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KISALTMALAR

NB : Noroblastom

GNB: Gangliondroblastom

GN: Ganglionérom

PKMH : Periferik Kan Mononukleer Hucreler

DI : DNA indeksi

RNA: Ribonukleik Asit

DNA: Deoksiribonukleik Asit

PCR : Polimeraz zincir tepkimesi (Polymerase Chain Reaction)
ALK: Anaplastik Lenfoma Kinaz

ATRX: X’e baglh Alfa Talesemi/Mental retardasyon Sendromu
HIF1a: Hipoksia indukleyici Faktor 1

HIF2a (EPAS): Hipoksia indukleyici Faktor 2

H2AFX: H2A Histon ailesi, Uye X

ETVS5: ETS Variant 5



TESEKKUR

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) kapsaminda
saglanan maddi desteklerle yapilmistir. Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma
Projesi (BAP) komisyonuna, Turk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG)na ve bu

calismada emegdi gecen herkese tesekkur ederiz.



OZET

NOROBLASTOM MOLEKULER TEMELININ KLiNiK ONEMININ
ARASTIRILMASI: YUKSEK RiSK GRUBU, YUKSEK RiSK VE ULTRA-YUKSEK
RiSK GRUBU OLARAK SINIFLANDIRILABILIR Mi?

MSc. PhD. Ayse Banu Demir

Yazigma Adresi: Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisti, Temel Onkoloji
Anabilim Dali, iZMIR

Noroblastom sempatik sinir sisteminin noral krestinden kdken alan, en sik gorulen
pediatrik ndroendokrin tumorudur. Noroblastik tumorler, farkl tedavi sonuglarina
neden olan, ekstrem heterojenite gostermektedir. Noroblastom, dusuk, orta ve
yuksek olmak Uzere u¢ ana risk sinifi ile kategorize edilmektedir. Hastalarin risk
kategorisinin  belilenmesinde, molekuler degerlendirmeler giderek 6nem
kazanmistir. Son zamanlarda noroblastom tedavi protokolinu etkileyebilecek farkl
genlerin literatire girmesi ile risk siniflandirmalarinin da alt gruplara ayrilip
ayrilamayacagd! gundeme gelmistir. Bu c¢alisma ile, yuksek risk grubu iginde c¢ok
kotu prognoz gosteren hastalarda, bu hastalarin ‘ultra-yuksek risk’ olarak ayri bir alt-
gruba ayrilmasinda rol oyanayabilecek bazi genlerin ekspresyonlari arasgtiriimigtir.
Bu amagla, TPOG (Turk Pediatrik Onkoloji Grubu) protokoli kapsaminda
gerceklestirlen  noroblastom  klinikk ve molekller analizlerin  sonuglar
degerlendirilerek, sirasiyla yirmi bes ve yirmi dokuz tane, dusuk ve yuksek risk
grubu hastasi secilmis ve analiz edilmistir. Segilen hastalarda, ALK, ATRX, HIF1a,
HIF2a (EPAS), H2AFX ve ETV5 genlerinin ekspresyonlarina bakilmistir. Bu
genlerin, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, 11q kaybi1 ve ALK digindaki genlerin
ise 17q kazanci ile iligkili olmadigi bulunmustur. ALK ekspresyonunun 17q kazanci
pozitif hastalarda daha fazla oldugu gorulmustir (p=0.018). ETVS disinda genlerin,
yuksek risk grubunda anlamli olarak arttigr gérulmastur. Ultra-yuksek risk ve yuksek
risk grubu hastalar karsilastirildiginda, ALK ekspresyonunun ultra-ylksek risk

grubunda daha fazla (p=0.027), ATRX geninin ise yuksek risk grubu hastalarda

Xi



daha az eksprese oldugu (p=0.01) bulunmustur. Elde edilen verilere gore, ALK
geninin yuksek risk grubu igerisinde “ultra-yuksek risk” alt grubunun ayriminda

belirte¢ olabilecegi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, yuksek risk, ultra-yuksek risk, ALK, ATRX,
HIF1a, HIF2a (EPAS), H2AFX, ETV5
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF CLINICAL IMPORTANCE OF MOLECULAR BASIS OF
NEUROBLASTOMA: CAN HIGH RISK GROUP BE CATEGORIZED AS HIGH
RISK AND ULTRA-HIGH RISK?

MSc. PhD. Ayse Banu Demir

Corresponding Address: Dokuz Eylul University, Institute of Oncology,
Department of Basic Oncology, IZMIR

Neuroblastoma is the most common pediatric neuroendocrine tumor that arise from
the neural crest of sympathetic nervous system. Neuroblastic tumors exhibit
extreme heterogeneity, which results in different therapy outcomes. Neuroblastoma
is mainly categorized into three risk groups as low, intemediate and high. Molecular
evaluation has come into prominence for determination of the risk categories.
Recently, identification of new genes that may affect the therapy outcome, raised
the possibility of the presence of sub-risk groups. With this study, we aimed to
assess the expression of some genes that may play role in identification of “ultra-
high risk” group of patients. We analyzed, twenty-five and twenty-nine, low- and
high- risk group of patients, respectively, who were chosen according to molecular
and clinical data of routine Turkish Society of Pediatric Oncology (TPOG) 2009-
protocol. Expression of ALK, ATRX, HIF1a, HIF2a (EPAS), H2AFX and ETVS
genes were evaluated among these patients. No significant relation was found
between these genes and status of MYCN amplification, 1p loss, 11qg deletion and
17q gain, except ALK, which is found to be highly expressed in patients with 17q
gain(p=0.018). All genes found to be highly expressed in high-risk group compared
to low-risk group, except ETV5. When “ultra-high-risk” and high-risk groups were
compared, ALK found to be highly expressed in “ultra-high- risk” group(p=0.027)
significantly, while ATRX found to be highly expressed in high-risk group(p=0.01).
Our results show that, ALK can be a candidate gene that may be used to distinguish

the “ultra-high risk” subgroup among high risk group of patients.
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Keywords: Neuroblastoma, high risk, ultra-high risk, ALK, ATRX, HIF1a, HIF2a
(EPAS), H2AFX, ETV5
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1. GiRiS$ VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Noroblastom (NB) noral krestten koken alan, sempatik sinir sisteminden orijinli
embriyonik sinir hlcrelerinden olugan gocukluk ¢aginin sik gorulen ekstrakranial
solid malign tumordir (1,2,3). Multimodal tedavilerde gelismelere karsin ileri evre
hastalikta sagkalim kotudur (4). NB spontan regresyondan agresif multimodal
tedaviye karsin progresyona dek klinik heterojenite gostermektedir. N-myc
amplifikasyonu NB’da agresif ve proliferatif timorlerde gorulir ve yuksek risk
kriteridir. (5). Birgok hedef geni duzenleyerek hucre proliferasyonunu uyaran
transkripsiyon faktorudur. Bu nedenle Gzerinde pek ¢ok galisma devam etmektedir.
GuUnumuze kadar yapilan arastirilmalar, NB risk siniflandiriimasinda sadece N-myc
amplifikasyonunun degil, bazi kromozomlardaki degisimlerin de Onemli rol
oynadigini gosterilmistir. NB risk siniflandirmasinda rol oynayan gen degisimlerinin
bazi ornekleri, N-myc amplifikasyonunun yanisira 1p36 kaybi, 11923 kaybi ve
17925 dengesiz kazanimidir (10-14). Bu gen degisiklikleri ile birlikte, DNA indeksi
de risk siniflandirmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Son zamanlarda NB tedavi protokolunu etkileyebilecek farkli genlerin literature
girmesi ile risk siniflandirmalarinin da alt gruplara ayrilip ayrilamayacagi gundeme
gelmistir. Ozellikle yiiksek risk grubuna giren NB timérlerinin davraniglarinda
heterojenite gézlemlenebilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda, yuksek risk grubu
NB hastalarinin, ultra-yuksek risk ve yuksek risk grubu olmak Uzere ikiye ayrilip
ayrilamayacag! arastirmacilar arasinda gindeme gelmisgtir.

