ve reseptor tipinde olmayaozin kinazi kodlamaktadir. Bu protein
hematopoietik hiicrelerde yaygin olarak ekspreskne#liedir. SYK inhibitorlerinin kullanimi
l6semi, lenfoma tedavisinde amaulmaktadir (126-128). Meme kanserinde tumor ldagici
potansiyeli vardir. Meme kanseri progresyonunda SkKpresyonunun azaggigosterilmitir.
SYK timdrigenezisi ve metastazi baskilayabilmektedi

Noroblastomda SYK gen ekspresyonunun nasil glda dair literatlr verisi mevcut
degildir. Bir onkogen olan SYK’'nin ayrica meme kansgiii bazi kanser tiplerinde timor ve
metastaz baskilayici 6zellik gosteriyor olmasisgdidir. Bizim calismamizda fitokimyasallarin
tekli ve sisplatinle kombine uygulamalari SYK geekspresyonunu Kelly hiicre hattinda

arttirms, SH-SY5Y hicre hattinda azalyhr. Bu SYK onkogeninin ekspresyonunun NB’da
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metastatik potansiyel Uzerine etkisine dair yorumprgak guctir ve ileri agarmalara
gereksinim vardir.

Transient receptor potential cation channel, subfamM, member 1 (TRPML1,
melastatin) :Bu gen gecici reseptor potansiyeli olan melastiodlamaktadir. Bu, kalsiyum
gecirgenlgi olan bir katyon kanalidir ve melanositlerde eksgr olur. Bu genin ekspresyonu
melanom agresiffii ile ters korelasyon gdsterir. Melanom metastaalg@n prognostik belirteg
olma oOzellgindedir. TRPM1 melanom igin iyi prognostik bir gésjedir (129). TRPM1
oncelikle melanin dreten hicrelerde (melanositlerdeelanomda, beyinde ve retinada)
bulunmaktadir, bir iyon kanahldir (130). Literaté&rd’lRPM1 geninin sadece melanomdaki
ekspresyonuna dair veri bulunmakta olup bu genindbilB ekspresyonuna dair yorum yapmak
guctur (131-135). Ancak maliyn melanom ve ndrolasin embriyolojik kokenleri ortak
oldugundan, NB hiicre hatlarinda fitokimyasallarin uyguakasiyla TRPM1 geninin
ekspresyonunun yiksek bulunuyor olmasi prognozkkilil olabilir. Bu konuda daha ileri
calismalarin yapilmasina gereksinim vardir.

Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) (CDH1Eadherinler hicre yuzeyi
glikoprotein ailesi olup hucre-hiicre adhezyonundeenili rol oynamaktadir. Klasik tip 1
cadherin epitelyum dokusunda hicre — hiicre adhezghemasinda anahtar rol oynamaktadir.
CDH1 tumdr baskilayici gendir, 16g22.1 kromozomal@dasyonunda bulunmaktadir ki bu
bdlge meme kanserinde heterozigosite kaybinin (L&iK)gelitigi bir bolgedir. Bu boélgede
LOH gelismesi CDH1 geninde fonksiyon kaybiyla sonuclanmakidsl da hastaliksiz yam
oraninda azalma, kot prognoz ve metastazlilitiir. Pek ¢cok kanser tipinde E-cadherinlerin
tumor baskilayici rol oynadiklari gosteriktii. Deneysel olarak E-cadherin fonksiyonu veya
ekspresyonunun baskilanmasinin hlcre migrasyonwasyonu ve metastazda gldi
sonuclandil gosterilmgtir. Bu 6zellikle epiteliyal kanserlerde 6énem kameaktadir. Ayrica E-
cadherin kaybinin onkojenik sinyal yollarini aktiegtigi bilinmektedir. (136,137) Bir timor
baskilayici gen olan CDHZ1’in metilasyonunun ve bbag instabilitesinin NB patogenezinde,
tumorigenezinde rol oynagll disundlmektedir (138, 139). Hipoksik SH-SY5Y NB hicre
hatlarindaE-cadherindahil hticre-hiicre, hiicre-matrikssKisinin devami icin rol alan genlerin
%90 azaldil; metastatik davragia ikiskili genlerin dramatik olarak %200 agtigosterilmgtir
(103). Bu dgisikliklerin epiteliyal-mezegimal donigtumle iligkili oldugu bildirilmistir. Bu sireg
NB htcresinin adherent fenotipten yiuksek derecegatuvar, invaziv ve agresiv hicre tipine
donsimine neden olabilegeyorumu yapilmgtir (103).

Bizim calsmamizda CDH1 ekspresyonu Kelly hicre hattinda gart®H-SY5Y hicre

hattinda azalngibulunmytur. Bu gendeki fonksiyon kaybinin 6zellikle epital kanserlerde
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metastaz ariyla iliskisi bilindiginden NB metastaz potansiyeli ve CDH1 ekspresybsgkisine
dair mevcut veriyle yorum yapmak guctir. Ancak iilealismalarda NB’da CDH1 geninin
metilasyonu ve bununla gkili fonksiyon kaybinin metastatik potansiyelle skisi
arastirilmahdir.

FXYD5 (FXYD domain containing ion transport regolab): Dysadherin kanser gkili
hiicre membran glikoproteinidiilk olarak kotii prognozlu meme kanseri ilakisi gosterilmi
olup ardindan pek ¢ok gkin kanser tipinde progresyonlaskisi 6ne surilmgtir. Kolorektal
kanser, bg boyun skuamoz hucreli karsinomu, testis tumorlgticik hicreli dui akciger
kanseri, kutan6z malign melanom, serviks skuamoardfiiikarsinomu, dil kanseri, 6sfagus
skuamoz hucreli karsinomu, mide kanseri, tiroid dan pankreatik duktal adenokarsinom ve
meme kanserinde kot prognoz ve hastalik progresyeriliskili bulunmustur (140-144).

FXYD5'’in artmis ekspresyonunun esasen skuamoz hiicreli karsinaankaitli prognoz
ve hastalik progresyonu ilegkisi bildirilmistir (140-144). Ancak NB'da FXYD5 ekspresyonuna
dair ingilizce literatiir verisi bulunamastir. Bizim calsmamizda Kelly hiicre hatlarinda
fitokimyasal ajanlar gerek tek fnaa gerekse sisplatin ile birlikte uygulapgohda FXYD5
ekspresyonunda anlaml arbldugu gérdlmigtir. Bu bulgu sonucunda MYCN amplifikasyonu
olan NB’da artmy FXYD5 ekspresyonunun metastaz ileskisi olabilecgini dustindurebilir.
SH-SY5Y (N-MYC negatif) hiicre hattinda ise fitokiasallarin ve sisplatinin uygulanmasiyla
FXYD5 ekspresyonunda azalma ofdugorilmigtir ki bu tumor invaziviini onleyici bir
avantaj sglanacaini distindurebilir.

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, memi€r (TNFSF10)(TNF-related
apoptosis inducing ligand TRAILRBu genin kodladii protein TNF ligand ailesi icinde yer alan
bir sitokindir. Bu protein timor hicresinde apoptozndiklemektedir. Bu proteinin
reseptorlerine kganmasi MAPK8/JINK, kaspaz 8, ve kaspaz 3 aktivaggantetiklemektedir.
TRAIL [TNF (tumour necrosis factor)-related apopsesducing ligand] klinik kullanimi umut
veren bir ajandir ¢unkd normal hicreleri etkilenredeanserli htcreyi o6ldurebilmektedir.
TRAIL-R2 ve TRAIL-R3 NB hicrelerindeki esas TRAIlLeseptorleridir. Noéroblastomda
kaspaz8 yoklgunda TRAIL iliskili apoptoza diren¢c gelmektedir (145, 146). SH-SY5Y
hiicrelerinde sisplatin ve etoposidin TRAIL ile ité uygulanmasinin timoér hicre 6lumana
arttirdgl gosterilmgtir. Kemoterap6tik ajanlar hicrelerin TRAIL duydugini arttirmstir.(147,
148). Noroblastomda TNFSF10 (TRAIL) gen ekspresymmumetastazla gkisine dair literatir
verisine rastlanmargtir. Bizim calsmamizda Kelly hiicre hatlarinda fitokimyasal ajardarek
tek baina gerekse sisplatin ile birlikte uygulapohda TNFSF10 ekspresyonunda anlamlisart
oldugu gorulmitar. Bu bulgu sonucunda MYCN amplifikasyonu olan’t8Bartmg TNFSF10
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ekspresyonunun metastaz ileskisi olabilecgi one sdrtlebilir. Bu konuda yapilacak ileri
arggtirmalara gereksinim vardir.

IGF1 (insulin-like growth factor 1)insiilin benzeri buyiime faktori (IGF1) polipeptid
protein hormondur, yapisi insiline benzemektedacuRluk ¢cg&inda biyumede, ekin ¢azinda
anabolik etkilerde rol alir. IGF1 ve IGF1R’nin hédyiiyime, ge§mesinde anahtar rol oynagdi
gosterilmitir. Bu molekuller hiicre dongusunin devamgliicin de gereklidir. IGF1 sinyali pek
¢cok kanserin gejmesinde karsinogenezde rol oynamaktadir. Serumdiseki IGF1
konsantrasyonu meme, prostat, kolorektal ve gakckanserleri icin artmirisk yaratmaktadir.
Insilin benzeri bluyume faktorleri IGF1 vw IGF2 pépthormonlardir, IGF1R reseptire
baglanirlar ve hicre i¢i sinyal yolu aktive olur, hédolytimesi ve proliferasyonuyla sonuclanir.
Kolorektal karsinom patogenezinde bu yol 6neml{d#9). IGF1 reseptor inhibitorleri preklinik
modellerde gettirilmistir ve klinik calsmalarin erken fazlarinda uygulanmayaslaamstir
(150). Monoklonal antikorlar, kicuk molekil tirozinkinaz inhibitdrleri, anti-sens
oligonukleotidler IGF bgayici proteinlerlGF aksinin hedefleri olarak gedilmistir (151).
Kolon kanserinde IGF1R, invazyonu arttirmakta, appa direnci induklemektedir (152).

Noroblastomda IGF1'in NB hucrelerini hiperozmotigtres, peroksinitrit, hipoksi,
doksorubisin veya TNIle-ile indiklenen apoptozdan koryglu bildirilmistir (153-157). Ancak
NB’da IGF1'in metastatik potansiyel Uzerine etkesidair bir literatir verisine rastlanmagm.
Bizim calsmamizda IGF1 ekspresyonu Kelly hicre hatlarindanigyt SH-SY5Y hicre
hatlarinda azalmitir. Pek ¢cok kanserin geiesinde karsinogenezde rol oynayan IGF1’in NB'da
metastaz potansiyelini nasil etkilgotie dair yorum yapmak elimizdeki mevcut veri ilegtir.

MET (Met proto-oncogene (hepatocyte growth faceeeptor))Mezersimal epiteliyal
transisyon faktori (MET), c-Met RTK ailesinin prafok bir tyesidir. Yapisal olarak ailenin
diger tyelerinden farkhdir. Hepatosit buylime fakt@iGF) reseptérine yiksek afinite gosterir.
MET ve HGF normal memeli hicrelerinin g@&hinde, hiicre migrasyonunda, morfojenik
farkhlasmada, U¢ boyutlu tibuler yapilarin organizasyonuhdare blyumesi ve anjiogenezde
onemli rol oynamaktadir (158). MET bir protoonkoden urtini hepatosit biyime faktoru
reseptorudir ve tirozin kinaz aktivitesini kodlartekr. MET genindeki pek ¢ok mutasyon
papillar renal karsinom ile gkilidir. MET geni kopya sayisinin veya ekspresyomurartmasi
kicuk huacreli dyi akciger kanserinde kotu prognozlasHilidir (159). Az sayida ¢ajmada
NB’da TrkB ekspresyonunun hepatosit biylime faktocdMET Uzerinden invaziv kapasiteyi
arttirdgl 6ne sartlmsgtar (160, 161).

Bizim calsmamizda fitokimyasallarin gerek tek sbea gerekse sisplatinle birlikte

uygulanmalar sonucu MET ekspresyonu MYCN pozitiB Micre hattinda artgy MYCN
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negatif hicre hattinda azaknr. MYCN pozitif hiicre hattindaki artsMET ekspresyonu
NB’un invaziv karakteri, metastaz potansiyeli ilkskili olabilir. PHA665752 gibi MET
inhibitord ajanlar mevcuttur (162). Metastaz rigilksek NB’da MET’in bir tedavi hedefi olarak
belirlenmesi halinde PHA665752 gibi MET inhibitéajanlarin uygulamalari giindeme gelebilir
ve tartgilabilir.

CXCL12 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stroroall-derived factor 1))Bu gen
stromal kaynakl alfa kemokini kodlamaktadir. Bungérini ve onun reseptéri CXCR4
lenfositleri aktive edebilmekte ve meme kanseriiglimzi kanserlerde metastazda rol
oynayabilmektedir. Noroblastomda CXCL12 ve resdptorolan CXCR4, CXCR7 tumor
progresyonu ve disseminasyonunda rol oynamaktadbiroblastomda CXCR4 ekspresyonu
andiferansiye tumor ve kotu prognozlaskllidir (163). CXCR7 henlz tanimlangtir ve
NB’daki yeri hentiz net dgldir (163). CXCL12 nin NB vaskiiler ve stromal yimyla iliskisi
vardir. Noroblastomda CXCR4/CXCL12 kemokin/resepksi NB invazyon ve metastazinda
rol almaktadir (164). Bir calmada metastatik NB hicrelerinde CXCR4 ekspreseligddancak
fonksiyonel olmadii bu nedenle de NB metastazini 6nlemek Uzere CX@ratagonistleri
kullanmanin Kklinik fayda sgamayacg bildirilmistir (165).

Bizim calsmamizda fitokimyasallarin gerek tek sbea gerekse sisplatinle birlikte
uygulanmalari sonucu CXCL12 ekspresyonu Kelly hilettinda artngy SH-SY5Y hicre
hattinda azalngtir. MYCN pozitif hidcre hattindaki artmi CXCL12 ekspresyonu NB’un
metastaz potansiyeli ve kot prognoz ilekili olabilecegini dusundirmitir. Her ne kadar
CXCL12'nin reseptori olan CXCR4’e kar CXCR4 antagonistlerinin  kullaniminin  NB
metastazini 6nlemede klinik faydagkamadgina dair az sayida ¢gina mevcutsa da bu konuda
yapilacak ileri argtirmalara gereksinim vardir.

HPSE (HeparanaseHeparansulfat proteoglikanlar bazal membran ve ragstiler
matriksin major komponentleridir. Bu genin kodi&dprotein heparansilfat proteoglikanlari
parcalayarak remodeling olan ekstraselliler matbkyunca hicrenin hareketine izin verir.
Buna ek olarak ekstraselliler matriksten biyoaktiolekiller salinir. Bu genin farkh
izoformlarini kodlayan bircok transkript varyanulbnmaktadir. HPSE geninde allelik kayip,
veya ekspresyon azalmasi hepatoselliler karsindin fkidgnozu ile igkili bulunmustur (166).
Yine HPSE genindeki tek ntkleotid polimorfizmlennmide kanseri progresyonu ileskKisi
gosterilmitir (167). Melanom ve kiguk hucreligliakciger kanserinde de HPSE invazyonunun
da HPSE ile ikkisi gosterilmgtir (168, 169).

Epiteliyal kanserlerde ve melanomda kaybi veyaibisjonunun timor invazyonu,

metastaz ve kotlu prognozlagKili oldugu gosterilmg HPSE geninin NB’daki ekspresyonunun

71



nasil oldguna dairingilizce literatir verisi bulunamagtir. Melanom ve néroblastomun ortak
embriyolojik kokeni NB'da da HPSE geninin metastpatansiyeliyle ilgkili olabilecesini
disundurmgtar. Calgmamizda allicin ve resveratroliin gerek teksiba gerekse sisplatinle
birlikte uygulanmalari sonucu HPSE geni ekspresyielly hiicre hattinda artgy SH-SY5Y
hiicre hattinda azalgtir. Bu veri ile HPSE geninin NB metastaz potankiiyreerine etkisine dair
yorum yapmak gugtur.

CDH6 (Cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidne@PH6 geni cadherin super ailesini
kodlamaktadir. Cadherinler membran glikoproteimdierve homofilik hiicre-hiicre adhezyonunu
yonetirler, hiicre farklilgmasi ve morfogenezde kritik rol oynarlar (136,13%9dlanan protein
tip 1l cadherin olup boébrek gsgiminde, endometriyum ve plasenta @imunda rol almaktadir.
Bu genin azalngi ekspresyonu timor buylimesi ve metastazilillir. Bizim ¢alismamizda
SH-SY5Y hicre hatlarinda resveratrol ve resveratrosisplatin uygulamalariyla bu gende
kontrol grubuna gore belirgin ekspresyon azalmémugur. Ki bu bulgu MYCN negatif hiicre
hattinda metastaz ile gkili olabilir.

Calsmamizda 6zellikle MYCN amplifikasyonu olan NB hichatlarinda allicin ve
resveratrolin tekli ve sisplatin ile kombine uygukdari metastaz #kili genlerin
ekspresyonlarinda genel bir artle sonuclanirken, 6zellikle 21 genin ekspresyatauren
belirgin artg izlenmgtir. MYCN amplifikasyonu olmayan NB hiicre hatlarandhllicin ve
resveratrolin tekli ve sisplatin ile kombine uygukdari metastaz #kili genlerin
ekspresyonlarinda genel bir azalma ile sonuclanjrialicin tsisplatin uygulamasiyla 22 genin,
resveratrol xsisplatin uygulamasiyla 20 genin e&syponlarinda en belirgin azalma izlegtini
Metastaz ilgkili genlerin bazilari onkogen, protoonkogen ikeazitari da tumor baskilayici,
metastaz baskilayici genlerdir. Bu genlerin timiadena, azalma yoninde meydana gelen
degisikliklerin  kimulatif etkisini belirlemek, tahmin etek mimkidn dgldir. Sonucta
calismamizin bulgulari allicin ve resveratrol isimlidkimyasallarin gerek tek baa gerekse
kemoterapinin yanisira kullaniimalarinin  uygun dlifiena karet etmektedir. Bizim
calismamizin sonucunda Kelly (MYCN pozitif) ve SH-SY5YYCN negatif) NB hicre
hatlarinda allicin ve resveratroliin gerek teliba gerekse sisplatin ile birlikte uygulanmalari
sonucu ekspresyonu en fazla etkilenen metastazmdmlirlenmgtir. Metastaz gefimesine
midahale etmede potansiyel hedef olabilecek bu egerdaha ileri ardirmalarla
degerlendirilmelidir.
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6. Sonuclar ve Oneriler
1. Kelly ve SH-SY5Y NB hiicre hatlarinda
a. Allicinin artan dozlari sitotoksisite ojturmamstir.

b. Allicin sisplatin ile birlikte uygulandiinda sisplatine kg sitotoksisiteyi
degistirmemistir.
2. Kelly ve SH-SY5Y NB hcre hatlarinda
a. Resveratol artan dozlari ile orantili olarak siksisite olgturmustur.
b. Resveratrol sisplatin ile birlikte uygulagtnda sisplatine g sitotoksisiteyi
degistirmemistir.
3. Kelly ve SH-SY5Y NB hcre hatlarinda
a. Allicin uygulanan grup ve kontrol grubu arasindaopiez oranlari farklilk
gostermedi
b. Resveratrol uygulanan grup ve kontrol grubu adesi@apoptoz oranlari farklilik
gOstermedi.
4. Kelly ve SH-SY5Y NB hucre hatlarinda
a. sisplatin uygulanan grup ve allicin+sisplatin uyandn gruplar arasinda apoptoz
oranlari farklihk géstermedi.
5. Kelly ve SH-SY5Y NB hucre hatlarinda
a. sisplatintresveratrol uygulamasi sonrasi sgeli apoptoz orani, sisplatin
uygulamasi sonrasi ggtin apoptoz oranindan dahaiki bulundu.
6. Kelly NB hiicre hatlarinda kontrol grubu ile kaastirmali olarak dgerlendirildiginde
a. DDX1 geni ekspresyonu resveratrol uygulamasigiad kat artmgti, diger
gruplarda dgismemiti.
b. nm23H1 geni ekspresyonu resveratrol uygulamasiyisplatin+allicin
uygulamasiyla3kat kat artmy, diger gruplarda dgésmemisti.
c. nm23H2 geni ekspresyonu resveratrol uygulamasiykat 3azalmy, diger
gruplarda dgismemiti.
7. SH-SY5Y NB hicre hatlarinda kontrol grubu ile hstirmali  olarak
degerlendirildiginde
a. DDX1 geni ekspresyonu sisplatin, allicin, resveshtr allicin+sisplatin,
resveratrol+sisplatin uygulanan tim gruplarda kalngrubuna gore>3 kat arts
gostermgti.
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b. nm23H1 geni ekspresyonu sisplatin uygulanan grugggismezken, allicin,

C.

resveratrol, allicint+sisplatin, resveratrol+sisplatiygulanan gruplarde3 kat
azalmsti.
nm23H2 geni ekspresyonu sisplatin uygulanan grupt&at artarken, der

gruplarda dgismemiti.

8. Kelly NB hucre hatlarinda gruplarin gen ekspresgankontrol grubu ile karlastirmal

olarak dgerlendirildiginde
a. Sisplatin uygulamasi sonrasi FXYD5, MCAM, CXCR4, T&RZ, CDH1

b.

C.

ekspresyonlarinda 3 kat artma; EPHB2, TIMP3, CDH6, RORB, COL4A2,
IL18, CDH11, MGATS5 ekspresyonlarinda3 kat azalma izlendi. ekspresyonu
artan genler hicre adhezyon genleri (FXYD5, MCAMDH), apoptoz genleri
(CXCRA4), hicre buyime ve proliferasyon geni (SSTHRR)ekspresyonu azalan
genler ise hicre adhezyon genleri (MGAT5, CDH1DHB), hiicre bluyime ve
proliferasyon genleri (IL18, RORB, EPHB2), ekstidger matriks proteinleri
(TIMP3, COL4AZ2), transkripsyon faktorleri ve duzeyicileri (RORB) idi.

Allicin, resveratrol, allicin+sisplatin ve resvemait-sisplatin uygulamalari sonrasi
ekspresyonlari kontrol grubuna gore en fazla axisteren genler. CCL7, CDH1,
CTSL1, ETV4, EXYD5, KISS1R, HTATIP2, IL1B, IL8RB,TIGA7, KISS1,
MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, SYK, TIMP4, RPM1,
TNFSF10 idi. Bu genler hicre biyume ve proliferasgenleri (CCL7, KISS1R,
ILBRB, TRPM1, TNFSF10, IL1B, MYC, SYK), ekstrasdiii matriks proteinleri
(MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhezyon genlé8YK, ITGA7,
CDH1, FXYD5), transkripsyon faktorleri (ETV4, MYQWIYCL1, HTATIP2),
apoptoz genleri (TNSF10, IL1B, HTATIP2), hiicre si&klgenleri (MYC, IL1B),
metastaz ikkili diger genler (CTSL1, KISS1) idi. Resveratrol uygulamgopta
ayrica TGFB1 ve SSTR2 gen ekspresyonlari da ea &a#n genler arasindaydi.
Tam gruplarda ekspresyorkBkat azalan genler hicre siklus genleri (RB1) ve
hiicre buyime ve proliferasyon genleri (DENR) idesReratrol uygulanan grupta

ayrica NME2 genk3kat azalan genler arasindaydi.

9. SH-SY5Y NB hicre hatlarinda gruplarin gen eksprelm kontrol grubu ile

karsilastirmall olarak dgerlendirildiginde

a. tim gruplarda PNN ekspresyor@kat artmgti. Ek olarak resveratrol uygulanan

grupta DENR ekspresyontBkat artmsti.
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b.SH-SY5Y NB hicre hatlarinda tim gruplarda KISS1,SH10, TRPM1, IGF1 >100kat
azalmsti.

c. Sisplatin uygulamasi sonrasi ekspresyort@kat artan genler PNN, SMAD4, DENR,
SET, METAP2, SMAD2, NME2 olup, ekspresyonu >100kaalan genler KISS1,
TNSF10, TRPM1, IGF1, MET, idi. SH-SY5Y Hicre hattata Sisplatin
uygulamasiyla ekspresyonlar3kat artan genler hiicre adhezyon genleri (PNN),
transkripsyon faktorleri (SMAD4, NME2, SMAD2), higblyime ve proliferasyon
genleri (DENR, SET, NME2), hicre siklus genleri (ER), metastaz gkili diger
genler (METAP2) idi. SH-SY5Y Huicre hatlarinda Sa&m uygulamasiyla gen
ekspresyonlarinda genel olarak azalma izlendi. €epresyonu >100 kat azalan
genler, Hicre buyumesi ve proliferasyonu genlerEM IGF1, TRPM1, TNSF10),
apoptoz genleri (TNFSF10), metastagkili genler (KISS1) idi.

d. Allicin ve sisplatin+allicin uygulanan gruplarda sgitesyonu en fazla etkilenen genler
degerlendirildiginde allicin uygulanan ve allicin+sisplatin uyguéan gruplarda
ekspresyonu >100 kat azalan genler KISS1, TNFSMBIP10, TRPM1, IGF1,
MMP13, MMP7 olup, allicin alan grupta ek olarak MBIPCCL7, TIMP4, ITGA7
ekspresyonlari da >100 kat azajimi Bu genler hiicre buyime ve proliferasyonu
genleri (TNSF10, IGF1, TRPM1, CCL7), ekstraselliieatriks proteinleri (MMP13,
MMP7, MMP3, TIMP4), hiicre adhezyon genleri (ITGA@poptoz geni (TNSF10) ve
metastaz ikkili diger genlerdi (KISS1).

e. Resveratrol ve sisplatin+resveratrol uygulanarplgmada ekspresyonu en fazla etkilenen
genler dgerlendirildiginde, Resveratrol uygulanan grupta ekspresyonu >k&0
azalan genler ve resveratrol+sisplatin uygulanamptgr >100kat azalan genler MET,
KISS1, IGF1, TNSF10, MMP10, CXCL12, MMP13, MMP7, MA3, CDH6, CCL7,
TRPM1, CTSL1, FXYD5, HPSE, HTATIP2, IL1B, IL8RB, BKE1R, TIMP4 olup,
resveratrol+sisplatin alan grupta ek olarak SYK>d®0 kat azalngti. Bu genler
ekstraselliler matriks proteinleri (MMP7, MMP10, N3, MMP3, HPSE, TIMP4),
hiicre buyime ve proliferasyon genleri (TNFSF10, TCIRPM1, MET, IGF1,
CXCL12, IL1B, IL8RB ), apoptoz genleri (TNSF10, HTAR2, IL1B), transkripsyon
faktorleri (HTATIP2), hicre adhezyon genleri (CDHBXYDS5), hicre siklus genleri
(IL1B), metastaz ikkili di ger genler (KISS1, CTSL1) idi.

Bizim calsmamiz Kelly ve SH-SY5Y NB hucre hatlarinda alliciniantitimoral,

apoptotik bir etkisi olmaguni, sisplatinle birlikte verilmesi halinde sisptah antitimoral,

75



apoptotik etkilerini dgistirmedigini gostermgtir. Bulgularimiz Kelly ve SH-SY5Y NB hicre
hatlarinda resveratroliin doz gmal antitimoral etki yapgini, sisplatinin antitimoral etkisini
degistirmezken apoptotik etkisini zayiflagini, bozdgunu go6sternstir.  Allicin - ve
Resveratrolin gen ekspresyonlari tizerine olanegildikkate alinmadan sadece sitotoksisite ve
apoptoz Uzerine olan etkileri dikkate aligiida; Allicin Kelly ve SH-SY5Y NB hicre
hatlarinda antitimoral veya apoptotik bir faydaslamamstir, resveratrol ise tek bkena
uygulandginda doz bgmh antitimoral etki yapng) sisplatinle birlikte uygulanginda
sisplatinin antitimdral etkisini azaltgy bozmytur. Sonucgta hipotetik olarak MYCN
amplifikasyonu olan ve olmayan NB’da resveratrolionvansiyonel kemoterapi sirasinda
kullaniimasiyla kemoterapinin apoptotik etkisinimy#lamasi, konvansiyonel kemoterapi
tamamlandiktan sonra resveratrolin teksit kullanimi ile antitimoral etki ganmasi
diUstnulebilir. Yine hipotetik olarak allicinin MYCN apiifikasyonu olan ve olmayan NB
tedavisi icin uygun bir ajan olmagidistinilebilir. Ancak hiicre hatti ¢camalarinin sonuclarini
direk olarak klinge uyarlamak dgru olmayacaktir. Ayni ajan il vitro vein vivo uygulamada
alinan sonuglar farklilik gosterebilir.

DDX1 genini Kelly hiicre hattinda sadece resvetdtb bgina uygulandiinda kontrol
grubuna gére ekspresyon arigostermgtir. Oysa ki cagmamizda allicin ve resveratroliin gerek
tekli gerekse sisplatinle kombine uygulamalariiim@ SH-SY5Y NB hticre hattinda DDX1 gen
ekspresyonunu arttirgtir. Resveratrol ve allicin uygulamalarinin, NB'd&tl prognoz ile
iliskili oldugu ©6ne sdrilen DDX1 gen ekspresyonunu artyrmimasi bu iki ajanin NB
tedavisinde kullaniminin uygun olmgdn distindirmitir. MYCN amplifikasyonu olan NBda
resveratrol tek bana uygulandiinda, allicin sisplatinle birlikte uygulanginda esasen metastaz
baskilayici gen olan ancak NB’da agresif hastdekiliskili oldugu gosterilmg nm23H1 gen
ekspresyonunu arttirgtir ve bu 6zellik resveratroliin ve allicinin MYCNmplifikasyonu olan
NBda uygulanmamasi gerekti dusundurmigttr. Allicin ve resveratrol Kelly ve SH-SY5Y
hiicre hatlarinda, yine esasen metastaz baskilggrtiolan ancak NB’da agresif hastalik ile
ili skili oldugu gosterilmg nm23H2 geni ekspresyonu tzerinde belirgin etknyamstir.

Bizim calsmamizin sonucunda Kelly (MYCN pozitif) ve SH-SYSMYCN negatif) NB
hicre hatlarinda allicin ve resveratroliin gerek taedgina gerekse sisplatin ile birlikte
uygulanmalari sonucu ekspresyonu en fazla etkilemetastaz genleri belirlensgtir.