Yapilan rutin néroblastom molekuler analizleri sirasinda kotu ilerleme gosteren
hastalarin kalan ornekleri ile yapilacak olan molekuler duzeydeki analizlerin, kontrol
grubu (dusuk risk ve orta risk sinifi) hastalarinin analizleri ile karsilastiriimasi
sonucu, NB yuksek risk grubu hastalarin; ultra-yuksek risk ve yuksek risk olarak iki
sinifa ayrilmasinda rol oynaybilecek belirteclere bakiimistir. Yapilan genetik
analizler (7, 8, 9) ile yuksek risk grubu noroblastom seyrindeki heterojenitede etkili
olabilecek hedef genler ve molekiler mekanizmalar aydinlatiimaya caligiimigtir.
Noroblastom yuksek risk grubu hastalarinda bulunabilecek olasi ALK, ATRX, HIF1a
HIF1b ve H2AX ifadelenme farkliliklari ile NB hastalarinin klinik bulgulari



karsilastirilarak, boyle bir siniflandirma ayrimi yapmada rol oynayabilecek hedef bir
gen olup olmadigi arastiriimistir.

imminglobllin stper ailesi tUyesi 4 (IGSF4/ TSLC1/ CADM1/ SynCAM) néral
doku spesifik bir immunglobulin benzeri hicre adhezyon molekulidur. Kanserde ilk
defa kuguk hicreli digi akciger kanserinde tumor supresor olarak karakterize edilmis
ancak tumor geligsimini nasil baskiladigi henuz kesin olarak aydinlatiimamigtir.
IGSF4 geninin susturulmasi c¢esitli kanserlerde allelik kayiplar ve promotor
metilasyonu ile gergeklestirilmistir (25, 26). IGSF4, aktif durumdaki NK ve CD8+ T
hlcreleri Uzerinde eksprese olan CRTAM reseptorunin ligandidir ancak T hicre
immunitesindeki roll bilinmemektedir. IGSF4 ‘Un glioblastomda tiumaérin bliyime ve
gelismesi ile invaziv 6zelligini baskilayan o6zelligi gosterilmistir (27). Yetiskin T
hacreli 16semi/ lenfomada (ATLL) yeni bir hucre yuzey belirteci olarak tanimlanan
IGSF4 ‘On serumda yuksek seviyelerinin kotu prognozla iligkilendirildigi tespit
edilmigtir (28). Ayrica CADM7?’in tumor hucrelerini CD8+ T hicre immun
mekanizmalarina karsi duyarl hale getirerek metastazi 6nledigi gosterilmistir (29).
Bu calismanin bir kolunda da noéroblastom olgularinin imprint orneklerinde
immunfloresan boyama ile IGSF4 ekspresyonlarini tespit ederek, klinik ve molekuler
parametreler ile iligkisi belirlenmis ve prognostik agidan degerlendirilendirilmigtir.

Bu calisma ile bulunan gen ifadelenme farklihginin, néroblastom progresyonu
ve tedavi seklinde Turk toplumu i¢in 6nem tagimasinin yanisira, global bir 6nem de
tasimaktadir. Yuksek risk grubunun alt gruba ayrimlanmasinda rol oyanayabilecek
aday bir molekuler durumun belirlenmesi, hastalarin tedavi protokolinu daha etkili

kilacaktir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Noroblastom, ¢ocukluk ¢aginin en sik gorulen ekstrakraniyal solid tUmaoradar.
Primordial noral krest hlcrelerinden kdken alan bu kanser turd, tim gocukluk ¢agi
kanserlerinin %8-10'unu olusturur. Bir yas altindaki c¢ocuklarin en sik gorulen
tumoru olan néroblastom, ¢ocukluk yas grubunda santral sinir sistemi timaorlerinden
sonra ikinci siklikta karsimiza g¢ikmaktadir. Tumorin biyolojik davranigindaki

degiskenlik nedeniyle, noroblastom spontan regresyonlar, benign transformasyon



ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin prognozunu belirlemede ve
tedavisinde sorunlara yol agmaktadir.

Son zamanlarda hastaligin seyrinde etkili oldugu belirtilen farkli gen ve
mekanizmalar dogrultusunda, bu mekanizmalarin Turk toplumu i¢in de gegerliliginin
arastirlmasi ve Ozellikle yuksek risk grubuna giren hastalarin belirli gen
ifadelenmelerinin aydinlatilmasi, risk gruplarinin belirlenmesi ve tedavi protokolinun
secimi konusunda yol gosterici olacagi dusunulmektedir. Bu nedenle hastaligin
prognozunu belirleme ve tedavi yonteminin kararlastiriimasi agisindan, hastaligin
molekuler biyolojisinin daha iyi anlasiimasi 6nem arz etmektedir. Bu calismada
noroblastom molekuller biyolojisinin aydinlatiimasina yonelik genetik dizeyde
arastirma yapilmasi amaclanmistir. Bu dogrultuda yuksek risk grubuna giren
noroblastom hastalarinda, son zamanlarda tedavi protokolinu etkiledigi belirlenen
ve onemli oldugu dusunulen ALK, ATRX, ETVS, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin
RNA seviyesinde ifadelenme analizleri degerlendirimig, yuksek risk gurubunun,
ultra-yUksek risk ve yuksek risk olarak ayriimasinda rol oynayabilecek belirte¢ bir

genin varligi arastiriimigtir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

NB tedavi protokolunu etkileyebilecek farkli genlerin literatlre girmesi ile risk
siniflandirmalarinin alt gruplara ayrilip ayrilamayacagi son zamanlarda 6nem arz
etmigtir. Ozellikle yliksek risk grubuna giren NB timérlerinin davraniglarinda
heterojenite gozlemlenmektedir. Bu nedenle, yuksek risk grubu NB hastalarinin,
ultra-yUksek risk ve yuksek risk grubu olmak Gzere ikiye ayrilacagi dustunulmektedir.
Yapilan son ¢alismalarda, bazi genlerin ifadelenme farkliliklarinin ytksek risk
grubunda tedavinin yanitini degistirebilcegini gostermistir. Bu bilgilerden yola
cikarak, yuksek risk tedavi yanitinda onemli olabilecegi dusunulen ALK, ATRX,
ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyon profillerinin arastiriimasi
hedeflenmigtir. Calismada, Turkiye'nin c¢esitli devlet, Universite ve vakif
hastanelerinin Onkoloji merkezlerinden TPOG (Turk Pediyatrik Onkoloji Dernegi)
aracilhgi ile, noroblastom tanisi almis olan hastalardan gonderilen noroblastom

tumor doku ornekleri kullaniimistir. Bu orneklerde yapilan 6n molekuiler analiz ve



klinik bilgileri birlestiriimis ve kotu prognoz gdsteren yuksek risk grubu 29 hasta
ornegi ile dusuk risk grubuna giren 25 hasta 6rnegi secilmistir.

Calismanin hipotezi, yuksek risk grubu hastalarinda, tedaviye yanit vermeyen/
ilerleyici hastalik gosteren “ultra-ylksek risk” sinifi hastalarinda; ALK, ATRX, ETVS,
HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyon profilinin, yluksek risk hastalarinin
ekspresyon profilinden farkli olacagidir. Ayrica yuksek risk grubu ve dusik risk

grubu hastalarinda bu genlerin farkli ekspresyon gosterecegi dusunulmustar.



2.GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Cok hucreli organizmalardaki hucreler, kendilerini regule etmelerinin yani sira,
hdcreler arasi sinyal iletimini kordine ederek tum organizma seviyesindeki davranigi
da regule ederler. Mutasyon gibi ¢esitli molekuler bozukluklar, bu kordinasyonun
deregiilasyonuna neden olabilmektedir. insan viicudunda bulunan milyarlarca
hdcre, hergin mutasyonlarla kargilasmakta, fakat hicreye segici bir avantaj
saglamadigi muddetce, hucredeki “koruma-sistemleri” ile elimine edilmektedir (30).
Kanser, tek bir hiicreden kdken alan, deregulasyonun tek hicreye biyume avantaji
sagladig! klonal bir olgudur (30). Kontrol edilemeyen hucre buyumesi, “tUmor” adi
verilen hdcre kutlelerinin olugsmasi ile sonuglanabilmektedir. Bazi timorler kotu
gelisim gostermezler. Vicudun diger bolgelerine yayilmazlar ve kolayca ortadan
kaldirilabilirler. Bu tur timorler “benin timorler” olarak adlandirilirlar. Buna karsin
bazi timorler kotu gelisim gostermektedirler. Diger dokulari da ele gegirip, vicudun
farkli bolgelerine sigrayabilirler. Bu tur tumorler “malin  tumorler”  olarak
adlandirilirlar. Bazi kanserler ise, O0rnegin kan kanserleri gibi, tumor olusumu
gOstermezler.

Kanserin, 100’den fazla farkh tipi bulunmaktadir ve koken aldigi organ ve
hicre tipine gore adlandirilirlar. Ornegdin, karsinom, i¢ organlari gevreleyen doku ya
da deriden koken alan kanser tiplerine verilen ad iken, lenfoma ve myelom,
bagisiklik sistemi hicrelerinden kdken alan kanserlerdir.

Kanser, tek bir hastaliktan ziyade, kontrol edilemeyen hicre buylimesi sonucu
olusan hastaliklar grubu olarak tanimlanabilir. Kanser insidans oranlar
degerlendirildiginde, kanser dunyadaki olum nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Turkiye'deki 6lum nedenleri arasinda da kanser yine ikinci siradadir.
Tarkiye’'de her yil ortalama 148.000 kisi kanser tanisi almaktadir.

Noroblastom, gocukluk ¢aginin en sik gorulen ekstrakraniyel timoértudur. Noral
krest hlcre diferansiyasyonunun bozuklugu olarak da gorulebilen néroblastomun
daha iyi anlasilabilmesi igin, normal ndral hucre diferensiyasyonunu anlamak onem

arz etmektedir.



2.2. Noral Krest Hucre Diferensiyasyonu

Noral krest hucreleri, genisleyerek ¢ok buyuk sayida farkhlasmis hucre tipi
olusturmak igin go¢ ederler. Bu hucre tipleri; sensor, sempatik ve parasempatik sinir
sistemi glial hdcreleri ve noéronlarini; adrenal bezin epinefrin Ureten hucrelerini;
epidermisin pigment iceren hucrelerini; ve bag bdlgesinin birgok iskelet ve bag doku
elementlerini igcermektedir (105). Noral krest hucrelerinin hangi hucre tipine
farklilasacagi, hangi bolgeye gog ettigi ve yerlestigi ile ilgilidir.

Noral krest hucreleri 4 ana fonksiyonel gruba ayrilabilir. Kraniyel (Sefalik)
noral krest hiicreleri, kraniyofasiel mezenkimi olusturmak igin dorsolateral olarak
g0Oc¢ eder ve kikirdak, kemik, kraniyel ndronlar, glia ve yuz bag dokusunu olusturur.
Bu hucreler, faringal kavislere ve keselere girerek, timik hicreleri ve orta kulak
kemiklerini olustururlar. Trunk noral krest hucreleri 2 ana yolad! kullanarak go¢
ederler. Renk sentezleyen melanositleri olusturacak olan hucreler, dorsolateral
olarak ektoderme go¢ ederler ve karin bolgesinin ventral bolgesine kadar ilerlerler.
Ikinci gb¢ yolagi, hiicrelerin vebtrolateral olarak skleretomun anterier kismina dogru
gO¢ ettigi yolaktir. Bu hucreler, sensor noronlari iceren dorsal kok gangliayi
olustururlar. Bu hucreler ventral olarak go¢ etmeye devam ederek, sempatik
gangliayi, adrenal medulla’yl ve aortu gevreleyen sinir gruplarini olustururlar. Vagal
ve sakral noral krest hucreleri, bagirsagin parasempatik ganglia’sini olustururlar.
Bu noral krest hlcrelerin gogunun gerceklesememesi, enterik ganglianin ve
dolayisiyla bagirsak peristaltik hareketlerin yoklugu ile sonuglanir. Kardiak noral
krest hucreleri, kraniyel ve trunk noéral krest arasinda yer alir. Bu hucreler,
melanositleri, noronlari, kikirdak ve bag dokuyu olusturabilmektedir. Bu noral krest
bolgesi ek olarak kalpten ¢ikan genis damarlarin muskulokonektif doku duvarini
olusturmaktadir (105).

Normal trunk noral krest hicreleri ndral tUpun dorsal yonunden ayrilip, noral
tupe dogru ventral olarak go¢ eder ve lokal sinyaller dogrultusunda
differensiyasyona basglar (Sekil 1) (102). Bazilari sempatik ganglia ya da adrenal
medullanin sempatik noéron-benzeri kromafin hicre noéronlarina farkhlasirlar.
Noronlar komsu noral-krestten koken alan hucrelerin Schwann hucrelerine ve

satellit hicrelere farklilagsmasini tetikler.
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Sekil 1. Trunk noral Krest Hucrelerinin A) Olusumu, B) Go¢ Yolaklart C) Medial
Yolak turevleri (102)

Normal noral krest hicreleri, kendi kendilerini yenileyebilme ve birden c¢ok
hicre tipine donusebilme yetenekleri ile karakterizedir (102,103). Kok hucre
ozellikleri, farkhlagmis noral krest derivativleri tarafindan tekrar kazanilabilir (104).
Hucrelerin kendi kendilerini yenileyebilme ve birden ¢ok hicre tipine donusebilme
yetenegi, bircok kanser tipinde bulunan kok-hucre-benzeri hlcrelerde bulunan bir
Ozelliktir. TUmor kok hucreleri, matur hucrelerin, genetik yada epigenetik sinyaller ile
dediferensiye olmasi ile ya da gelismekte olan hicrelerin genetik yada epigenetik
birtakim bozukluklari biriktirmesi ile olusabilmektedir.

Noroblastom icin hangi modelin gecerli oldugu henuz bilinmemektedir. Fakat,
cocukluk c¢agr tumoru olmasi, embryonel noral krest karakterinde protein
ekspresyonu ve post-trasnlasyonel modifikasyonlarin korunmasi, ikinci modeli
desteklemektedir. Noroblastom tumorleri yada hucre hatlari, néron- ve Schwann
hldcre-benzeri hucrelerin yanisira, kok-hucre benzeri hicreler de barindirmaktadir
(102).



2.3. Noroblastom

2.3.1. Tanim ve Epidemiyoloji

Noroblastom, embriyonik noéral krestte yapilarindan olusan, sempatik ganglia
ve adrenal medulla timoéradar (102). Cogu NB tumorleri, indiferansiye sempatik
sinir hucreler olan noéroblastlardan olusmaktadir. Primer tUmorler, periferal sinir
sisteminin lokalize oldugu bdlgelerde bulunmaktadir. Noroblastomlarin yaklagsik
%50’si adrenal medulladan koken alirken, digerleri torakal ya da abdominal
paraspinal sempatik ganglia ya da pelvik gangliada olusur. NB'de metastazlar
genelde lenf nodu, kemik ve kemik iliginde gorulmektedir. NB yuksek oranda
heterojenite gosteren bir timadrdur.

Noroblastom gorulme sikhg@r, 7000 canli dogumda 1 olarak belirlenmistir ve
Tarkiyede her yil yaklasik 110-120 yeni vaka noéroblastom tanisi almaktadir.
Ortalama diagnoz yasi 18 aydir ve vakalarin %40’1 1 yasindan 6nce tani alirken, 10

yasina kadar hemen hemen hepsi tani almaktadir (31).