MYCN pozitif olan NB hticre hattinda allicin ve wesatroltin gerek tek kma gerekse
sisplatinle birlikte uygulanmasi metastazkiii su genlerin ekspresyonlarinda en fazlasarti
neden olmstur: hicre bliyume ve proliferasyon genleri (CCLAS81R, IL8RB, TRPM1,
TNFSF10, IL1B, MYC, SYK), ekstraselliler matriksopeinleri (MMP3, MMP7, MMP10,
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MMP13, TIMP4), adhezyon genleri (SYK, ITGA7, CDHEXYD5), transkripsyon faktorleri
(ETV4, MYC, MYCL1, HTATIP2), apoptoz genleri (TNSB1IL1B, HTATIP2), hicre siklus
genleri (MYC, IL1B), metastaz gkili diger genler (CTSL1, KISS1) idi. Resveratrol uygulanan
grupta ayrica TGFB1 ve SSTR2 gen ekspresyonlaend@zla artan genler arasindaydi. Allicin
ve resveratrolin MYCN pozitif olan NB hlcre hatanohetastaz gkili gen ekspresyonunu bu
sekilde etkiliyor olmasi bu ajanlarin NB tedavisind@llaniminin dikkatle sorgulanmasi,
tartisiimasi gerekgini dusindurmitur.

MYCN negatif NB hiicre hattinda allicin ve resveshfPNN ekspresyonunu, resveratrol
ek olarak DENR ekspresyonunu arttigtm ki bunlar hiicre adhezyon genleri (PNN), hicre
biylume ve proliferasyon genleridir (DENR). Alliamiekspresyonunu en fazla oranda azaltti
genler: hiicre biyume ve proliferasyonu genleri (Fl& IGF1, TRPM1, CCL7), ekstraselltler
matriks proteinleri (MMP13, MMP7, MMP3, TIMP4), hiic adhezyon genleri (ITGA7),
apoptoz geni (TNSF10) ve metastazskili diger genlerdir (KISS1). Resveratrolin
ekspresyonunu en fazla oranda azaltgenler: ekstraselliler matriks proteinleri (MMP7
MMP10, MMP13, MMP3, HPSE, TIMP4), hiicre blylime veliferasyon genleri (TNFSF10,
CCL7, TRPM1, MET, IGF1, CXCL12, IL1B, IL8RB ), aptgz genleri (TNSF10, HTATIP2,
IL1B), transkripsyon faktorleri (HTATIP2), hiicre lagzyon genleri (CDH6, FXYD5), hicre
siklus genleri (IL1B), metastaz gkili di ger genlerdir (KISS1, CTSL1). Allicin ve resveratiol
MYCN negatif NB hicre hattinda metastazkiii gen ekspresyonunu bsgekilde etkiliyor
olmasi bu ajanlarin NB tedavisinde kullanimininkdilte sorgulanmasi, tagtimasi gerekgini
distindUrmigtar.

Bizim calsmamizin sonucunda MYCN pozitif ve MYCN negatif NBidne hatlarinda
allicin ve resveratrolin gerek tek donaa gerekse sisplatin ile birlikte uygulanmalarnscu
ekspresyonu en fazla etkilenen metastaz genleiierehistir. Metastaz gejimesine miudahale
etmede potansiyel hedef olabilecek bu genler déra argtirmalarla dgerlendirilmelidir.
Metastaz ilgkili genlerin bazilari onkogen, protoonkogen ikeazitari da tumor baskilayici,
metastaz baskilayici genlerdir. Allicin ve resweidin DDX1, nm23H1, nm23H2 ve ghr
metastaz genleri ekspresyonlari Uzerindeki etkidigkkate alindiinda, cok sayida gende cok
yonlu etkilenme s6z konusudur. Bulgularimiz buKitoyasal ajanlarin NB’da ne kemoterapi
beraberinde ne de konvansiyonel tedavi sonrasinddankminin uygun olmayagai
disundurmigtir. Ancak hicre hatti ¢amalarinin sonuglarini direk olarak kigei uyarlamak
dogru olmayacaktir. NoOroblastomda allicin ve resvexatrgibi fitokimyasal ajanlarin

uygulamalar dikkatle sorgulanmali ve tgittnalidir.
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Details: ACC-355

Cell line:
DSMZ no.:
Species:
Cell type:

Origin:

Reference(s):
Depositor:
Biosafety level:

Permissions and

restrictions:

Morphology:

Medium:

Subculture:

Incubation:
Doubling time:

Harvest:

Storage:

Mycoplasma:

Immunology:

Fingerprint:
Species:

Cytogenetics:

http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/ ACC-355.html?tx dsmzresources pi5...

Sayfal/2

DSMZ

i @

KELLY
ACC 355
human (Homo sapiens)
neuroblastoma
established from a patient with neuroblastoma; ca. 100-fold genomic
amplification of NMYC in der(17)hsr
14858 , 14947
Dr. R. A. F. MacLeod, DSMZ, Braunschweig, Germany
1
A
DSMZ Cell Culture Data:
adherent, round to fusiform with polar neuritic processes, growing in mono-
and multilayers
90% RPMI 1640 + 10% h.i. FBS
split confluent culture 1:3 to 1:10 every 3-6 days using trypsin/EDTA; seed out
at ca. 2-3 x 10° cells/80 cm?
at 37 °C with 5% CO,
ca. 30-40 hours
cell harvest of ca. 25-30 x 10° cells/80 cm?
frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 3 x 10°
cells/ampoule
DSMZ Scientific Data:
contamination was eliminated with Baytril (enrofloxacin), then negative in
DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR assays
cytokeratin -, cytokeratin-7 -, cytokeratin-8 -, cytokeratin-17 -, cytokeratin-18 -,
desmin -, endothel -, EpCAM -, GFAP -, neurofilament +, vimentin +
multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unigue DNA profile
confirmed as human with IEF of AST, LDH, MDH

28.12.2012




Details: ACC-355 Sayfa2/2

human near-diploid karyotype with 20% polyploidy - 46-47<2n>X, -7, -8, +16,
+22, +2mar, del(1)(p34), t(2,7)(p12;911), add(4)(p15.3), add(5)(p15), add(9)
(g34), add(10)(g24), add(11)(g24), add(14)(q32), ins(17;2)(q21;p24 hsr)x2 -
del(1p34) and 2p24 hsr are typical of late-stage neuroblastoma - resembles
published karyotype

Viruses: ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV -, HBV -, HCV -, HHV-8 -,
HIV -, HTLV-I/Il -, SMRYV -

Supplied as: - Frozen culture
- Growing culture (please inquire for exact delivery time)

- Cell pellet (10-20 x 10° cells)
- DNA isolated from cell line (25 pg)
see price list

Print data sheet

http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/ACC-355.html?tx dsmzresources pi5... 28.12.2012




Details: ACC-209

Cell line:
DSMZ no.:
Species:
Cell type:

Origin:

Reference(s):
Depositor:
Biosafety level:

Permissions and
restrictions:

Morphology:

Medium:

Subculture:

Incubation:
Doubling time:

Harvest:

Storage:

Mycoplasma:

Immunology:

Fingerprint:

Species:

http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/ ACC-209.html?tx dsmzresources pi5...

Sayfal/2

SH-SY5Y

ACC 209

human (Homo sapiens)
neuroblastoma

clonal subline of the neuroepithelioma cell line SK-N-SH that had been
established in 1970 from the bone marrow biopsy of a 4-year-old girl with
metastatic neuroblastoma

14388 , 14638 , 14901
Dr. J. Heikkila, University of Turku, Turku, Finland
1

A

DSMZ Cell Culture Data:

epithelial-/neuronal-like elongated cells growing as monolayer and in cell
clusters; cells do not grow to complete confluency

80-85% Dulbecco's MEM + 15-20% h.i. FBS

split culture 1-2 times a week using trypsin/EDTA; seed out at ca. 1 x 10°

cells/80 cm?; selection of neuronal-like cells may be favored by reduction of
glutamin (1 mM), passaging of semi- or half-confluent cultures; short-time
trypsin exposure preferentially detaches the epithelial-like cells

at 37 °C with 5-10% CO2

>55 hours

cell harvest of about 15 x 10° cells/175 cm?

frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 2 x 10°
cells/ampoule

DSMZ Scientific Data:
negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR assays

cytokeratin -, cytokeratin-7 -, cytokeratin-8 -, cytokeratin-17 -, cytokeratin-18 -,
desmin -, endothel -, GFAP -, neurofilament +, vimentin +

multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile

confirmed as human with IEF of AST, MDH

28.12.2012




Details: ACC-209 Sayfa2/2

Cytogenetics: human near-diploid karyotype with 1.8% polyploidy - 46/47(42-48)<2n>X/XX,
+7,ins(1)(q32g11g43), add(9)(q34), der(22)t(?17;22)(g22;q13) - resembles
published karyotype

Viruses: ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV -, HBV -, HCV -, HHV-8 -,
HIV -, HTLV-I/Il -, SMRV -

Supplied as: - Frozen culture
- Growing culture (please inquire for exact delivery time)

- Cell pellet (10-20 x 10° cells)
- DNA isolated from cell line (25 pg)
see price list

Print data sheet

http://www.dsmz.de/catalogues/details/culture/ ACC-209.html?tx dsmzresources pi5... 28.12.2012
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EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR: IS IR A FEASIBLE TARGET FOR
THE TREATMENT OF OSTEOSARCOMA?

un Ah Leel, Yunmi Kol, Jae-Soo Kohz, Dae-Geun Jeon® , Soo-Yong Lee3,
Dong Ho Kim'

'Korea Cancer Center Hospital, Pediatrics, Seoul, Korea (Republic Of)
2Korea Cancer Center Hospital, Pathology, Seoul, Korea (Republic Of)
FKorea Cancer Center Hospital, Orthopedic Surgery, Seoul, Korea (Republic Of)

Purpose: Epidermal growth factor receptor (EGFR) is recognized as a central regulator of
proliferation and progression in many human cancers. We analyzed its expression in
osteosarcoma and performed in vitro studies to characterize the downstream pathways of
EGEFR in osteosarcoma cell lines as well as to test EGFR inhibitors as new therapeutic
candidates.

Method: We retrospectively analyzed 37 biopsy samples of osteosarcoma for EGFR protein
expression by immunohistochemistry (IHC). Those cases were diagnosed at the Korea
Cancer Center Hospital between 1995 and 2007 and treated with combination chemotherapy
and surgery. The relationship between EGFR protein expression and clinicopathologic
characteristics and treatment outcome were evaluated. Four osteosarcoma cell lines (HOS,
U208, MG-63, KHOS/NP) were analyzed for EGFR, p-EGFR expression by western blot
analysis. Two EGFR inhibitors, gefitinib and BIBW2992, were tested for their effect on
osteosarcoma cells using MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide), colony forming and trypan blue staining assay.

Results: EGFR protein was positive in 33 (89%) biopsy samples (6 low, 16 intermediate, 11
high) and in three cell lines (HOS, MG-63 and KHOS/NP). Intermediate or high staining for
EGEFR protein was related to peripherally located tumor (P = 0.04) and tumor volume less
than 150 mL (P < 0.001). Female gender and osteoblastic subtype tended to be associated
with low staining for EGFR protein. EGFR protein expression was not associated with
histologic response to preoperative chemotherapy (P = 0.99) or with the survival (P =0.29).
Gefitinib and BIBW2992 were tested at various concentrations (0.01-20 microM), however,
did not have any significant inhibitory effect on the viability and proliferation of
osteosarcoma cells.

Conclusion: Although our study is retrospective in nature and limited in case numbers,
EGEFR does not seem to be a feasible target for the treatment of osteosarcoma, contrasting to
epithelial carcinomas.

PD016

PREDICTORS OF ACUTE CHEMOTHERAPY-ASSOCIATED TOXICITY IN
PATIENTS WITH EWING SARCOMA

Jeremy Sharib', Jobin Cyrus', Andrew Horvaiz, Florette K Gray Hazards,
Katherine K Matthay', Robert Goldsby', Neyssa Marina®, Steven G DuBois"

"University of California, Pediatric Oncology, San Francisco, CA
2University of California, Pathology, San Francisco, CA
IStanford University, Pathology, Palo Alto, CA

“Stanford University, Pediatric Oncology, Palo Alto, CA

Purpose: Ewing sarcoma (ES) is a malignant small round blue cell tumor of bone and soft
tissue of childhood. Patients with ES are treated with intensive chemotherapy regimens. We
sought to describe predictors of toxicity in this population.

Method: In this retrospective cohort study, medical records of patients with pathologically
confirmed ES, extraskeletal ES, and primitive neuroectodermal tumor (PNET) treated at the
University of California San Francisco and Stanford University between 1980 and 2010 were
reviewed. Grade 3 and 4 non-hematologic chemotherapy-associated toxicities during initial
frontline therapy were recorded for each patient, along with potential clinical and
demographic predictors of toxicity. Univariate analyses were performed using the Fisher
exact test. Multivariate analysis was performed using logistic regression methods.

Results: The cohort included 143 patients (89 males; median age 14 years, range 2 months—
49 years) with ES/PNET and available toxicity data. The most common grade 3 or 4 non-
hematologic toxicities were febrile neutropenia (n = 74 patients), infection (n =46 patients),
and mucositis (n =11 patients). On univariate analyses, age < 12 years at diagnosis
(p=0.01), Latino ancestry (p =0.004), and treatment on a clinical trial (p =0.005) were
associated with higher incidence of toxicity. Tumor size, site, stage, mode of local control,
and overall chemotherapy exposure were not associated statistically with the incidence of
toxicity. On multivariate analysis, Latino ethnicity (odds ratio 3.8, 95% CI 1.2-12.0,

p =0.02), treatment on a clinical trial (odds ratio 3.1, 95% CI 1.01-9.3, p=0.04), and

age < 12 years (odds ratio 3.1, 95% CI 1.04-9.4, p = 0.04) were independent significant
predictors of toxicity.

Conclusion: Patients with ES/PNET who are younger or of Latino ethnicity have higher rates
of toxicity that may necessitate increased supportive care measures. Treatment on a clinical
trial was associated with higher rates of toxicity, though this finding may represent
ascertainment bias.

PHO001

PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF APN/CD13 IN HEPATOBLASTOMA

Pediatr Blood Cancer DOI 10.1002/pbc
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Satoshi Saida', Ken-Ichiro Watanabez, Shinya Okamotos, Shinji Uemotos,
Tomoro Hishiki®, Itaru Kato?, Shiro Tanaka®, Souichi Adachi®, Toshio Heike?

!Kyoto University, Pediatrics, Kyoto, Japan

2Kyoto University Graduate School Of Medicine, Department Of Pediatrics, Kyoto, Japan
FKyoto University Graduate School Of Medicine, Division Of Hepato-Pancreato-Biliary
Surgery And Transplantation, Kyoto, Japan

“Chiba University Graduate School Of Medicine, Department Of Pediatric Surgery, Chiba,
Japan

°Kyoto University, Division Of Clinical Trial Design And Management, Translational
Research Center, Kyoto, Japan

SKyoto University Graduate School Of Medicine, Department Of Human Health Sciences,
Kyoto, Japan

Purpose: Hepatoblastoma is a rare malignant tumor of childhood originating from immature
hepatic cells. Aminopeptidase-N/CD13 is an ectopeptidase that plays important roles in the
progression of other tumors by promoting tumor invasion and metastasis. Although CD13 is
expressed in fetal stage hepatic progenitor cells, the relationship between hepatoblastoma
and CD13 expression has remained unresolved. We investigated the clinical significance of
CD13 in hepatoblastoma by studying CD13 protein expression.

Method: The expression pattern of CD13 was investigated in 30 tissue samples from 27
cases of hepatoblastoma by immunohistochemical staining, including 16 of predominantly
embryonal type histology (pE), and 14 samples of predominantly fetal type histology (pF).
We also quantified the staining data using the immunoreactive score (IRS) scale, and
investigated the relationship between the expression level of CD13, clinicopathological
factors, and clinical outcomes. Furthermore, we studied the biological function of CD13 in
the hepatoblastoma cell lines, Huh6 and HepG2.

Results: CD13 showed positive staining in all specimens. Hepatoblastoma of the pE type
showed higher expression of CD13 compared to pF hepatoblastoma [median IRS 4 (range;
2-9) versus 2 (range; 1-4)]. Strong expression of CD13 correlated with the presence of
vascular invasion. CD13 low cases showed a significantly better 5-year event-free survival
than CD13 high cases (100% versus 51.0%; P =0.026). The 5-year overall survival rate
of the CD13 low cases was also better than those with CD13 high tumors (100% versus
74.0%; P =0.114). Both CD13 neutralizing-antibody and the potent CD13 inhibitor,
Ubenimex, significantly suppressed invasive activity in the hepatoblastoma cell line
HepG2 in vitro.

Conclusion: Our study suggests that CD13 may be a novel prognostic marker for
hepatoblastoma and that CD13 is associated with the invasion capacity of hepatoblastoma.

PHO002

EFFECT OF PHYTOCHEMICALS ON NEUROBLASTOMA AND
METASTATIC POTENTIAL

Dilek Ince’, Safiye Aktasz, Zekiye Sultan Altunz, Cankut Cubuk®, Nur Olgun"

"The Turkish Pediatric Oncology Group, TPOG, Izmir, Turkey

2Dokuz Eylul University Institute Of Oncology, Department. Of Basic Oncology, Izmir;
Turkey

IDokuz Eylul University, Institute Of Health Sciences, Izmir, Turkey

*Dokuz Eylul University Institute Of Oncology, Department. Of Pediatric Oncology, Izmir;
Turkey

Purpose: To explore effect of cisplatin, allicin, resveratrol on the expression of metastasis
related genes in neuroblastoma (NB) cell lines.

Method: Kelly and SHSYS5Y cell lines were used. Groups: Grl:Control, Gr2:Cisplatin,
Gr3:Allicin, Gr4:Resveratrol, Gr5:Cisplatin+Allicin, Gro:Cisplatin+Resveratrol. Agents
were administered at pre-optimized doses for 24 hour. After RNA isolation and cDNA
converting, expression of 84 custom array genes of tumor metastasis (SABiosciences,
PATS028A) was determined by RT-PCR for each condition. Fold changes of gene
expressions according to Grl of each condition were calculated at manufacturer’s online free
data PCR expression analysis page.

Results: KELLY: In Gr2 expression of EPHB2, TIMP3, CDH6, RORB, COL4A2, IL18,
CDHI11, MGAT5, CTNNAT1, RB1, CD44, MTA 1, VEGFA decreased. Allicin caused increase
in expression of ITGB3, TNFSF10, HGDC, CCL7, CTSLI1, ETV4, KISSIR, HTATIP2,
IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP3, MMP7, MYC, MYCLI, SYK, TIMP4,
MMP13, TRPMI1, CDHI, and FXYDS5. This high expression wasn’t observed in Gr2 and
Gr5. Expression of all genes increased in Gr4 and Gr6. Expression of DDX1, nm23-H1 and
nm23-H2 increased in Grl and Gr2, decreased in Gr3, prominently decreased in Gr4, and not
changed in Gr5, and Gr6. SYSH5Y: Cisplatin caused decrease in expression of KISS1, MET,
TRPMI, IGF1, TNFSF10, TSHR, MMP13, MMP3, MMP7, CDH6, CCL7, CXCL12 and an
increase in expression of PNN, SMAD4, DENR, SET, NME2. Allicin caused decrease in
expression of HGDC, KISS1, TNFSF10, MMP10, IGF1, TRPM1, MMP7, MMP3, CCL7,
PPC, CTSL1 FXYDS5, KISS1R, HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, and TIMP4. Expression of
genes decreased in Gr4, Gr5, and Gro6.

Conclusion: Expression of genes increased in MYCN (+) NB, decreased in MYCN (—)
NB cell lines administration of allicin, resveratrol, so additive treatment by these agents
should be questioned in MYCN (+) NB. In MYCN (+) NB, expressions of DDX1, nm23-H1,
nm23-H2 reduced by using allicin, resveratrol as a single agent, this finding indicates that
allicin, resveratrol administration have to be discussed for maintenance treatment in MYCN
(+) NB.
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CELL SPECIFIC GENE EXPRESSION AND WHAT WE THINK WE
KNOW ABOUT LCH

C. E. Allen
Baylor College of Medicine, Pediatrics, Houston, United States

Purpose: Langerhans Cell Histiocytosis (LCH) is a rare disease characterized by
heterogeneous lesions containing CD207+ Langerhans cells and lymphocytes that
can arise in almost any tissue and may cause significant morbidity and mortality. After
decades of research, the pathogenesis of LCH remains speculative. This study was
performed to test the prevailing model of LCH pathogenesis that lesions arise due to
malignant transformation of epidermal Langerhans cells (LCs).

Method: LCH CD207+ cells were isolated from LCH lesions, control LCs were
isolated from normal skin, and gene expression was compared. Similarly, gene
expression in LCH lesion CD3+ cells was compared to gene expression in peripheral
blood CD3+ cells from LCH patients with active disease.

Results: Compared to control epidermal CD207+- cells, the LCH CD207+ cells
yielded 2900 differentially-expressed probes. Expression of many genes previously
associated with LCH, including cell-cycle regulators, pro-inflammatory cytokines and
chemokines were not significantly different from control LCs in our study. The study
also identified several interesting genes not previously associated with increased
expression in LCH including genes involved in regulation of cell cycle (CDC2A,
AFF3, SMYD3, HOXB?7), apoptosis (BAX, BCL2L1, CFLAR) signal transduction
(DUSP4, JAK3, PRKCA, TLR2, TLR4, SOCS3, JAG2), tumor invasion and
metastasis/tissue invasion (CEACAM6, MMP1, TGFB1), myeloid cell maturation
(CD1d, CD13, CD14, CD33, ITGA2B, ITGAX, ITGAM, CD300LF) and lymphocyte
trafficking (SPP1, VNNI, NRP1, CCR1). A large number of the cells with decreased
or absent expression in the LCH-CD207 cells are involved in cell-cell adhesion,
including TACSTDI.

Compared to the peripheral CD3+ cells from LCH patients, the LCH lesion CD3+
cells yielded only 162 differentially-regulated probes, and the expression profile of the
LCH lesion CD3+ cells was consistent with an activated regulatory T cell phenotype,
including increased expression of FOXP3 and CTLA4. SPP1 had the highest relative
expression in both LCH lesion CD207+ and CD3+ cells.

IL-17 is a proinflammatory cytokine recently associated with LCH pathogenesis. In
this study, IL-17 expression was absent from control and LCH CD207+ cells. Very
little IL-17 expression was detected in T cells from LCH lesions, but abundant
message was detected from tonsil lymphocytes.

Conclusion: We propose a revised model of LCH pathogenesis in which lesions do
not arise from epidermal Langerhans cells, but from accumulation of bone-marrow
derived immature myeloid dendritic cells that recruit activated lymphocytes. Until the
cell of origin can be identified, perhaps “LCH” should return to “Histiocytosis X”.

SL007
SURGICAL APPROACHES TO THE TREATMENT OF
LOW-GRADE GLIOMAS
R. M. Scott
United States

© 2010 Wiley-Liss, Inc.
DOI 10.1002/pbc.22779

Purpose: To describe recent advances in the neurosurgical treatment of low-grade
gliomas in children

Method: The author reviewed 5 years of experience with the use of intraoperative
MRI, ultrasound, and image-guidance in the surgical treatment of low grade gliomas
Results: These technologies were deemed to be important in the total excision of
these tumors in approximately 50% of surgical candidates.

Conclusion: Technological advances in the operating room appear to have led to
greater operative safety and improved surgical results

SL009

LOW GRADE GLIOMA IN CHILDREN: MOLECULAR GENETICS AND
NOVEL SYSTEMIC THERAPIES

Olaf Witt', Huriye Cin? Jan Gronych? Marc Remke®, Hendrik Witt®,
Till Milde®*, Pablo Hernaiz-Driever’, Andrey Korshunov®, Peter Lichter?,
Stefan Pfister’

!German Cancer Research Center, CCU Pediatric Oncology, Heidelberg, Germany
2German Cancer Research Center, Molecular Genetics, Heidelberg, Germany
3German Cancer Research Center and University Hospital, Molecular Genetics and
Pediatric Oncology, Heidelberg, Germany

?German Cancer Research Center, CCU Pediatric Oncology and Department of
Pediatric Oncology, Heidelberg, Germany

Charite University Hospital, Pediatric Oncology, Berlin, Germany

SGerman Cancer Research Center, CCU Neuropathology, Heidelberg, Germany

Purpose: To give an update on the molecular genetics and novel targeted therapies in
pediatric low grade glioma

Method: Using primary tumor material, in vitro and in vivo models, the understanding
of the molecular origin of low grade gliomas in children has recently made significant
progress with the identification of BRAF/MAPK pathway alterations in a high
percentage of pilocytic astrocytoma in children

Results: The first specific mutation identified was the KIAA1549-BRAF fusion
protein leading to constitutive activation of the MAPK pathway due to loss of the
BRAF auto-inhibitory domain. Subsequently, several other fusion proteins involving
BRAF and CRAF as well as activating BRAF mutations were identified pointing
towards loss of regulation of auto-inhibition as the common molecular theme in the
molecular pathogenesis of pilocytic astrocytoma. Using lentiviral gene-transfer, we
for the first time were able to generate a mouse model for pilocytic astrocytoma, that is
ideally suited for preclinical testing

Conclusion: As several compounds targeting the BRAF/MAPK pathway are
clinically available, novel treatment options for pediatric low grade glioma are
beginning to emerge

SL15
CLINICAL RESEARCH IN PEDIATRIC RARE CANCERS
Carlos Rodriguez-Galindo

Dana-Farber Cancer Institute, Pediatric Oncology, Boston, United States

Purpose: Advances in the treatment of rare pediatric cancers are hampered by the low
number of patients, which limits the design of effective clinical trials, the use of

Published online 15 September 2010 in Wiley Online Library

(wileyonlinelibrary.com.).



displayed highest cytotoxicity activity while NKp30b isoform signals for Thl
cytokines and NKp30c isoform induce IL-10 secretion with defective cytotoxic
activity.

Neuroblastoma (NB) is known be sensitive to NK cytotoxicity, a true link between
innate and cognate immunity

Aim: To evaluate NKp30 spliceoforms in NB patients and their influence on disease
presentation and prognosis.

Method: NKP30 spliceoforms were analyzed by Real-time PCR in peripheral
mononuclear blood cells from 94 NB patients treated in Gustave Roussy Institut from
1964 to 2010. Unsupervised hierarchical clustering was applied to data obtained and
correlated with patient’s clinical data.

Results: Unsupervised hierarchical clustering classified patients in 3 subgroups.
Forty-four out of 94 patients (47%) exhibit the predominant NKp30b isoform, 28
(30%) the predominant NKp30c isoform and 22 (23%) the NKp30a isoform. Among
the 39 metastatic NB, 27 (69%) exhibit the predominant NKp30b, 6 (15%) the
predominant NKp30a and 6 (15%) the predominant NKp30c isoform while among the
50 localized NB, 15 (30%) exhibit the predominant NKp30b, 14 (28%) exhibit the
predominant NKp30a and 21 (42%) the predominant NKp30c isoform (p =0.001).
Finally, among the 40 localized NB with a follow-up more than 2 years, 1/12 (8%)
with predominant NKp30a isoform relapsed comparing with 4/28 (14%) with
predominant NKp30b or ¢ isoforms.

Conclusion: NKp30 profiles appear to correlate with metastatic dissemination of NB.
Prospective studies are in progress to confirm the impact of NKp30 spliceoforms on
NB prognosis. New drugs that modulate alternative splicing of NKp30 receptor may
therefore represent a new therapeutic approach in NB.

PHO31
THE HEDGEHOG SIGNAL IN NEUROBLASTOMA

Ryota Souzakil, Tatsuro Tajiril, Yoshiaki Kinost "az, Kohashi Kenichi3,

Yoshinao Oda®, Tomoaki Taguchi*

! Kyushu University, Pediatric Surgery, Fukuoka, Japan

2Kyushu University, Pediatric Surgery, Fukuoka, Japan

3Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University, Anatomic Pathology,
Fukuoka, Japan

Purpose: It has been reported that the hedgehog (Hh) signaling pathway is activated
in adult cancer such as gastric cancer, pancreatic cancer and breast cancer. On the
other hand, the Hh signaling pathway plays a important role of development of neural
crest in embryo. The Aim of this study is to show the activation of Hh signaling
pathway in neuroblastoma (NB) that is child malignancy arising from neural crest
cells and to reveal the meaning of Hh signaling pathway in NB development.
Method: We analyzed the expression of Shh, Glil and patch that are transactivators of
Hh signalling pathway by immunohistochemistry for 58 NB cases. Seventeen of 58
cases showed MYCN amplification.

Results: Of all 58 NB samples, 31 samples showed positive for Shh, Glil and patch
(Hh positive) and 27 samples showed negative (Hh negative). All 17 MYCN amplified
samples show Hh negative. Of 41 samples without MYCN amplification, 31 samples
showed Hh positive and 10 samples showed Hh negative. In the cases without MYCN
amplification, the prognosis of Hh negative cases are poorer than that of Hh positive
cases. In the NB samples with Hh positive, no sample showed nuclear Glil staining
that means activation of Hh signaling pathway in adult cancers.

Conclusion: Contrary to the adult cancer, these findings show that the activation of Hh
signaling pathway in NBs acts for the differentiation of the NB and good prognosis.

PHO032

ALLICIN INCREASES METASTASIS RELATED GENES IN
NEUROBLASTOMA

Dilek Gunes', Safiye Aktas?, Zekiye Altun?, Nur Olgun3

! Dokuz Eylul University Institute of Oncology, Dept. of Pediatric Oncology, Izmir;
Turkey

2Dokuz Eylul University, Institute of Oncology, Izmir, Turkey

*Dokuz Eylul University, Instytute of Oncology, Izmir, Turkey

Purpose: Overcoming of toxic effects of cisplatin in neuroblastoma treatment is a
current issue. The try of discovering new agents to decrease toxicity of
chemotherapeutic agents needs very much careful assessment not to cause tumor
progression. The aim of this study is to explore effect of cisplatin, allicin and their
combination on metastasis related genes in neuroblastoma.

Method: Kelly cell line was cultured and the agents and their combinations were
applied for 24 hour in pre-optimized doses. After RNA isolation and cDNA

SIOP ABSTRACTS 895
converting, expression of 84 custom array genes of tumor metastasis (SABiosciences,
PATS028A) was determined by Real Time PCR for each condition. Kelly
neuroblastoma cell line without any agent was used as control. Fold changes
according to control group of each three condition were calculated at manufacturer’s
online free data PCR expression analysis page.

Results: High expressed genes after allicin application are ITGB3, TNFSF10, HGDC,
CCL7, CTSL1, ETV4, KISSIR, HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP10,
MMP3, MMP7, MYC, MYCLI, SYK, TIMP4, MMP13, TRPM1, CDHI1, and
FXYDS. The high expressed genes are related with cell growth and proliferation,
extracellular matrix proteins, transcription factors. This high expression was not
observed alone with cisplatin, but also observed in cisplatin+allicin combination.
Cisplatin alone caused decrease in expression of EPHB2, TIMP3, CDH6, RORB,
COL4A2, IL18, CDH11, MGAT5, CTNNAL, RB1, CD44, MTA1, VEGFA; genes
related with extracellular matrix proteins, cell growth and proliferation but also cell
adhesion molecules.