2.3.2. Klinik Belirtileri

Noroblastom semptomlari, timorun boyutuna, bulundugu yere, vicudun diger
bdlgelerine yayllma derecesine ya da tumorin hormon salgilayip salgilamadigina
gore, ¢ok genis farkliliklar gosterebilmektedir. Abdominal kitle, diarre, ates, yuksek
kan basinci ve agri, hastalarda géziken semptomlardan bazilardir. Oksirik,
norolojik bazi eksiklikler, idrar yapamama, gorulen diger klinik belirtiler arasinda

bulunabilmektedir. Buna karsin, hi¢ semptomu bulunmayan hastalar da mevcuttur.

2.3.3. Tumor Histolojisi

Cogu noroblastom, néral diferensiyasyonu az olan ya da hi¢ olmayan, kiguk,
yuvarlak hucreleri iceren, indiferensiye tumorlerdir. Klasifikasyon tablosu, Shimada
ve arkadaslarinin (1984) histopatolojik 6ozellikler ile tUmoran klinik davranisini
iliskilendirmeleri ile olusturulmustur (48). Noroblastomun tedaviye iyi yanit veren ya
da vermeyen formunun siniflandinimasi igin; noroblast diferensiyasyonunun
derecesi, Schwannian stroma igerigi, ¢ekirdek patolojisi ve tani yasi

kullaniimaktadir.



2.3.4. Siniflandiriimasi

Uluslar arasi Noroblastoma Siniflandirma Sistemi (INSS), yapilan klinik
calismalarin dinya capinda kargilastirilabilmesi igin, 1986 yilinda olusturuimus,
1993 vyilinda guncellenmigtir (49,50). INSS, ndroblastom tanili ¢ocuklarin

klinik,radyografik ve cerrahi degerlendirmelerini kullanmaktadir.

Tablo 1. Uluslar arasi Noroblastom Evreleme Sistemi (INSS) (90)

Evre| Tiimér kdken aldigi organa sinirli, makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskopik ttimor artigi olabilir veya olmayabilir. ipsi
ve kontrlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre lla Unilateral tm, tam olmayan makroskopik rezeksiyon. ipsi ve kontrlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre llb Unilateral tm, makroskopik tam veya tam olmayan rezeksiyon ipsilateral blgesel lenf nodu tutulumu var, kontrlateral
lenf nodu tutulumu yok.

Evre lll Orta hatti asan tmzregional lenf nodu tutulumu
Unilateral tm.+kontrlateral lenf nodu tutulumu var
Orta hat tm+bilateral lenf nodu tutulumu
Evre IV Yaygin hastalik, uzak metastazlar (uzak lenf nodu, kemik iligi, kemik, karaciger ve/veya diger organlar).

Evre 4S Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer tm. Yas<365 glin.

Sadece karaciger, cilt ve/veya kemik iligi yayilimi (timdr hiicreleri <%10 olmall) var.

Tedavi Oncesi risk stratifikasyonlarina ortak bir yaklagim gelistirmek amacli,
Uluslar arasi Noroblastom Risk Grubu Evreleme sistemi (INRGSS) yayimlanmistir
(51). Bu siniflama cerrahi rezeksiyondan ziyade tumor goruntulemelerine
dayanmaktadir. (Tablo 2). Uluslararasi Noroblastom Risk Grubu (INRG) evreleme
sisteminde NB tumorlerini siniflandirmada; INRGSS, vyas, histoloji, tumor
diferansiyasyonu, MYCN durumu, 11q delesyonu varhgi/yoklugu ve tumor hicre

ploidisi verileri kullaniimaktadir.



Tablo 2. INRG Tedavi dncesi Evreleme Semasi (55,96)

INRG [INRGSS Description Age Histologic Grade of tumor MYCN 11qg- Ploidy Pretreatment
stage (months) category differentiation del risk group
GN maturing; GNB
2 I
L2 intermixed AVery low
Localized tumor not
involving vital NA B Very low
structures as
defined by the list of Any, except GN —_
L . . maturing or GNB
image-defined risk . i
factors® and intermixed ]
confined to one Amp K High
body compartment
Any, except GN No D Low
<18 maturing or GNB NA i
intermixed Yes G Intermediate
Locoregional tumor No E Low
2 with presence of Differentiating NA
. Yes
one or more Image- .
defined risk factors 349 GNB nodular; Poorty H Intermediate
- neuroblastoma differentiated or  NA
undifferentiated .
Amp N High
<18 R NA Hyperdiploid FLow
) . <12 NA Diploid | Intermediate
Distant metastatic 12t0 ———————
M disease (except <18 NA Diploid Jintermediate
stage MS) T —— :
<18 o Amp O High
218 P High
Metastatic disease No C Very low
in children younger NA
than 18 months .
MS  withmetastases <18 ves QHigh
confined to skin, -
liver, and/or bone Amp R High
marrow
GN, ganglioneuroma; GNB, ganglicneuroblastoma; Amp, amplified; NA, not amplified
2.3.5. Genetigi
2.3.5.1. Germ hticrelerindeki genetik degigiklikler
Noroblastom vakalarinin  kiguk bir kismi otozomal dominant olarak
aktariimaktadir  (32,33). Noroblastomlarda, %1-2 oraninda oykusu

goOrulmektedir (34). Ailesel dykusu olan vakalar, sporadik vakalara gore daha erken
yasta teshis almaktadir ve gogunlukla birden fazla primer timorleri vardir. Bu ailesel
vakalarda, PHOX2B geninde mutasyonlar bulunmustur (35-38).Son zamanlarda
anaplastik lenfoma kinaz geni (ALK) de major ailesel predispozisyon geni olarak
belirlenmistir (39,40). NB, néral krestten kdken alan ve anormal gelisim ile ilgili olan

baska hastaliklarla(drnegin Hirschsprung hastaligi) birlikte de olugabilir.
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2.3.5.2. Somatik hiicrelerdeki genetik degigsiklikler

2.3.5.2.1. 1p Delesyonu

1p kromozom kolunun delesyonu ilk olarak 1977°de Brodeur ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmigtir (52). 1p delesyonu noroblastom vakalarinin %20-35’inde
bulunmaktadir (53-57). Bu aberasyon ayni zamanda MYCN amplifikasyonu ile
iligkilidir ve agresif timorlerin %70’inde bulunmaktadir. Delesyon bolgeleri genelde
bayuktir ve 1p kolunun son kismini igerirler. Birgok arastirma grubu, bu delesyon
icerisindeki en kuguk ortak bdlgeyi bulmaya calismistir. 1p36.31 bolgesindeki
kromatin yeniden modelleme ailesi Uyesi olan CHDS5, noéroblastomda tumor
sUpresor olarak gorev almaktadir (68). Bu gen genelde sinir sisteminde eksprese
olmaktadir ve 1p delesyonu olan NB hucre hatlarinda ve timorlerinde dusuk
ekspresyona sahiptir. 1p36 bolgesindeki bir diger gen olan KIF1B, néroblastomda

haploinsafisient tumor supresor gen olarak fonksiyon gosterdigi belirtiimistir (59,60).