Conclusion: Allicin showed prominent effect of gene expression related with tumor
metastasis after application to neuroblastoma cells alone and in combination with
cisplatin application. Our data showing increase effect of allicin on metastasis related
genes indicates that allicin additive treatment as a protective agent of chemotherapy
toxicity should be very well questioned in neuroblastoma.

PHO033

THE CALCIUM-SENSING RECEPTOR GENE IS INACTIVATED BY
GENETIC AND EPIGENETIC MECHANISMS IN NEUROBLASTIC
TUMOURS AND ITS OVEREXPRESSION REDUCES NEUROBLASTOMA
PROLIFERATION

Carmen de Torres', Carla Casali?, José Luis Ordéiiez’, Solange Miguel®,
Francina Munell’, Patricia Galvan®, Eva Rodriguez?, Gemma Mayol?,
Idoia Garciaz, Cinzia Lavarinoz, Elisa Marti®, Enrique de Alava3, Jaume Mora?

!Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona, Oncology, Esplugues de Llobregat,
Barcelona, Spain

2Hospital Sant Joan de Déu, Developmental Tumor Biology Laboratory, Barcelona,
Spain

3Centro de Investigaciones del Cancer, Molecular Pathology Laboratory, Salamanca,
Spain

4H0sp[ta/ Vall d’Hebron, Research Unit, Barcelona, Spain

Hospital Vall d’Hebron, Resarch Unit, Barcelona, Spain

SInstituto de Biologia Molecular, CSIC, Developmental Biology, Barcelona, Spain

Purpose: We have previously reported that the calcium-sensing receptor (CaR) is
expressed in differentiated, favourable neuroblastic tumours (NT) and it is up-
regulated upon differentiation induction. However, CaR expression is undetectable in
undifferentiated neuroblastomas (NB) and CaR promoter 2 (P2) is GC rich. We have
analyzed the genetic and epigenetic mechanisms potentially responsible for the
inactivation of the CaR gene in NT.

Method: CaR mRNA was analyzed by qRT-PCR in NB cell lines treated with 5-aza-
2’-deoxycytidine (DAC) and/or trichostatin A (TSA). Methylation status of P2 was
evaluated by bisulfite specific PCR and sequencing of at least 10 clones. A specific
probe for CaR locus was generated to perform fluorescence in situ hybridization
(FISH). Two cell lines were stably transfected with pCMV-GFP or pCMV-CaR-GFP.
Proliferation rate of independent clones was assessed in vitro and in nu/nu mice. Their
metastatic pattern was evaluated in a chick embryo model.

Results: CaR mRNA was undetectable in 7/9 cell lines. Increased CaR mRNA levels
were seen in all NB cell lines following DAC+/-TSA, except in SH-SY5Y and SK-N-
AS. Percentage of methylated cytosines in P2 was < 6% in control tissues, SH-SY5Y
and SK-N-AS cells, and 21-56% in the other cell lines. Hypermethylation of P2
among primary NT correlated with undifferentiated NB (P =0.002), age at diagnosis
> 12mo (P =0.026), high clinical risk (P =0.009), MYCN amplification (P =0.04)
and absence of CaR expression (P =0.002). Allelic losses of the CaR locus and/or the
entire chromosome 3 were detected in 70% of NB, ganglioneuroblastomas and
ganglioneuromas. The percentage of cells with one chromosome 3 ranged from 10%
to 60% of total tumour cells. pPCMV-CaR-GFP clones displayed statistically
significant decreased in vitro and in vivo proliferation rates compared to pCMV-GFP
clones. Their metastatic patterns were similar.

Conclusion: The CaR gene is silenced by genetic and epigenetic mechanisms and it
exhibits tumor suppressor properties in NT.

PHO034

PATTERNS OF TUMOUR GROWTH AND DISSEMINATION ON
METAIODOBENZYLGUANIDINE (MIBG) SCANS SEEM TO
CORRELATE WITH GENE EXPRESSION DATA OF STAGE 4

NEUROBLASTOMA TUMOURS
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Turkey
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POLB3

Human neuroblastoma microenvironment supports T-cell activation
in tumor associated lymphocytes

Carlson, Lena-Maria'; DeGeer, Anna®; Sveinbjdrnsson, Baldur®; Orrego,
AbielF; Martinsson, Tommy®; Kogner, Per®; Levilskaya, Jelena’
'Karplinska Insitutet, Karolinska University Hospital, Department of
Oncology-Pathology, Department of Women's and Children’s Health,
Stockholm, Sweden, “Karolinska Institutet, Department of Oncology-
Pathology, Stockholm, Sweden; “Karolinska Institutet, Department

of Women's and Children’s Health, Stockholm, Sweden; ‘Karolinska
Institutet, Department of Oncology-Pathology, Baltimore, Sweden;
SGoteborg University, Sahigrenska University Hospltal, Department of
Clinical Genetics, Goteborg, Sweden; *Karolinska Institutet, Karofinska
University Hospital, Department of Women's and Children’s Health,
Stockholm, Sweden; "Johns Hopkins University, School of Public
Helath, W Harry Feinstone Depariment of Molecular Microbiology and
Immunology, Baltimore, Swaden

Background: Alithough lymphocytic infiltration has been previously
linked to increased survival of patients with neuroblastoma (NB), the
development of these tumors was not prevented by the presence of T
cells in their microenviroment, suggesting that either the tumor milieu

is not permissive for T cell activation, or lymphocytic NE infilirates are
devoid of T-cells, able to efficiently control tumor progression. Here, we
report systematic analysis of T-cell subsets present in the peripheral
blood and tumor samples from NB patients, representing all clinical and
genetic forms of the tumor, We also characterize the pattern of cytokine
production by T-cells in both compartments.

Method/approach: Analysis of T-cell phenctype was done by
immunostaining and flow cytometry. Meuroblastoma-infiltrating T-cells
were visualised by immunohistochemistry. In vitro cytokine production was
measured using multiplex analysis and ELISA. All patienis followed for =3
years.

Results: This study shows that tumor-associated lymphocytes (TALs)
from NB lesions and peripheral blood lymphocytes (PBLs) analyzed on
the day of tumor excision differ in their subset composition, phenotype
and functiona! characteristics. The NB microenvironment promoted
accumulation of CD3+CDB8+ T-cells with activated effector memory
phenotype, Ex vivo stimulation with autologous tumors increased the
proportion of effector memaory T-cells and led to upregulation of CD25
and downregulation of TGFfOfn and FoxP3 expression in short term
cultures of PBLs. In situ proliferation and characteristic pattern of T-cell
receptor aggregation at the contacts with tumor cells were revealed by
immunostaining of TALs in tumor biopsies.

Conclusion: Our resuits are consistent with ongoing specific activation
of CD8+ T-cells in NB microenvironment, which appears to be permissive
for effector memory T-cell differentiation and suppress the development of
regulatory T-cells.

Email: jelevits @ jhsph.edu
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Expectant management of congenital adrenal neurcblastoma

Cozzi, Dennis A'; Schiavetti. Amalia®; Mele, Ermelinda’; Ceccanti, Silvia';
Frediani, Simone’; Clerico, Anna®; Dominici, Carlc?

'University Sapienza, Pediatrics - Unit of Surgery, Rome, ltaly; 2University
Sapienza, Pediatrics - Unit of Oncology, Rome, Italy

Background: There are no established guidelines for the management

of congenital adrenal neurcbiastoma. We describe our single institution
experience on managing this tumour with a wait-and-see policy.
Methoads: Thirteen consecutive patients with adrenal mass detected
antenatally or within the first 3 months of lite were enrolied between
February 2002 and March 2010. Diagnostic work-up inciuded a
combination of the following investigations: urinary catecholamine
metabolites, imaging studies (US, MRI| or CT scan), MIBG scan or trucut
needle biopsy.

Results: Male to female ratio was 1.6 to 1. Median tumour size at
presentation was 29 mm (range, 10 to 50). Overall, 7 of 13 lesions

were antenatally detected. Ten lesions were diagnosed as localised
neuroblastoma (by urinary catecholamines, MIBG or needle biopsy).

Four of these were excised because of parental preference (n=2), tumour
persistence over 10 mos (n=1) or enlargement (n=1). The remaining

6 patients uneventfully underwent watchful clinical ocbservation, which
showed progressive tumour shrinking and complete regression within a
pericd ranging from 8 to 39 months (median 12). Regression started at

a median time of 3.5 months (range 2-5). Furthermore, 3 small adrenal
lesions without clear-cut diagnosis were managed non invasively. All 13
patients are alive and disease-free at mean follow-up of 58 months (range
2-101, median 73). One of the 10 localised neuroblastoma progressed

to stage 4 despite early surgery performed at 28 days of age because of
tumor enlargement. The child received high-dose chemotherapy with stem
cell rescue and is disease-free 2 months after transplantation.
Conclusions: Congenital adrenal neurcblastoma carries a good outcome
in most cases. A wait-and-see strategy seems a safe and effective
approach that reduces unnecessary surgical procedures. in cases

with a large tumour and/or tumour enlargement early surgery can be
recommended, although in our patient this approach did not prevent tumor
progression. Prolonged expectant management of stable and persistent
lesions for more than several months may not to be cost-effective.
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Allicin increases metastasis related genes in neurcblastoma
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Purpose: Overcoming of toxic effects of cisplatin in neuroblastoma
treatment is a current issue. The try of discovering new agenis to
decrease toxicity of chemotherapeutic agents needs very much careful
assessment not to cause tumor progression. The aim of this study is to
explore effect of cisplatin, allicin and their combination on metastasis
related genes in neuroblastoma.

Method: Kelly cell line was cultured and the agents and their
combinations were applied for 24 hour in pre-optimized doses. After RINA
isolation and cDNA converting, expression of 84 custom array genes of
tumor metastasis (SABiosciences, PATS028A) was determined by Real
Time PCR for each condition. Kelly neurcblastoma cell line without any
agent was used as control. Fold changes according to control group of
each three condition were calculated at manufacturer's online free data
PCR expression analysis page.

Results: High expressed genes after allicin application are ITGES,
TNFSF10, HGDC, CCLY, CTSL1, ETV4, KISS1R, HTATIFZ, IL1B,
ILBRB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, SYK,
TiMP4, MMP13, TRPM1, CDH1, and FXYDS5. The high expressed
genes are related with cell growth and proliferation, extracellular matrix
proteins, transcription factors. This high expression was not observed
alone with cisplatin, but also observed in cisplatin+allicin combination.
Cisplatin alone caused decrease in expression of EPHB2Z, TIMP3, CDHE,
RORB, COL4A2, IL18, CDH11, MGATS, CTNNA1, RB1, CD44, MTAT,
VEGFA; genes related with extracellular matrix proteins, cell growth and
proliferation but also cell adhesion molecules.

Conclusion: Allicin showed prominent effect of gene expression related
with tumor metastasis after application to neurcblastoma ceils alone
and in combination with cisplatin application. Our data showing increase
effect of allicin on metastasis related genes indicates that allicin additive
treatment as a protective agent of chemotherapy toxicity should be very
well questioned in neuroblastoma.
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Aim: to improve the results of treatment of children with localized and
locally advanced thoracoabdominal neuroblastoma.

Methods: 54 patients were enrolled between 2008 and 2010. There were
14 stage | patients, 25 stage |l patients and 15 stage Il patients. After
evaluation included imaging, MIBG, bone marrow morphology, molecular
studies, immunohistochemistry all patients proceeded to surgery/
biopsy. After patholgy report INSS and risk group was assigned which
directed further radio and chemotherapy with VP-16, CECDA, CPM and
doxorubicin, according to COG ©£9641, A3961 protocols.

Results: all 54 patiens are alive without evidence of metastasis and/or
progression of the disease with a followup of 2 to 24 months.
Conclusion: decrease of intensity and length of treatment does no
compromise survival of patients with localized and locally advanced
neuroblastoma.
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seklinde hesapland..

Bulgular: Betulinik asit uygulamasindan sonra SHSY5Y
hicrelerinde yalnizea PNN geni ve Kelly hicrelerinde
metastatik genlerin cogu (MGATS, NF2, MCAM, CHD4,
IGF1, CD44, MTAT, PLAUR, VEGFA, EWSR1, CTBP1,
vs) yiiksek eksprese oldu. Betulinik asit, sisplatin ve
kombinasyonlari SHSY5Y hicrelerinde metastatik genlerin
cogunda distk ekspresyona neden oldu. Betulinik asit-
Sisplatin kombinasyonu her bir hicre hattinda betulinik
asit ile benzer metastatik gen ekspresyon paterni
gésterdi. Sisplatinin gen ekspresyonunu aritirdig genler
Kelly hiicrelerinde yalnizca adhezyon iliskili FXYD5
iken, SHSY5Y hicrelerinde DENR, SMAD ve PNN oldu.
Kelly hiicrelerinde sisplatin bazi metastatik genlerin
ekspresyonunu azaltirken, Betulinik asit ya da Betulinik
asit-Sisplatin kombinasyonu yalnizca DEBR ve RB]

gen ekspresyonlarini azalth, Betulinik asit uygulamas:

ile cogalma ile iliskili DNR geni SHSY5Y hiicrelerinde
artarken, Kelly hiicrelerinde azald:.

Sonug: Betulinik asit fek basina ya da sisplatin ile
kombinasyonu &zellikle N-Myc pozitif Kelly hiicrelerinde
metastaz iliskili gen ekspresyonuna belirgin pozitif etki
gésterdi. Zit olarak, Betulinik asit ve kombinasyonlar:
sisplatine benzer olarak N-Myc negatif SHSY5Y
hicrelerinde metastaz iliskili gen ekspresyonlarin azalth.
Bu sonuglar, agresif néroblastom tedavisinde sisplatinin
hala en uygun ajan oldugunu Bnermektedir. N-Myc

ekspresyonu betulinik asit tedavisi adina belirleyici bir
faktor olabilir,

Anahtar kelimeler: Betulinik asit, Néroblastom, Metastaz
iliskili genfer
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NOROBLASTOMDA ALLICIN METASTAZ iLiSKiLl
GENLERIN EKSPRESYONUNU ARTTIRMAKTADIR
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Amagc: Néroblastomun tedavisinde kullanilan
kemoterapdtik ajanlardan biri olan sisplatinin toksik
etkileri doz ve kullamimi sinirlayici olabilmektedir,
Kemoterapatik ajanlarin toksik etkilerinin azaltilmasi icin
yeni ajanlar arashrilmaktadir ki bunlarin kemoterapstik

XV1. TPOG Ulusal Pediatrik Kanser Konaresi // 18-22 Mavis 2010

- ajanlarm antitiméral etkisini azaltmamasi yanisira fUmaor

~ progresyonuna neden olmamasi da gerekmektedir.

~ Burada néroblastom hijcre dizilerinde sisplatin ve allicinin
~ etkilerinin ve bunlarin birlikte kullaniminin metastaz iliskili

e e

genler Uzerine etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir.

Yéntem: Kelly hicreleri cogaltild:; sisplatin, allicin ve
kombinasyonlari &nceden optimize edilmis dozlarda 24

saat uygulandi. RNA izole edilip <DNA elde edildikten

sonra 84 genlik timér metastaz geninin ekspresyonu

. custom array (SABiosciences, PATS028A) kullanilarak
- Real Time PCR ile degerlendirildi. Hicbir ilac uygulamas:

yapilmayan Kelly néroblastom hiicre dizisi kontrol olarak
kullanildi. Ug ayn kosulda, kontrol grubuna gére gen

 ekspresyonlarinda kag kat degisiklik oldugu treticinin

el B el ] ]

-

. online serbest veri PCR ekspresyon analiz sayfasina gore

hesapland..