2.3.5.2.2. Kromozom 2p kolu amplifikasyonu

Kromozom 2p24 bdlgesinin amplifikasyonu, noroblastom tumorlerinin %15-
30’unu olusturmaktadir (54,55,61). Amplifiye olan bolge genelde birden fazla gen
icermektedir ve MYCN geni, amplifikasyon igin hedef gen olarak dustunulmektedir.
MYCN normalde embryonik gelisimde eksprese olan bir transkripsiyon faktorinu
kodlamaktadir. MYCN amplifikasyonu, ileri evre hastalik ile iligkilidir (62).
Son zamanlarda, ALK geni de, DNA mutasyonlari ve gen amplifikasyonlari
tarafindan hedef olrak gosterilen major predispozisyon ailesel geni olarak
gOsterilmektedir (39,40). ALK aberasyonlari, sporadik néroblastom vakalarinda da
bulunmustur (39,40,63-65). ALK 2p23.2 bolgesinde lokalizedir ve gogunlukla primer
NB vakarlinin %15-25'inde gorulen 2p kazang bodlgesinde bulunmaktadir. ALK
geninintirozin kinaz domain mutasyonlari, sporadik NB vakalarinin %6-12’sinde
gorulurken, ALK gen amplifikasyonu %3-5 oraninda gorilmektedir. ALK geni,
onkogenezde rol oyanayan gesitli kromozomal translokasyonlar ve inversiyonlarda
rol almaktadir. ALK'y1 igeren fluzyon proteinlerinin, anaplastik buyUuk hucreli
lenfomalarda, diffuz buyuk B-hlcreli lenfomalarda ve enflamatuar myofibroblastik

tumorlerde rol oynadigi gosterilmistir (66-69). Bir suredir kinaz inhibitorlerinin
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spesifik kanser terapisi hedefi olmalari nedeni ile de (70), ALK, ndroblastom terapi

stratejileri igin ilgi ¢ekici bir hedef olmustur.

2.3.5.2.3. 11q Kaybi

11. kromozomun uzun kolunda ki kromozomal materyalin kaybi, NBZ2lerin
%20-35'inde bulunmaktadir (54,55,71,72). 11q delesyonu, c¢ogunlukla MYCN
amplifikasyonu bulunmayan ileri evre tUmorlerde gorulmektedir (54,71). Bu bolgede
bulunan ve noral hucrelerin sinaptik olusumunda rol oynayan hlcre adezyon

molekuld CADM1, hedef tumor supresor geni olarak dusunulmektedir (73).

2.3.5.2.4. 17q Kazanci

17. kromozomun uzun kolunun kazanci, noéroblastomlarin  %50’sinde
gorulmekte ve en sik genetik dedisim olarak gosteriimektedir (54,55,74-76).17q'daki
kirllma noktasi degiskenlik gostermektedir fakat 17q kolunun son kismini her zaman
icermektedir. Bu bolgede bulunan bir ya da birden fazla genin dosaj etkisinin, segici
avantaj sagladidi hipotez edilmektedir (77). Onerilen aday genler arasinda BIRC5,
NME1 ve PPM1D genleri bulunmaktadir (78-80). 17qg’daki dengesiz kazang,
genelde kromozom 1 ve 17 arasinda dengesiz translokasyon ile olusmakta ve 1p

delesyonu ile 17q kazanci ile sonuglanmaktadir (81).

2.3.5.2.5. Néroblastomda hedef olabilecek diger kromozomal bélgeler

14. kromozomun ¢ kolundaki delesyon, Ozellikle ileri evre vakalarda
gorulmekle beraber, NB vakalarinin yaklasik %20’sinde gorulmektedir. Delesyonda
koruna bolge 14923-32 olarak gosterilmektedir (72,82,83). Kromozom 3p’deki
heterozigosite kaybi da yaklasik olarak NB vakalarinin %15’inde gosterilmigstir
(84,85). Kromozom 3p22 bdlgesindeki timor supresor gen varligi ve bu bdlgenin
NB hucre hatlarinda homozigotik olarak kayip olmasi, bu bdlgenin hedef bdlge

olabileceg@i dusundurtmektedir (86).
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2.3.5.2.6. ALK1, ETVS5, HIF1a, HIF1b,H2AX ve ATRX Genlerinin

Néroblastomdaki rolleri

Son zamanlarda risk siniflandiriimalarinda, tedaviye yanit farklihklardan
dolayi, 6zellikle yuksek risk grubunu, ultra-yuksek risk ve yuksek risk olarak 2 farkh
alt risk grubuna ayirabilecek belirtegler aranmaktadir. Yapilan son galigsmalarda,
bazi genlerin ifadelenme farkhliklarinin ylksek risk grubunda tedavinin yanitini
farkhlagtirdigini ileri striimastir (91,92). Ornegdin Anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
F1174L mutasyonunun, MYCN amplifikasyonuna sebebiyet verdigi gosterilmigtir
(92). DNA hasari tamirinde rol oynayan genlerden H2AX'in prolifere olan hicre
hatlarinda foci olugturdugu gozlemlenmistir (93). ALK sinyal yolaginin alt hedef
molekulleri arasinda bulunan ve hicre proliferasyonunda rol oynayan ETV5
genininde noroblastom kotl seyrinde rol oynadigi Uzerinde durulmaktadir (94).
ATRX geninin yuksek risk grubu noroblastom vakalarinin genetik temelinde rol

oynadidi da yine son ¢ikan ¢alismalar arasindadir (95).

2.3.6. Noroblastomda Genom-diizeyinde yapilan ¢alismalar

Genom-duzeyi iligkilendirme galigmalari (GWAS), kromozom 6p22 bdlgesinin
NB gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu bolgede bulunan SNP yada
varyantlarin, agresif NB ile iligkili olabilecegi bulunmustur (87). Noroblastom
gelisiminde rol oynayabilecegi dusunulen ikinci bir lokus, BARD1 genini barindiran
2p35 bolgesidir. (88). BARD1 gen urunu, BRCA1 tumor supresor aktivitesi igin
gereklidir. Noroblastom gelisiminde rol oyanayabilecek Uguncu bir aday bolge ise
MBPF23 genini igceren 1p21.1 bolgesidir (89).

2.3.7. Prognostik Faktérler

Hastaligin tedavi olma olasiligi, teghis yasina, hastaligin yayginhgina ve tumor
biyolojisine gore farklihk gostermektedir. 1 yasindan kuguk hastalar genelde daha
iyi prognoz gostermektedir (41).
Tedaviye iyi yanit veren hastalardaki NB tumodrleri, daha ¢ok triploide-yakin
karyotipte ve birka¢ yeniden segmental diuzenlemerin oldugu tumorlerdir. Agresif
tumorler ise, yeniden kromozomal duzenlemelerin bulundugu, diploide-yakin

karyotiptedirler.
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2.3.7.1. Notrofin reseptérleri

TrkA, B ve C gibi tirozin kinaz reseptorleri, normal néral gelisimde esansiyel rol
oynamaktadir. Noroblastomda, yuksek TrkA ekspresyonu, muhtemelen apoptoz ve
differensiyasyonu regule ettigi icin, tedaviye iyi yanit belirteci olarak kullaniimaktadir
(42-44). TrkC de, MYCN amplifikasyonu olmayan dusik evreli noéroblastom
vakalarinda eksprese olmaktadir (45,46). Buna karsin, TrkB ekspresyonu, MYCN
amplifikasyonu ve ileri hastalik ile iligkilidir (47). Dusuk evreli tmorlerde TrkB

ekspresyonu yoktur ya da kesilmis formu ekspresedir.
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu arastirma, ilag digi girisimsel olmayan bir klinik aragtirmadir. Arastirma,

kontrollU ve tek kor bir ¢alisma olarak tasarlanmig ve gerceklestiriimistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu arastirma 04.02.2013 tarihinde literatur taramasi ile baglamig, 21.06.2016
tarininde tez savunmasi ile sonlandirilmigtir. Arastirma, calisma igin gerekili
biyogiivenlik diizeylerine uygun donanima sahip Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji

Enstitist Temel Onkoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirilmigtir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu calismanin evreni olarak, Turkiye’nin gesitli devlet, Universite ve vakif
hastanelerinin Onkoloji merkezlerinden noéroblastom tanisi almis 18 yas alti
hastalar segilmigtir. Bu dokular igerisinden secilen, dusuk risk grubuna giren 25
hasta ve yuksek risk grubuna giren 29 hasta ¢alismanin érneklemini olugsturmustur.
Calismanin bir kisim analizleri igin, yuksek risk igerisinden, induksiyon tedavisine
yanit vermeyen 5 hasta ‘ultra-yuksek risk’ grubu olarak belirlenmis ve belirli analizler

bu gruplama ile gergeklestirilmistir.

3.4. Calisma Materyali

Bu arastirmada, Turkiye'nin ¢esitli devlet, Universite ve vakif hastanelerinin
Onkoloji merkezlerinden 01.12.2012 - 25.11.2015 tarihleri arasinda noroblastom
ontanisi ve kesin tanisi almis olan hastalarindan gonderilen taze néroblastom tUmor

doku drnekleri kullaniimigtir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu ¢alisma kapsaminda bakilan ALK, ETVS, HIF1a, HIF2a, ATRX ve H2AFX
genlerinin ekspresyonlari arastirmanin  bagimsiz degdiskenlerini olustururken,
‘yuksek-risk’ ve ‘ultra-ylksek risk’ siniflandirmalari  arastirmanin  bagimli

degiskenlerini olusturmaktadir.
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3.6. Veri Toplama Araglari

3.6.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
3.6.1.1. Kullanilan Cihazlar

Laminar Air Flow (Nuve)

Inver Mikroskop (Olympus)

Isik Mikroskobu (Nikon)

Sogutmali Santrifuj (Heraus)

4°C Buzdolabi (Arcgelik 450 lux)
(-20°C) Dondurucu (Ufuk)

(-80°C) Dondurucu (Thermo Science)
Akim Sitometri Cihazi (BD Accuri C6)
Nano-Real-time PCR Cihazi (Roche)
Motorlu Pipet (Isolab)

Motorlu Pipet (DiaMed)

Vorteks (IKA)

3.6.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Steril Pipetler (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) (Greiner)
Pipet Uclari (mavi ve sari)

15 ml vida kapakh Konik Tup (Falkon)

50 ml vida kapakl Konik Tup (Falkon)

Polistren Akim Sitometri Tupu (5 ml)

Steril Pastor Pipeti (Greiner)

Lam /Lamel (Biolab)

3.6.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI-1640 Hucre Besiyeri Ortami (Biochrom F1215)
Fetal dana serumu (Biochrom S0113)

L—Glutamin (Biochrom K0282)

Penisilin / Streptomisin (Biochrom A213)

DiMetil Sulfoksit (Aplchem A3670)

SynCam-FITC konjlige iHC Kiti (Novus)
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Nmyc, 1p36, 11923, 17925 PCR Deteksiyon Seti
Steril PBS (Ca*? ve Mg*? icermeyen) (Sigma)
DNA izolasyon Kiti (Roche)

TriPure RNA izolasyon soliisyonu (Roche)
cDNA sentez kiti (Roche)

PCR ALK Ekspresyon Seti

PCR ETV5 Ekspresyon Seti

PCR ATRX Ekspresyon Seti

PCR HIF1A Ekspresyon Seti

PCR HIF1B Ekspresyon Seti

PCR H2AX Ekspresyon Seti

Etanol (Sigma)

izopropanol (Sigma)

Deionize edilmis H,O

Kloroform

Lizin

3.6.2. Doku érneklerinin Toplanmasi ve saklanmasi

Bu galismada Turkiye'deki 23 farkli Gniversite ve vakif hastanesinin Pediatrik
onkoloji merkezlerinden NB ontanisi ile gonderilmis ve NB tanisi almis olan, TPOG
tarafindan klinik verileri kayit altinda olan hastalarindan gonderilen tUmor doku
ornekleri kullanilmigtir. Ornekler, bu merkezlere énceden génderilmis olan, manuel
pipet yardimi ile hazirlanip porsiyonlanmis doku transfer solisyonu (RPMI+%1 L-
Glutamin + %1 penisilin-streptomisin) iginde, hasta onam ve gonullu bilgilendirme
formlari ile birlikte, soguk zincir kargo ile laboratuvarimiza gelmistir. Calisma
sirasinda, toplanmig olan 54 olgu 6rneginin, lizinli mikroskop lamlarina doku imprinti
yapilip, tumor hdcresi yeterliligi Giemsa boyama ile degerlendirilmigtir. TUumor
hdcresi agisindan yeterli gorulen orneklerden DNA ve RNA izolasyonu igin 1,5ml’lik
eppendorf tupleri icine bisturi ile kesilerek bir miktar doku alinmis, kalan doku
ornekleri yine 1,5 ml'lik eppendorf tiip igerisinde, -80°C’de saklanmistir. Dokunun
icinde geldigi transfer ortaminda bulunan tumor hucreleri ise dondurma ortaminda

saklanmistir (RPMI+ %1 penisilin-streptomisin+ DMSO).
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3.6.3. DNA indeksi analizi

Dokunun igerisinde geldigi transfer solusyonu 2000 rpm’de 7 dakika boyunca
santrifujlenerek, doku ortam hucreleri elde edilmistir. Elde edilen doku ortam
hdcreleri, dondurma ortami (95% RPMI complete (%88 RPMI+%10 FBS+ %1 L-
Glutamine+%1 penisilin- streptomisin) +%5 DMSO) icerisinde slUspanse edilerek,
DNA indeks degerlendiriimesi icin kullaniimistir. Bu hlcreler DNA indeks analizi
yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. DNA indeksi akim sitometri ile tespit
edilmigtir. Bu yontemde hucre membrani lipidleri non-iyonik deterjanlar ile
¢ozulerek, hucre sitoiskeleti ve nukleer proteinleri tripsin ile yok edilip, hucresel RNA
enzimatik olarak degrade edilmis ve nukleer kromatin yapisi spermine ile stabilize
edilmigtir. Propidyum iyodid sitokiyometrik olarak temiz ve izole edilmis nukleusa
baglandiktan sonra, 6rnek akim sitometri ekipmanina verilmistir. Propidyum iyodid
ile boyanmis olan nukleus ilk olarak floresan 1s1g1 580 ve 650 nm dalgaboylari
arasinda yayacaktir. ikili 585/42 filtreli ekipman donanimina sahip FACScan
floresan 2 (FL2) detektoru boyanan hucreler tarafindan 564 ve 606 nm arasinda
yaylilan 1s1g1 analiz etmistir. Sonug olarak elde edilen floresan histogramlarinda DNA
anoploidi varhigi tespit edilmistir. Ayni doku Gzerinden elde edilen normal hucreler
ya da periferik kan mononukleer hucreleri (PKMH) referans olarak kullanilarak DNA
aberasyonu derecelendirilmistir. DNA indeksi, anormal GO/ G1 populasyonundaki
relatif DNA igeriginin modunun normal GO/ G1 populasyonundaki relatif DNA

icerigine bolinmesi ile elde edilmistir.