Sonuglar: Allicin uygulamasindan sonra ekspresyonu
arfan genler: [TGB3, TNFSF10, HGDC, CCL7, CTSLI,
ETV4, KISSTR, HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGAZ, KISST,
MMP10, MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, SYK, TIMP4,
MMP13, TRPM1, CDHI1 ve FXYDS5 idi. Ekspresyonu artan
genler hicre biiyUmesi ve proliferasyonu, ekstraselliler
matriks proteinleri ve transkripsyon fakiorleriyle iliskiliydi.
Sadece sisplatin veya sisplatin+allicin uygulamalarinda
bu artmis ekspresyon izlenmedi. Sisplatinin tek basina
kullanimi ile ekspresyonu azalan genler: EPHB2,

TIMP3, CDHé, RORB, COL4A2, IL18, CDH11, MGATS,
CTNNAT, RB1, CD44, MTA1, VEGFA idi ve bu gen|er
ekstraselliler matriks proteinleri, hiicre biyimesi ve
proliferasyonuyla iliskiliydi ancak hiicre adhezyon

| molekilleriyle iliskili degildi.

Yorum: Allicin néroblastom hicre dizilerine tek

basina veya sisplatin ile birlikte uygulandiginda timér
metastaziyla iliskili genlerin ekspresyonu izerinde belirgin
etki gbstermektedir. Bu arastirma sonucunda allicinin
néroblastomda metastaz iliskili genlerin ekspresyonunu
arthrici efkisinin gésterilmis olmasi, allicinin kemoterapi
toksisifesini &nleyici bir ajan olarak kullaniminin uygun
olmadigina isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Allicin, Sisplatin, Néroblastom,

| Metastatik gen ekspresyonu
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Effects of Phytochemicals on Neuroblastoma and Mes#atic Potential

ABSTRACT
Objective: To explore antitumoral effects of allicin, resveost their changing effects on
cisplatin; and effect of these phytochemicals adkpression of metastasis related genes in
neuroblastoma cell lines.
Method: Kelly and SH-SY5Y human neuroblastoma cell linegrav used. Groups:
Groupl:Control, Group2:Cisplatin, Group3:Allicin, réaip4:Resveratrol,
Group5:Cisplatin+Allicin, Group6:Cisplatin+tResverdt Cytotoxic effects of agents were
assessed MTT and LDH assays, apoptosis was detztroinTUNEL. DDX1 and 84 custom
array genes of tumor metastasis were determind®RITbBP CR. Expressions were calculated at
manufacturer’'s online PCR expression analysis pagann-Whitney-U, chi-square,
correlation analysis were used.
Results: Allicin didn’t cause cytotoxicity, apoptosis, alsiidn’t change cytotoxic, apoptotic
effects of cisplatin. Resveratrol didn’'t cause dpejs, however cause cytotoxicity. Cytotoxic
effect of cisplatin didn’t change, but apoptotideet of cisplatin diminished by resveratrol.
KELLY: Groups3/4/5/6: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5, I9$8R, HTATIP2, IL1B,
ILBRB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13, MMP3, MMP7, MYOMYCL1, SYK, TIMP4,
TRPM1, TNFSF10 expressions increased. Groups2/8/4/RB1, DENR expressions
decreased. Group4: DDX1, nm23-H1 increased, nm23e@eased. Group5 nm23-H1
increased.SH-SY5Y: Groups3/5: KISS1, TNFSF10, MMP10, TRPM1, IGF1, MMP
MMP7, additionally MMP3, CCL7, TIMP4, ITGA7 exprasas decreased in group3.
Groups4/6: MET, KISS1, IGF1, TNSF10, MMP10, CXCL1ZMP13, MMP7, MMP3,
CDH6, CCL7, TRPM1, CTSL1, FXYD5, HPSE, HTATIP2, IB1IL8RB, KISS1R, TIMP4
expressions decreased. Groups2/3/4/5/6: PNN, @ro@ENR expressions increased.
Groups3/4/5/6: DDX1 increased, nm23-H1 decreasegraup2 DDX1, nm23-H2 increased.
Conclusion: Our findings indicate allicin, resveratrol haversadile impacts on metastatic
genes. Administration of these phytochemicals wath without chemoteharpy are not

appropriate and should be questioned in neurobtesto

Key Words: Neuroblastoma, Metastasis, Cisplatin, Allicin, Resirol.



INTRODUCTION

Neuroblastoma (NB) is the most common extracrasoétl tumor in children (1-7). It
shows variable biologic features, clinical outcormed prognosis. Tumor may regress
spontaneously, particularly in infants, or may matinto a ganglioneuroma. However most
children have extensive, metastatic disease and pomgnosis. Molecular genetic and
biologic features of neuroblastoma have been shibahassociated with clinical outcome,
and also powerful predictors of response to thergpgnetic and biologic analysis of
neuroblastoma provides important information foidgw optimal treatment plan of patients.

Patients have been treated according to the risktifstation based treatment
modalities. Age of patient, stage of disease, patwlogic features of tumor, and molecular
genetic features of NB (MYCN amplification, deletiof 1p, gain of 11q etc.) have been used
for making risk stratification of NB (1-7). Treatmemodalities including chemotherapy,
surgery, radiotherapy and immunotherapy have bessd un the management of NB.
Improvements in outcome for neuroblastoma patiaregscome from more effective and less
toxic therapies. Studies are going on for idemigyw genetic and biologic features of NB and
developing new treatment strategies. Cisplatinnis of the main cytotoxic agents that have
been used in NB treatment. Cisplatin is an effecéigent for the treatment of many childhood
tumors, and associated with significant nephroibkictotoxicity and neurotoxicity. The
divided dose and continuous-infusion schedules lessen toxicities.
Phytochemicals are of great interest for developimgw therapeutic agents as a
complementary medicine for treatment of cancergicAncer potential of garlic compounds
and resveratrol are underinvestigated. Allicin &lig-derived and resveratrol is red grape
derived phytochemicals. In this study we aimed xplare antitumoral effects of allicin,
resveratrol, their changing effects on cisplatind aalso to explore the effect of allicin,
resveratrol and cisplatin on the expression of statis related genes in neuroblastoma cell
lines. Amplification of MYCN is associated with ahwed stages of disease and a poor
outcome. So Kelly (MYCN-positive) and SHSY-5Y (MYGMNegative) neuroblastoma cell

lines were used in our study.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Materials

The neuroblastoma cell lines SHSY-5Y (MYCN-negatiamd KELLY (MYCN-positive)
were obtained from DSMZ, Germany. SHSY-5Y cells evgrown in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) and KELLY cells were grown RPMI medium plus 10% foetal
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bovine serum, L-glutamine (2 mmol/l) penicillin @ @nits/ml) and streptomycin (100 lg/ml)
in a 5% CO2 humidified incubator at 37 °C. Seedlagsity was 50,000 cells/érin SHSY-
5Y and KELLY cells.

Chemicals

Cigplatin was freshly dissolved in %10 dimethyl sulfoxide (BM) prior to all experiments
and immediately diluted into mediums. Stock solutaf cisplatin (3.3 mM) was prepared
with isotonic solution. Aliquots were stored at -“ZD until used. Cisplatin was used iph\,
7.5uM, 15uM, 20uM, 50uM, 75uM, 100uM doses in the cell growth inhibition assays.
Allicin was freshly dissolved in %10 ethanol prior toeadberiments and immediately diluted
into mediums. Allicin was used in 0081, 1uM, 10uM, 25uM, 50uM, 75uM, 100uM doses
in the cell growth inhibition assays.

Resveratrol was freshly dissolved in %10 DMSO prior to all ekments and immediately
diluted into mediums. Resveratrol was used ipMQ25uM, 50uM, 75uM, 100uM doses in
the cell growth inhibition assays.

All reagents were purchased from Sigma—Aldrich (J.Serum free mediums were used in
all experiments.

Study groups

Group 1:Control (Medium)

Group 2: Cisplatin (uM, 7.5uM, 15uM, 20uM, 50uM, 75uM, 100uM) administration

Group 3: Allicin (0.05uM, 1uM, 10uM, 25uM, 50uM, 75uM, 100uM) administration

Group 4: Resveratrol (1M, 25uM, 50uM, 75uM, 100uM) administration

Group 5: Cisplatin and allicin administration

Group 6: Cisplatin and resveratrol administration

These six groups were done for both Kelly and SHiY'Yeells. The concentrations of allicin,
resveratrol and cisplatin were determined by aelivgh inhibition assays.

Growth Inhibition Assays

Inhibition of cell growth in response to alliciregveratrol and cisplatin were assessed by 3-
(4,5-dimethylthiazol-2yl)-tetrazolium 2,5- diphemstrazolium bromide (MTT) (Sigma—
Aldrich, USA) assay for manufacturer's instructioaed LDH Cytotoxicity Kit (Roche
Diagnostics Mannheim, Germany). The concentratidnthe cisplatin was identified
according to the 50% lethal concentrations (LD5DEisplatin when it administered to the
cell cultures. The concentrations of the allicil aesveratrol were identified according to the

LD50 of cisplatin when they administered to thel alltures with cisplatin.Treatment



Schedule : Twenty-four hours after seeding (time 0) mediumcefls were removed and
exchanged with serum free medium (control) andlaisp allicin or resveratrol were added
to serum free medium. In six groups cells were lated for 24 h in all experiments.
Cisplatin and phytochemicals were also used 2&hbation.

MTT

Briefly, cells were dispersed by tyripsin-EDTA treeent and 5x 1Dcells/mL resuspended in
mediums and seed into 96-well culture plates withreplicates. After 24 h of plating,
incubation was continued for another 24 h in absefoontrol) or presence of cisplatin,
allicin, and resveratrol. At the end of the incudatperiod, the reaction was terminated by
adding 1QuL MTT reagent to each well. The reaction was alldwe proceed for 4 h at 37°C.
The formazan crystals were dissolved by addingbsiaation solution. The intensity of the
color developed, which is the reflection of numbglive cells, was measured at a wavelength
of 550 nm by ELISA reader (Thermo, Instruments Id&A). All values were compared to
the corresponding controls. All assays were peréarmith 6 replicates.

LDH

Cell culture supernatants were used for cytotoxiagisay.

Assessment of Apoptosis

The degree of apoptosis was assessed by the térdd@oaynucleotidyl transferase (TdT)-
mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) immunohetemical staining method for
detection of apoptosis. The procedure was perfortmedising an DeadEnd Colorimetric
TUNEL system (G7130, Promega, USA) according eorttanufacturer's protocol.

Gene Expression Analysis

After experimental procedure, RNA isolation was ednom neuroblastoma cell cultures.
Purity and concentration of RNA were determined bgectrophotometric method.
Complementary DNA (cDNA) synthesis was obtainedthgrmal cycling. Specific primers
for mMRNA were analized by RT-PCR array. Change&xpressions of mRNA of human
tumor metastasis genes, and DDX1 were evaluategiaytitatively.

After RNA isolation and cDNA converting, expressioh 84 custom array genes of tumor
metastasis (SABiosciences, PAHS.028) was determinedRT-PCR for each condition
(Table 1). These genes are listed below. Fold adwmrgf gene expressions according to
control of each condition were calculated at mactuir's online free data PCR expression

analysis page (www.sabiosciences.com).



Statistical Analysis

After RNA isolation and cDNA converting, expressiohDDX1 and 84 custom array genes
of tumor metastasis (SABiosciences, PATS028A) waterdhined by RT-PCR for each

condition. Fold changes of gene expressions aauprth Groupl of each condition were

calculated at manufacturers online free data PCRpression analysis page

(www.sabiosciences.com). All statistical analysesravperformed using the SPSS 15.0
software program. Mann whitney U test, chi squasg, correlation analysis were used. P

<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Growth Inhibition Assays & Dose Determination:

Allicin: Allicin was administered at doses of 0.05, 1, 18, 20, 75, 100M to Kelly and
SHSY-5Y NB cell lines, and cytotoxicity was assesbg MTT and LDH tests. In both NB
cell lines, these doses of allicin did not make awtptoxic effect when compared to control
group (Figure 1, 2).

Resveratrol: Resveratrol was administered at doses of 10, @5,75, 10QM to Kelly and

NB cell lines, gradually increased cytotoxic effects observed with gradually increased doses
of resveratrol when compared to control group (Fedds 4).

The LD50 dose of cisplatin was identified au®Dfor Kelly NB cell line, and7 5uM
for SHSY-5Y NB cell line. When allicin and resvextcoadministered with cisplatin, the
doses of phytochemicals were identified as unchdngencentrations of LD50 dose of
cisplatin.  The administration doses of phytocheisicwere determined as |24 for
resveratrol and 0.QBJ for allicin.
Assessment Apoptosis
The degree of apoptosis was assessed by TUNEL thedhd groups were compared.
Kelly NB Cell Line:Apoptosis induction was not different between #ilecin administered
group and the control group. Also, there was nfedehce between cisplatin induced apoptosis
and apoptosis caused as a result of allicin ardatis coadministration. In terms of apoptosis
development, the resveratrol-administered and ¢méral group did not show any difference.
The rate of apoptosis caused by allicin and cisplebadministration was less than that of
induced by cisplatin-only administered group (Tad)e
SHSY-5Y NB Cell Lin&poptosis induction was not different betweendhigin administered
group and the control group. Also, there was nfetbhce between cisplatin induced apoptosis
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and apoptosis caused as a result of allicin ardatis coadministration. In terms of apoptosis
development, the resveratrol-administered and ¢iméral group did not show any difference.
The rate of apoptosis caused by resveratrol armatis coadministration was significantly

less than that of induced by cisplatin-only adntarisd group (Table 2).

Gene Expression Analysis

Kelly NB Cell Line:

In Group2 expression of FXYD5, MCAM, CXCR4, SSTRA)H1 >3 fold increased, TIMP3,
CDH6, RORB, COL4A2, I1L18, CDH11, MGATS3 fold decreased. In groups 3, 4, 5, and 6
maximum increased in expression of these commorgg&@CL7, CDH1, CTSL1, ETV4,
FXYD5, KISS1R, HTATIP2, IL1B, IL8RB, ITGA7, KISSIMMP10, MMP13, MMP3,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10. Thegenes were cell growth and
proliferation genes (CCL7, KISS1R, IL8RB, TRPM1, H8F10, IL1B, MYC, SYK),
extracellular matrix proteins (MMP3, MMP7, MMP10,Mi13, TIMP4), adhesion genes
(SYK, ITGA7, CDH1, FXYD5), transcription factors &4, MYC, MYCL1, HTATIP2),
apoptosis genes (TNSF10, IL1B, HTATIP2), cell cygenes (MYC, IL1B), and other genes
that related to metastasis (CTSL1, KISS1). (Figyrén groups 2, 3, 4, 5, and 6 expressions of
RB1 and DENR>3 fold decreased, additionally expression of NME23 fold decreased in
group4. Expression of DDX1 increased in group4 resgion of nm23-H1 increased in group 4
and 5, expression of nm23-H2 decreased in grup&elly neuroblastoma cell line; genes that
expressions were maximally effected by adminisirati of phytochemicals and
coadministration of phytochemicals with cisplatiare shown in figure5, 6.

SHSY-5Y NB Cell Line:

In groups 2, 3, 4, 5, and 6 expression of PANfold increased, additionally expression of
DENR >3 fold increased in group4. In group2, expressionBNN, SMAD4, DENR, SET,
METAP2, SMAD2, NME2>3 fold increased; expressions of KISS1, TNSF10, MRPIGF1,
MET >100 fold decreased. In groups 3 and 5, expmmessof KISS1, TNFSF10, MMP10,
TRPM1, IGFl1, MMP13, MMP7 >100fold decreased, addilly expressions of MMP3,
CCL7, TIMP4, ITGA7 >100fold decreased in group3.e$é genes were cell growth and
proliferation genes (TNSF10, IGF1, TRPM1, CCL7)tragellular matrix proteins (MMP13,
MMP7, MMP3, TIMP4), cell adhesion genes (ITGA7)opfosis genes (TNSF10) and other
genes that related to metastasis (KISS1). ExpressiMET, KISS1, IGF1, TNSF10, MMP10,
CXCL12, MMP13, MMP7, MMP3, CDH6, CCL7, TRPM1l, CTSLFXYD5, HPSE,
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HTATIP2, IL1B, IL8RB, KISS1R, TIMP4 >500 fold deased in group4 and >100fold
decreased in group6, additionally expression of0fdld SYK decreased in group6. These
genes were cell growth and proliferation genes ($RED, CCL7, TRPM1, MET, IGF1,
CXCL12, IL1B, IL8RB ), extracellular matrix protsn(MMP7, MMP10, MMP13, MMP3,
HPSE, TIMP4), apoptosis genes (TNSF10, HTATIP2 B}, Xranscription factors (HTATIP2),
cell adhesion genes (CDH6, FXYD5), cell cycle ge(iédB), other genes that related to
metastasis (KISS1, CTSL1). Expression of DDX1 imsexl in groups 2, 3, 4, 5 and 6;
expression of nm23-H1 decreased in group 3, 4né6a expression of nm23-H2 increased in
group2. In SHSY-5Y neuroblastoma cell lines; getlest expressions were maximally
effected by administration of phytochemicals anadroinistration of phytochemicals with
cisplatin were shown in figure 7, 8, 9.

The metastasis related genes that are most effaddisted in table 3 and table 4.

DISCUSSION

Carcinogenesis is a multi-step process and mamakath acts. With administration
of multi-agent combined chemotherapy protocols,trtaigeted drugs are administered to
strive for providing effectiveness and increasirig Wnfortunately, during this process
toxicities are inevitable. Recent years, researgh aim of reducing risks of this toxicity
using phytochemical agents have gained momenturmeSaf these phytochemical agents
themselves prevent proliferation of cancer celtglucing apoptosis by inhibiting growth
factor signal paths (8). Our research study asgbaminvestigation on the effects of either
cisplatin-only or cisplatin in combination with iaih and resveratrol administrations in Kelly
(N-MYC pozitif) and SH-SY5Y (N-MYC negatif) NB cellnes is the first one in the field of
neuroblastoma.

Resveratrol is an anticancer, antiinflammatory,inaictobial and neuroprotective
agent. Since 1999, there were a few number of relseabout effects of resveratrol on
neuroblastoma. One study established 70-90% rextuofi cell viability of NB cellsin vitro
(9). It was shown that resveratrol significantiyiiits tumor growth in mice neuroblastoma
xenograft models and human NB cell lines, and causell death through intrinsic
mitochondria-mediated apoptotic pathway (9). Howevihe effect of resveratrol on
metastasis potential was not investigated.

In our study dose dependent cytotoxic effect oveestrol was observed, however
resveratrol didn't change cytotoxic effect of cejpi when applied together. Apoptosis

making effect of resveratrol wasn’'t observed, hosveit diminished apoptotic effect of
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cisplatin when applied together. These findingseagwith the literature. Resveratrol
decreases free radicals through glutathione (10,IdInice neuroblastoma xenograft models,
resveratrol has been shown to inhibit tumor grovitin, resveratrol is rapidly metabolized
(12). Depending on its dose and administrationgggniesveratrol has been shown to reduce
cytotoxicity, stop cell cycle and induce apoptasithin MY CN-amplified NB cell lines. First
temporary increased expression of p53, the indmotibnuclear translocation of p53 and
following the induction of p21(WAF-1/CIP-1) and Baxpression were observed (13). It has
been shown that resveratrol causes distinctivetayimty in N2a NB cell cells, increasing
apoptosis and down-regulation of p21, and accumomaif cells in S phase due to cyclinE
regulation. Also, for NB mice antitumor effects ofsveratrol has been shown (14).
Resveratrol injection in combination with immunatdugy onto tumor site in neuroblastoma-
bearing mice has been shown to increase the amtitigfiect (15). The mechanism of
antiproliferative and cytotoxic effects of resveohtwas analyzed in rat B103 NB cells, its
existence with activation of intrinsic mitochondrieaspase-dependent pathway has been
shown (16). In above mentioned studies, antitumod apoptosis inducing effects of
resveratrol has been shown. However, until nowetlesn’'t been any research study on the
effects of resveratrol on metastatic gene exprassioNB available in the literature.

In our study cytotoxicity and apoptosis making effef allicin were not observed.
Also allicin didn’t change cytotoxic and apoptoéffects of cisplatin when applied together.
In our study, allicin has been shown to not gemethé antitumor, cytotoxic and apoptotic
effects in kelly and SH-SY5Y NB cells that thesedings may suggest thinking allicin as a
noneffective agent for neuroblastoma treatmenheritsufficient administration of doses in
our study to induce apoptosis and cytotoxicity.iéhl is an organic sulphur compound and
has anticarcinogenic, antiproliferative, apoptefiiects. Since 2003, there were a few number
of research about effects of diallyl disulfide (D&Pwhich is the fragmentation product of
alicin, on field of neuroblastoma (17 — 19). In aeport, application diallyl sulfide (DAS) ve
DADS in SH-SY5Y human NB cell lines results iniipition of antiapoptotic effects, cause
to apoptosis via induction of calpain and intrins&spase (17). It has been shown that in SH-
SY5Y cells neuroblastoma stops the G2/M phaseet#il cycle following DADS treatment
and induces apoptosis through activation of mitochial pathway (Bcl-2 down-regulation,
cytochrome c release into the cytosol, and actwatif caspase-9 and caspase-3) (18). In one
research study, treatment of SH-SY5Y cells witHlgiaisulfide (DADS) has been shown to

cause early morphological changes, cytoskeletowlabxin, microfilaments reduction and



depolymerization of microtubules (19). The reswoltshe studies which worked with DADS
in neuroblastoma cells are also limited by the abomentioned ones.

In Kelly NB cell line resveratrol cause increaseDDX1 gene expression; in SH-
SY5Y NB cell line both alicin, resveratrol and coadistration of these agents with cisplatin
cause increase in DDX1 gene expression. In newstata cell lines and primary NB tissues,
co-amplification of DDX1 gene with MYCN gene hasheshown and it was proposed to be
related to poor prognosis (20-28). Although theeerasults leading to better clinical outcome
for the case of co-amplification of DDX1 gene wittYCN gene, there are conflicting results
about the effects on survival (29-36). Administratiof resveratrol and allicin causing
increased expression of DDX1 which coamplifies WtiMCN and is suggested to be related
to poor prognosis in NB.

NM23-H1 and NM23-H2 actually are metastasis summegenes (37). Decreased
expression of the NM23 gene in epithelial tumorshsas breast, colon and liver cancers are
found to be related to metastasis and poor climgmosis (37). However, increased NM23
expression in NB and hematological malignities aurfd to be associated with more
aggressive disease (37-42). Amplification of MYChdanRNA and protein expressions of
nm23-H1 and nm23-H2 genes are shown to be cordelBh factors are suggested to play
major role in unfavourable NB tumorigenesis (38)r E7qg gain in neuroblastoma, increased
expressions of nm23-H1 and nm23-H2 and also Nm23tiomic amplification, increased
RNA expression of nm23 in tumor and decreased galrare found to be related (40).

In our study, resveratrol only administration in [igkeNB cell lines increased
expression of the nm23H1 gene. Coadministrationalhitin and cisplatin increased
expression of nm23H1. For neuroblastoma with amegliion, this finding indicates
administration of resveratrol alone and coadmiatgin of allicine with chemotherapeutics
could contribute to poor prognosis. In SHSY5Y NBIg;eadministration of resveratrol and
allicin either alone or coadministration with ciafsh decreased expression of the nm23H1
gene. For MYCN negative neuroblastoma, this findihgn suggests administration of
resveratrol and allicin either alone or coadmiiitstm with chemotherapeutics could provide
no contribution leading to poor prognosis and cobkl tought to effect on improving
prognosis.

In Kelly NB cell lines, administration of resveraltialone decreased expression of the
nm23H2 gene, in SHSY5Y NB cell lines administratafiresveratrol or resveratrol+cisplatin
coadministration did not change expression of tm23H2 gene. In Kelly and SHSY5Y NB

cell lines, administration of allicin or allicintsplatin coadministration did not change
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expression of the nm23H2 gene. In neuroblastomia Mt CN amplification, administration
of resveratrol alone decreased expression of th@3Rr2 gene which is actually a metastasis
suppressor gene however it was shown to be assdamath more aggressive disease in NB.
This finding suggest administration of resverairolMYCN positive NB could provide no
contribution leading to poor prognosis and coulddagyht to effect on improving prognosis.

In Kelly neuroblastoma cell lines, the genes which mest effected by cisplatin,
resveratrol, and resveratrol+cisplatin administragiwerecell growth and proliferation genes
(CCL7, KISSI1R, IL8RB, TRPM1, TNFSF10, IL1B, MYC, &Y, extracellular matrix
proteins (MMP3, MMP7, MMP10, MMP13, TIMP4), adhessogenes (SYK, ITGA7, CDH1,
FXYD5), transcription factors (ETV4, MYC, MYCL1, FATIP2), apoptosis genes
(TNSF10, IL1B, HTATIP2), cell cycle genes (MYC, IB), and other genes that related to
metastasis (CTSL1, KISS1) (Figure 5).Kelly neuroblastoma cell lines, expression of cell
cycle gene (RB1) and cell growth and proliferatgeme (DENR) decreased more than three
fold.

In SHSYS5Y neuroblastoma cell lines, the genes whiehmawst effected by allicin and
cisplatin+allicin administrationsvere cell growth and proliferation genes (TNSF10, IGF1,
TRPM1, CCL7), extracellular matrix proteins (MMP1BIMP7, MMP3, TIMP4), cell
adhesion genes (ITGA7), apoptosis genes (TNSF16) matastasis related other genes
(KISS1) (Figure 6). I'HSYS5Y neuroblastoma cell lines, the genes whiehnaost effected
by resveratrol and cisplatin+ resveratrol admratsdnswere cell growth and proliferation
genes (TNFSF10, CCL7, TRPM1, MET, IGF1, CXCL12, B.IL8RB ), apoptosis genes
(TNSF10, HTATIP2, IL1B), extracellular matrix pratve (MMP7, MMP10, MMP13, MMP3,
HPSE, TIMP4), transcription factors (HTATIP2), Icetihesion genes (CDH6, FXYD5), cell
cycle gene (IL1B), and metastasis related otheeg@iISS1, CTSL1) (Figure 7).

The genes which are most effected and increas&elig NB cell line were covered

by the genes which are most effected and decreasddSYS5Y NB cell line.

CONCLUSION:

Cytotoxicity and apoptosis making effect of alliavere not observed in Kelly and
SHSY5Y NB cells, so hypotetically we thought thiican is not an effective cyctotoxic agent
for NB at 0.05-100uM dosem vitro conditions. Dose dependent cytotoxic effect of
resveratrol was observed, however resveratrol didchange cytotoxic effect of cisplatin
when applied together. On the other hand resvérdiminished apoptotic effect of cisplatin
when applied together in Kelly and SHSY5Y NB celisthis case hypotetically we thought
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that apoptosis related to chemotherapy may be meghdiy administration of resveratrol when
it is used together with conventional chemotheradpwever resveratrol may provide
antitumoral effect when it is administered aftemgdetion of conventional chemotherapy. In
Kelly NB cells expressions of DDX1 and nm23H1 whiebre related to poor prognosis in
NB, increased and nm23H2 decreased by resveratr8IHSY5Y cells expression of DDX1
increased, expression of nm23H1 decreased by edsverand allicin. Expression of
metastasis related genes increased in Kelly NB,calld decreased in SHSY5Y NB cells by
administration of allicin and resveratrol. When ta&e into account the effects of allicin and
resveratrol on DDX1, nm23H1, nm23H2 and other niatis related genes, there were a lot
of genes and versatile impact. Our findings indictitat allicin, resveratrol have versatile
impacts on metastatic genes and seems that nob@@ie for using neither together with
chemotherapy nor alone after completion of coneewti chemotherapy. Administration of

allicin and resveratrol should be questioned irrolelastoma.
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Table 1: Human tumor metastasis PCR Array Genes

Cell Adhesion Genes:

Cell to Cell AdhesionAPC, CD44, CDH1 (cadherin-1 / E-cadherin), CDHCDH6, FAT, FXYD5,
ITGA7, PNN, SYK, VEGF.

Transmembrane Recepto@D44, ITGA7, ITGB3, RPSA (LAMR1).

Other Genes Related to Adhesi@irNNAL, FN1, MCAM, MGATS5 (acetylglucosaminyltrarshise
V), MTSSL1.

Extracellular Matrix Proteins:

Matrix MetalloproteinasesMMP10, MMP11, MMP13, MMP2, MMP3, MMP7, MMP9.

MMP Inhibitors: TIMP2, TIMP3, TIMP4.

Other ECM ProteinsCOL4A2 (collageru2(1V)), HPSE (heparanase).

Cell Cycle Genes:

Regulation of the Cell Cycl¢4dRAS, IL1B, KRAS, TGFB1 (TGHB1), VEGFA.

Negative Regulation of the Cell Cycl&PC, BRMS1 (BrMS1), CDKN2A, MTSS1, NF2, NME
NME2, PTEN, RB1, TP53.

Cell Cycle Arrest and Checkpoif@DKN2A, MYC (c-myc), RB1, TP53.

Cell Growth and Proliferation Genes:

Negative Regulation of Cell Proliferatio@DKN2A, CTBP1, GNRH1, IL1B, MDM2, NF2, NME1
NME2, SSTR2.

Positive Reqgulation of Cell ProliferatiofGF1, IL18, TSHR, VEGFA.

Growth Factors and HormondSNRH1, HGF (Scatter Factor), IGF1, TGFB1 (TBE}, VEGFA.
Cytokines and Chemokine€CL7, CXCL12, IL18, IL1B, TNFSF10.

Receptors:CXCR4, EPHB2, FGFR4, FLT4, KISS1R, IL8RB, MET, N&3} PLAUR (uUPAR),
RORB, SSTR2, TSHR.

Other Genes Related to GrowlDENR, EWSR1, HRAS (c-hRas), MYC (c-myc), SET, SR&rc),
SYK, TRPM1.

Apoptosis genes:

Induction of ApoptosisHTATIP2, IL18, TIMP3, TNFSF10, TP53.

Anti-apoptosisHTATIP2, TGFB1.

Other Genes Related to ApoptosisXCR4, IL1B.

Transcription Factors and Regulators:

Transcription FactorseTV4, HTATIP2, MTA1, MYC (c-myc), MYCL1, NME2, NRA3, RB1,
RORB, SMAD4, TCF20, TP53.

RequlatorsCHD4, EWSR1, SMAD?2.

Other Genes Related to MetastasisCST7, CTSK, CTSL1 (cathepsin L), CD82 (KAI1), KIS

(KiSS-1), METAP2, NME4.
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Table 2. Assesment of apoptosis in Kelly ve SHSY5Y NB celélgroups.