3.6.4. DNA izolasyonu ve Molekiiler inceleme

Dokulardan DNA izolasyonu, kit kullanilarak gergeklestirilmistir. izole edilen
DNA odrneklerinin konsantrasyonlari, spektrofotometre cihazi ile olgilmis ve bu
ornekler es-zamanli (Real-time) PCR reaksiyonu ile N-MYC amplifikasyonu, 1p36
LOH, 11923 delesyonu ve 17925 kazanci agisindan degerlendirilmistir. Bu
bolgelerdeki kazanim ya da kayiplarin tespiti igin bu bolgelere 6zgu tasarlanmis
isaretli prob iceren primer ve enzim karigimlari kullaniimigtir. NMYC es zamanli
PCR'1 igin, 2p24.3 bdlgesinde bulunan NMYC genine 6zgu dizayn edilmis 5'-
GTGCTCTCCAATTCTCGCCT-3' ve 5'-GATGGCCTAGAGGAGGGCT-3' primer gifti
ile ‘5'-FAM-CACTAAAGTTCCTTCCACCCTCTCCT-TAMRA-3' Tagman probunu
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iceren enzim karigimi kullaniimistir. NMYC amplifikasyon degerlendirmesi i¢in yine
ayni kromozomda 2p13.3 bolgesinde bulunan NAGK (N-acetylglucosamine kinase)
geni referans alinmigtir. NAGK geni igin 5'-TGGGCAGACACATCGTAGCA-3' ve 5'-
CACCTTCACTCCCACCTCAAC-3' primer cifti ile ‘5'-VIC-
TGTTGCCCGAGATTGACCCGGT-TAMRA-3' * Tagman probunu igeren enzim
karisimi kullaniimistir. Es zamanli PCR g¢alismalarindaki 1p36 LOH analizi igin,
1p36.33 bolgesinde bulunan GNB1 (Guanine nucleotide binding protein (G protein))
geni icin dizayn ediimis olan 5-AGCCAGTGGCAAATGCATT-3' ve 5-
TCTCTGCAGCCCTACCATTGA-3 primer Gifti ve ‘5’-FAM-
AGCAAATCAAGACATCATGTAAACGCTCA-BBQ(tamra) TagMan probunu igeren
enzim karisimi kullaniimigtir. Bu bdlgedeki kayip, yine ayni kromozom Uzerinde,
1p13.1 bolgesinde bulunan NGFB (nerve growth factor (beta polypeptide)) geni
referans alinarak degderlendirilmigtir. NGFB geni icin 5'-
TTCTATCCTGGCCACACTGAG-3’ ve 5- TTCTGACTTGCCCTCTCAGGT-3’
primer cifti ile 5-FAM(VIC)- TTG CCA AGG TCC TCC CTC TGC AGC T-
BBQ(tamra) Tagman probunu igeren enzim karisimi kullaniimistir. 11q23 delesyon
analizi icin, 11923.3 bolgesinde bulunan ARCN1 (Archain 1) genine 6zgu dizayn
edilmig olan 5'- ATCTGGAGGCAGCACAGCT -3 ve 5'-
TACACTGGATTATACCTGGCTGG-3’ primer cifti ile ‘5’-FAM-
CCATGATCACAGAGACCATCATTGAAA-BBQ(tamra) Tagman probunu igceren
enzim karisimi kullaniimigtir. Bu bolgedeki delesyon yine ayni kromozom Uzerinde
11p11.2 bolgesinde bulunan MYBPC3 (myosin binding protein C, cardiac) geni
referans alinarak degerlendirilmistir. MYBPC3 geni icin 5-
TGGTGTACGAGATGCGCGTC-3' ve 5-TCACCGATAGGCATGAAGGG-3' primer
cifti ile ‘5-FAM(VIC)- TCAACGCCATCGGCATGTCCAGG-BBQ(tamra)’ Tagman
probunu igeren enzim karisimi kullaniimigtir. 17q kazang¢ analizi igin, 17925
bolgesinde bulunan Survivin genine 0zgu dizayn edilmig 5'-
GGGCTGCCACGTCCAC-3' ve 5'-GTCGTCATCTGGCTCCCA-3' primer cifti ile ‘5'-
FAM-TTCATCCACTGCCCCACTGAGAACGA-TAMRA-3' * Tagman probunu igeren
enzim karigimi kullanilmistir. Bu bdlgedeki kazang, ayni kromozom Uzerinde
17p13.1 bolgesinde bulunan TP53 geni referans alinarak degerlendirilmistir. TP53
geni icin 5-TGTCCTTCCTGGAGCGATCT-3 ve 5'-
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CAAACCCCTGGTTTAGCACTTC -3 primerleri ile ‘5’-(FAM)Yakima yellow-
CAGCCCCCGGCTCCGCTAGA-TAMRA-3’ * Tagman probu igeren enzim karigimi
kullaniimigtir. Her bir ilgili bolgedeki kayip ya da kazang, o bolge icin referans alinan
genin kopya sayisi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Tum PCR reaksiyonlari,
8’li PCR tupleri icerisinde hazirlanip, nano realtime PCR cihazi (Roche) kullanilarak
gerceklestiriimigtir. Analiz icin relatif kantitasyon yapilmistir. Relatif kantitasyon
delta, delta cycle threshold (CT) analiz yontemi kullanilarak yapilmistir. Kalibrator
olarak saglikli referans DNA kullaniimigtir. Bu sonuglar diger bir kantitasyon yontemi
olan absolute kantitasyon yonteminde yine referans DNA standartlari kullanilarak
teyit edilmistir. Buna gore N-myc amplifikasyonu degerlendirilirken ratio degeri
10’dan buyuk ise n-myc amplifikasyonu “pozitif° olarak ifade edilmigtir. 1pLOH ve
11q delesyonu deg@erlendirilirken ratio degerleri 0.5’in altinda olanlar i¢in 1pLOH ve
11q delesyonu “pozitif” olarak ifade edilmistir. 17q kazanimi degerlendirilirken ratio

degeri 1.1’ den buyuk ise 17q kazanimi “pozitif” olarak ifade edilmigtir.

3.6.5. Ekspresyon Analizleri
3.6.5.1. RNA Ekstraksiyonu
Dokulardan RNA izolasyonu TriPure izolasyon solusyonu kullanilarak
gerceklestirilmigstir.
Yéntem:
1)  1ml TriPure soliusyonu RNA izolasyonu ic¢in ayrilan dokularin Uzerine
eklenmisgtir.
2) Dokular bu soltsyon igerisinde homojenitor ile homojenize edilmigtir.
3) Homojenatlar 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
4)  Orneklerin izerine 200 pl Kloroform eklenmistir.
5) 15 saniye boyunca ornekler el ile ters yuz edilerek karigtiriimis ve 10
dakika oda sicakliginda inkube edilmistir.
6) 12000g’de 15 dk 4°C’de sentrifuj yapilmistir.
7)  Sentrifuj sonrasi olugan 3 fazdan en Ust seffaf faz yeni bir eppendorf tipe
aktariimigtir.
8) 500l izopropanol eklenmis ve el ile ters yUz edilerek karigtiriimigtir.

9) 5-10 dakika oda sicakliginda inkibe edilmistir.
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10) 12000g’de 10 dakika 40C’de sentrifuj yapiimistir.

11) Supernatatn uzaklagtiriimigtir.

12) 1ml %75’lik etanol pelletin Gzerine eklenmigtir.

13) 7500g’de 5 dakika 4°C’de sentrifuj yapilmistir.

14) Etanol pipet yardimi ile uzaklastiriimistir.

15) RNA pelleti nukleaz-barindirmayan suda suspanse edilmis (30-50pul) ve

analize kadar -80°C’de saklanmistir.

3.6.5.2. cDNA Sentezi
cDNA sentezi igin kit kullaniimistir.
Yéntem:
1) 1pg RNA 6rnegi olacak sekilde RNA ornedi PCR tuplerine alinmigtir.

2) Uzerine 1 ul oligo(dT)ss primer solisyonu ve karigimi 13 plye

tamamlayacak miktarda ultra saf su eklenmistir.

3) 65°C’de 10 dakika inkiibasyon yapilmistir.
4) Inkiibasyon sonra karigimin tzerine 4ul 5X Reaksiyon soliisyonu, 0,5l
RNaz inhibitora, 2ul 10mM’ik nukleotid karisimi ve 0,5ul 20U/ml’lik ters
transkriptaz enzimi eklenmisgtir.
5) Karisim 30 dakika 55°C’de ve 5 dakika 85°C’de inklne edilmis ve
sentezlenmis olan cDNA’lar anaize kadar -20°C’de saklanmistir.