Adminigtration Kelly NB cell line SHSY-5Y NB cell line
Apoptosis % Apoptosis %

Group 1 | Control 5 2
Group 2 | Cisplatin* 30 27
Group 3 | Allicin (0,05uM) 6

Group 4 | Resveratrol (25uM) 7 4
Group 5 | Allicin (0,05puM)+Cisplatin* 33 25
Group 6 | Resveratrol (25uM)+Cisplatin* 17 8

* Administration dose dEisplatin was 20uM for Kelly NB cell line; 15uMBHSY-5Y NB cell line
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Table 3.In Kelly and SHSY-5Y neuroblastoma cell lines, the egewhich show more than

three fold changes in expressions by cisplatirgia/land allicin+cisplatin administrations.

Kelly neuroblastoma cell line

SHSY-5Y neuroblastomaell line

Gene expression

Gene expression

>3 fold increase >3fold >3 fold >3fold decrease
decrease | increase
Group 2: FXYD5, EPHB2, DDX1, KISS1, TNFSF10, MET, IGF]
Cisplatin MCAM, TIMP3, PNN, TRPM1, MMP13, MMP7, TSHR
CXCR4, CDHB6, SMAD4, | MMP3, CDH6, CCL7, CXCL12
SSTR2, RORSB, DENR, CTSL1, FXYD5, HTATIP2, IL1B,
CDH1 COL4A2, | SET, IL8RB, ITGA7, TIMP4, SYK,
IL18, METAP2, | CD82, HPSE, TIMP3, MYCL1
CDH11, SMAD2, ITGB3,CDH1, ETV4, MMP10,
MGAT5 NME2 IL18, TGFB1, FGFR4, SSTR}
(nm23H2) | HGF, FLT4, MTSS1, EWSRI
MYC, CST7, MMP9, MCAM,
NR4A3, MTA1, CTBP1,
CDKN2A, BRMS1, CHD4,
EPHB2, SRC, FN1, MMP2, NF2
Group 3: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| RB1, DDX1, KISS1, TNFSF10, MMP10
Allicin FXYD5, KISS1R, HTATIP2,| DENR PNN TRPM1, IGF1, MMP13, MMP7
IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP3, CCL7, TIMP4, ITGA7,
MMP10, MMP13, MMP3, IL8RB, IL1B, HTATIP2, KISS1R,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, FXYD5, CTSL1, SYK, MET,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10 ETV4, MYCL1, NR4A3, ITGB3,
ITGB3, VD82, TSHR, IGF1 TSHR, MYC, CXCL12, CDS82
IL18, MET, MTSS1, TGFB1 FGFR4, SSTR2, BRMS1, HPS
SSTR2, CST7, MCAM, EPHB2, FLT4, CDH1l, HRAS, CST7
MMP2, PLAUR, EWSRI1, CTBP1, PLAUR, IL18, TGFB1
TIMP3, FGFR4, NF2, FLT4 EWSR1, MMP9, TIMP3, TP53
SRC, CXCL12, FAT1, VEGFA NME1l (nm23H1), MTA1,
CTBP1, CHD4, MGATS5, EPHB2, SRC, MCAM, NME4
COL4A2, MDM2, CD44, NF2, CHD4, RPSA, TIMP2
MTA1, BRMS1, CXCR4,
CDH11, NR4A3, FN1, MMP9
HGF, GNRH1, HPSE, TCF2d
TIMP2, HRAS, SMAD2, CTSK,
CDH6, MMP11
Group 5: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| DENR, DDX1, KISS1, TNFSF10, MMP10
Allicin ve FXYD5, KISS1R, HTATIP2,| RB1 PNN TRPM1, IGF1, MMP13, MMP7
Sisplatin IL1B, IL8RB, ITGA7, KISS1, MMP3, MET, CCL7, MYC,
MMP10, MMP13, MMP3, ETV4, MYCL1, TIMP4, ITGA7,
MMP7, MYC, MYCL1, SYK, IL8RB, IL1B, HTATIP2, KISS1R,
TIMP4, TRPM1, TNFSF10 FXYD5, CTSL1, SYK, IL18,
ITGB3, TGFB1, SSTR2 TSHR, ITGB3, CDH1, CDS82
MCAM, CD82, MTSS1, CST7 NR4A3, CTBP1, TIMP3, CST1,
TSHR, IGF1, MMP2, NF2 EWSR1, FLT4, FGFR4, BRMS]
IL18, CXCR4, EWSR1, MET TP53, HRAS, PLAUR, SSTRZ
PLAUR, CTBP1, MGATS5, TGFB1, EPHB2, MTAL,

MDM2, FLT4, SRC, CD44
VEGFA, EPHB2, FAT1, CHD4
FGFR4, FN1, CDH11, CXCL12

MMP9, COL4A2, MTAL,
NR4A3, BRMS1, TIMP3, HGF
GNRH1, TP53,  TIMP2
MMP11, APC, SMAD2, HPSE
NME1l (nm23H1),  CTSK|
TCF20, HRAS

CXCL12, MTSS1, MMP9, SRG
HPSE, NME1 (nm23H1), RBI
NF2, NME4, TIMP2, MMP2,
MCAM, MGAT5, CHD4, RPSA,
CXCR4
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Table 4.In Kelly and SHSY-5Y neuroblastoma cell lines, the egewhich show more than

three fold changes in expressions by cisplatinvaedrol, and resveratrol+cisplatin

administrations.

Kelly neuroblastoma cell line

SHSY-5Y neuroblastomaell line

Gene expression

Gene expression

>3 fold increase >3fold >3fold >3fold decrease
decrease| increase

Group 2: FXYD5, EPHB2, | DDX1, KISS1, TNFSF10, MET, IGF1
Cisplatin MCAM, TIMP3, PNN, TRPM1, MMP13, MMP7, TSHR
CXCR4, CDHe6, SMAD4, | MMP3, CDH6, CCL7, CXCL12

SSTR2, RORB, DENR, CTSL1, FXYD5, HTATIP2, IL1B,

CDH1 COL4A2, | SET, ILBRB, ITGA7, TIMP4, SYK,

IL18, METAP | CD82, HPSE, TIMP3, MYCL1
CDH11, | 2, ITGB3,CDH1, ETV4, MMP10,
MGAT5 | SMAD2, | IL18, TGFB1l, FGFR4, SSTRI
NME2 HGF, FLT4, MTSS1, EWSRI

(nm23H2 | MYC, CST7, MMP9, MCAM,

) NR4A3, MTAL, CTBP1,

CDKN2A, BRMS1, CHD4,

EPHB2, SRC, FN1, MMP2, NF2
Group 4: DDX1, TGFB1l, SSTR2, CCL7, DENR, DDX1, IGF1, MMP10, CXCL12,
Resveratro | CDH1, CTSL1, ETV4, FXYD5| RB1, PNN, TNFSF10, MMP7, MMP13, MET
I KISS1R, HTATIP2, IL1B, IL8RB,| NME2 DENR MMP3, CDH6, CCL7, TRPM1
ITGA7, KISS1, MMP10, MMP13 KISS1, CTSL1, KISS1R

MMP3, MMP7, MYC, MYCL1, HTATIP2, IL8RB, TIMP4,
SYK, TIMP4, TRPM1, TNFSF10 FXYD5, IL1B, HPSE, ETV4,
TSHR, MTSS1, EWSRI1, CD82, TSHR, ITGA7, MYCL1, CD82,

ITGB3, MCAM, CTBP1l, MMP2, TIMP3, EWSR1, SYK, BRMS1
SRC, NF2, CST7, IGF1, VEGFA, ITGB3, SSTR2, HGF, CTBPI1

IL18, FGFR4, CXCR4, CHDA4 IL18, MYC, PLAUR, CST7,
CXCL12, MGAT5, CD44, MET, MMP9, HRAS, NR4A3, FGFR4
FLT4, BRMS1, EPHB2, MTAl CHD4, SRC, CDH1, FLT4, NF2
PLAUR, FAT1, MDM2, NR4AS3, NME1 (nm23H1), MTAL, TP53
CDH11, TIMP3, FN1, TP53 MMP2, TGFB1, MTSS1, EPHBZ

COL4A2, MMP9, TIMP2, HGF, CDKN2A, FN1, COL4A2, MCAM,

NME1 (nm23H1), MMP11, HRAS MDM2, TIMP2, MGAT5, CD44,
GNRH1, HPSE, CTSK CXCR4, CDH11, RORB, RPSA

METAP2, NME4, APC, MMP11
Group 6: CCL7, CDH1, CTSL1, ETV4| DENR, DDX1, MET, KISS1, IGF1, TNSF10
Resveratro | FXYD5, KISS1R, HTATIP2, IL1B,| RB1 PNN MMP10, CXCL12, MMP13,
| & ILBRB, ITGA7, KISS1, MMP10, MMP7, MMP3, CDH6, CCL7,
Sisplatin MMP13, MMP3, MMP7, MYC, TRPM1, CTSL1, FXYD5, HPSH

MYCL1, SYK, TIMP4, TRPM1,
TNFSF10, TSHR, MTSS1, EWSR
CD82, ITGB3, MCAM, CTBP1,
MMP2, SRC, NF2, CST7, IGF]
VEGFA, IL18, FGFR4, CHD4
CXCL12, MGATS5, CD44, MET,
FLT4, BRMS1, EPHB2, MTA1l
PLAUR, FAT1, MDM2, TIMP3,
COL4A2, TGFB1, SSTR2, CXCRA4
NR4A3, CDH11, FN1, MMP9
HGF, GNRH1, HPSE, TCF2(
TIMP2, HRAS, SMAD2, CTSK,
CDH6, MMP11

f=r

HTATIP2, IL1B, IL8RB, KISS1R,
SYK, TIMP4, TSHR, TIMPS,

ETV4, ITGA7, HGF, ITGBS,
MYCL1, CD82, CDH1, HRAS,
BRMS1, MYC, IL18, MMP9,

NR4A3, SSTR2, CTBP1, EWSR
NME1 (nm23H1), PLAUR, FLT4

CST7, EPHB2, NF2, TP5]
CDKN2A, FGFR4, SRC, CDH4
COL4A2, FN1, MTA1l, CD44

TGFB1, MMP2, TIMP2, MDMZ2,
CDH11, CXCR4, MTSS1, RORH
RPSA, MCAM, METAP2, NME4,

MGATS
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Figurel: In Kelly neuroblastoma cell line, the effects ohdually increased doses of allicin

on cytotoxicity.
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SHSY-5Y
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Figure2: In SHSY-5Yneuroblastoma cell line, the effects oadpally increased doses of
allicin on cytotoxicity.
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Figure3:

In Kelly neuroblastoma cell line, the effects ofadually increased doses of

resveratrol on cytotoxicity.
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Figure4: In SHSY-5Yneuroblastoma cell line, the effects oadpally increased doses of

resveratrol on cytotoxicity.
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Changes in expression of genes when compared to the control group
Genes Group 2: Group 3: Group 4: Group 5: Group 6:
Cisplatin Allicin Resveratrol Cisplatin+allicin Cisplatin+resveratrol

CCL7,KISS1R,IL8RB,
TRPM1, TNFSF10,IL1B,MYC, | 2 fold >500 fold >300 fold >200 fold >500 fold increase
SYK, ITGA7, CDH1, FXYDS5, increase increase increase increase
MMP10, MMP3, MMP7, MMP4,
MMP13, ETV4, MYCLA1,
HTATIP2, CTSL1,KISS1
RB1,DENR 23 fold 23 fold 23 fold 23fold decrease | 23fold decrease
(NMEZ2 in group 4) decrease | decrease decrease

ceLr ] MMP10 [

KISS1R |:| MMP3 |:|

Decrease in expression

IL8RB [] MMP7 ]

TRPM1 ] TIMP4 ] RB1

TNFSF10 [ MMP13 ] DENR ]

IL1B [ ETV4 I:I NME2 T

MYc MYCL1 0

SYK [ HTATIP2 I

ITGA7 2 CTSL1 [

CDH1 = KISS1 H

FXYD5 =

I:I Transcription factors
Cell growth and proliferation . .
|:| genes I:I Extracellular matrix proteins - Other metastasis related genes
l:l Cell adhesion genes - Apoptosis genes I:I Cell cycle genes

Figure 5: In Kelly neuroblastoma cell line; genes that expi@ss were maximally effected by
administration of alicin, resveratrol and coadntimaison of these phytochemicals with

cisplatin.
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Figure 6. In Kelly neuroblastoma cell line, expressions otastatic genes of all administration groups (gra2483 relative to group 1.



Changes in expression of genes when compared to the control group

Genes Group 2: Cisplatin Group 3:Allicin Group 5: Cisplatint Allicin
PN z3foldincrease z3foldincrease z3foldincrease
KISST, TMNSF10, MMP10, TRPM1, IGF1, =15fold decrease =100fold decrease =100fold decrease
MWMP 13, MWPT
MWMP3, CCLT, HTATIPZ, CTSL1, KISS1R, ILSRE, | =15fold decrease =100fold decrease 50-100fold decrease
TIMP4, FXY D5, IL1B, ITGAT Ima
SY R, MET, ETWE, MY C, WY CLA1 =15fold decrease 20- 100 fold decrease | S0-100 fold decrease

IGF1 [ ] MMP 10 ]

TNFSF10 I:- MMP7 I:I Increase in expression

MET [ ] MMP 13 ]

CCLT [ ] MMP3 [] PN =

TRP1 |:| TIMP4 |:|

KISSIR |:| ITGAT |:|

ILEREB |:| FX¥D5 |:|

. = 2|

ST [ KISS1 [

WY C

CTsL1 -
ETV4 E
WY CL1 |:|
l:l Transcription factors

Cell growth and proliferation . .
l:l genes I:I Extracellular matrix proteins - Other metastasis related genes
[7] Celladhesion genes [ Aroptosis genes l:l Cell cycle genes

Figure7: In SHSY-5Y neuroblastoma cell lines; genes thatresgions were maximally

effected by administration of allicin, and coadmtration of allicin with cisplatin.
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Changes in expression of genes when compared to the control group

(DENR in group 4)

Genes Group 2: Cisplatin | Group 4: Group 6:
Resveratrol Cisplatin+ Resveratrol
PN z3foldincrease =3foldincrease =3foldincrease

IGF1, MMP10, CHCL1Z2, TNFSF10, MMPT,
MMP 13, MET, MWP3, COHB, CCLY, TRPM1,
KISS1, CTSL1, KISS1R, HTATIFZ, ILSREB,
TIMP4, FXY D5, IL1B, HPSE

=10fold decrease

=100 fold decrease

=100 fold decrease

IGF1 [ ] MMP 10 ]
TNFSF10 Il | MMP7 ]
MET |:| MWVIP13 |:| Increase in expression
ccL7 ] MMP3 ] PN |:|
TRPM1 ] TiMP4 ] DENR ]
KISSIR ] HPSE L]

CDHB
B i
IL1E HTATIPZ2 -:l

KISST N

CTSLA |

l:l Transcription factors
|:| Extracellular matrix proteins -

- Apoptosis genes |:|

Cell growth and proliferation
I:I genes
|:| Cell adhesion genes

Other metastasis related genes

Cell cycle genes

Figure8: In SHSY-5Y neuroblastoma cell lines; genes thatresgions were maximally

effected by administration of resveratrol, and coeuistration of resveratrol with cisplatin.
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Figure 9. In SHSY-5Y neuroblastoma cell line, expressionmetastatic genes of all administration groups (gsa2+6) relative to group 1.
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