3.6.5.3. Es-zamanli PCR Analizleri:

ALK, ATRX, ETV5, HIF1A, HIF2A ve H2AFX genlerinin ekspresyon
durumlarinin degerlendiriimesi icin gergeklestirilen es zamanli PCR analizleri,
LightCycler 480 (Roche) Real-time cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Referans
gen olarak actin-beta geni  kullanilmigtir. ALK  geni  igin, 5-
TGGGGCAGAGCGTTCTAA-3' ve 5-CAGCTGAGGTGTTGAGAAGGA-3’ primer
ciftu, ATRX geni icin, 5-TCATCAGAAGAATCTGAAGAAACAAG-3' ve 5-
TTTTATCTGTGTTTTGATTCATTGC-3' primer cifti ; ETV5 geni igin, 5-
TGCCTGAAAACCAGTATCCAT-3' ve 5-GGGCGATTATCTCCAGGAAC-3’ primer
ciftit ; HIF1A geni igin, 5-GAACCTGATGCTTTAACTTTGCT-3' ve 5-
TCTGTGTCGTTGCTGCCAA-3" primer ¢ifti; HIF2A (EPAS) geni igin 5-
CATCTACAACCCTCGCAACC-3' ve 5-CAATCTCACTCAGGACGTAGTTGA-3’

21



primer ¢ifti ve H2AFX geni igin, 5-CGGCAGTGCTGGAGTACC-3

ve 5-

GGATGATTCGCGTCTTCTTG-3’ primer gifti kullaniimistir. Tum o6rnekler duplike

cahsilimigtir. Bulgular i¢in ortalamalari alinmigtir.

Tablo 3. PCR Reaksiyon Asamalari.

Program Name = denaturasyon

Cycles 1 Analysis Mode Nons
Tarpet Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions  Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per*C) (°C) (°C) (cycles)
o5 None 00:10:00 440 0 0 0
Program Name  cycling
Cycles 5 Analysis Mode Nons
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitons  Sec Tamget Step size Step Delay
(*C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per°C) (C) (*C) (cycles)
5 None 00:00:10 440 0 0 0
& None 00:00:30 220 60 1 1
72 None 00:00:01 440 0 0 0
Program Name  gper
Cydes 45 Analysis Mode  Quantfication
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitons  Sec Target Step size Step Delay
(*C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per°C) (C) (*C) (cycles)
5 None 00:00:10 440 0 0 0
80 None 00:00:30 220 0 0 0
72 Single 00:00:01 440 0 0 0
Program Name | cooling
Cydes 1 Analysis Mode  Nane
Tarpet Acquisition Hold Ramp Rate = Acquisitons = Sec Target Step size Step Delay
(C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per*C) (*C) (*C) (cycles)

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Arastirmanin on literatlr taramasi

Subat 2013 — Temmuz 2013 tarihleri arasinda yapiimigtir.

v

Aragtirmanin etik kurul onayinin alinmasi

Eylul 2013 tarihinde gergeklestiriimigtir.

v

Rutin analizler i¢in tarafimiza gonderilen doku 6rneklerinin toplanmasi ve

Toplanan 6rneklerin DNA izolasyonlari

Eylul 2013- Kasim 2015 tarihleri arasinda gergeklestiriimigtir.

v
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DNA kullanilarak rutin olarak yapilan molekuler incelemeler (Nmyc amplifikasyonu,
1p36 delesyonu, 11923 delesyonu, 17925 kazanimi ve DNA ploidi ¢galismalar)
Eylul 2013-Kasim 2015 tarihleri arasinda gerceklestiriimigtir.

v

Hasta evreninden, arastirma érnekleminin segimi

Mart 2015 tarihinde gerceklestiriimigtir.

v

Secilen 6rneklerin dokularindan RNA izolasyonu

Mart 2015 ve Kasim 2015 tarihlerinde gergeklestiriimistir.

v

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi
Mart, 2015 ve Kasim, 2015 tarihlerinde gergeklestirilmistir.

v

ALK1, ETV5, HIF1a, HIF2a, H2AFX, ATRX genlerinin ekspresyon analizleri
Mart, 2015 ve Ocak, 2016 tarihlerinde gergeklestirilmistir.

v

Verilerin duzenlenmesi ve istatistiksel analizlerin yapiimasi

Ocak, 2016- Subat,2016 tarihleri arasinda gergeklestirilmistir.

|

Tez savunmasi Haziran, 2016 tarihinde gerceklestirilmigtir.

Arastirmanin akis semasi, Sekil 2’de gosterilmektedir.
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Aragtirma Akig Semasi

Doku drneklerinin Toplanmasi ve saklanmas:

— | T

DNA izolasyonu RNA izolasyonu
Molekiiler inceleme Primer dokulardan lam c¢DNA ¢evrimi
imprinti
(2p24.3 N-MYC amplifikasyonu,
1p36.33 LOH, 11g23.3 delesyonu f ‘
ve 17q25 kazanci deferlendirilecektir. \ 4
ALK, ETVS, ATRX, HIFla,
I{nlniinf]ora:sall HIF2a, H2aFX ekspresyonlarinin
isaretleme ile RT-PCR ile degerlendirilmesi
SynCam
o . ekspresyonu
DNA indeksi analizi degerlendirmesi
\4

istatistiksel Analizler

Sekil 2: Projenin genel akis semasi.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Gruplar arasi gen ekspresyon analizleri, SPSS.15 programinda, “Mann-
Whitney-U” nonparametrik testi kullanilarak gergeklestirilmistir. SynCam ekspresyon
analizleri igin, parametrik “Independent Sample T-Test” kullanimigtir. Tum
analizlerde, P degerinin 0,05 den dusuk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

3.9. Arastirmanin Sinirhiliklar

Bu arastirmanin sinirliliklari arasinda 6ncelikle hasta sayisi gelmektedir. Klinik
veri girisinin duzenli olmamasi sebebi ile tum hastalarin hasta risk siniflan
tarafimizca belirlenememigtir. Risk sinifi belirlenebilmis hastalar arasindan g¢alisma
orneklemi secilebilmis ve gruplarin hasta sayisi 30’'un altinda kalmigtir. Bu nedenle
bazi analizler i¢cin non-parametrik testler uygulanmigtir. Hasta sayisinin her iki grup

icin de 30'u asmasi, arastirma verilerinin guvenilirligini kuvvetlendirecektir. Ayrica
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‘ultra-yuksek risk’ olarak tanimlanan grup igerisinde sadece 5 hasta bulunmustur.
En az 7 kisinin olmasi verilerin istatistiksel anlamhligini arttiracaktir.

Arastirmanin bir diger sinirlihdr genlerin sadece RNA duzeyinde bakilabilmig
olmasidir. Bulunan verilerin protein duzeyi konfirmasyonu, analizleri daha anlamli

kilacaktir.

3.10. Etik Kurul Onay!

Bu calisma, Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim Arastirma
Hastanesi etik kurulunun, 26.09.2013 tarihinde verdigi etik kurul onayl kapsaminda

gerceklestirilmigstir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Risk Siniflarinin Belirlenmesi

TPOG (Turk Pediatrik Onkoloji Grubu) 2009-protokoll kapsaminda
gerceklestirlen  noroblastom  klinikk ve molekller analizlerin  sonuglar
degerlendirilerek, sirasiyla 25 ve 29 tane dusik ve yuksek risk grubu hastasi
secilmis ve analiz edilmistir.

Gelen doku orneklerinden molekiler c¢alisma yapilmadan 6nce, doku
orneklerinin lizinli lamlara imprintleri yapilmigtir. Bu lamlar Toludin mavi boyasi ile
boyanmis ve tumor hicresi yeterliligi agisindan degerlendirilmigtir. TUmor hicresi
yeterli olan (Sekil 2), yeterli olmayan (Sekil 3), otolitik hticreye sahip olan (Sekil 4)
ve ganglionoroblastom hucre oOzelligi tasiyan (Sekil 5) ornekler degerlendirilip,
molekiler analiz igin yeterli gorilen drnekler analize alinmistir. Orneklerin timor

olup olmadiklari uygun markirlarla konfirme edilmistir.
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Sekil 3: Noroblastom kisith yeterli 6rnek imprintinin Toludin mavi boyasi ile

boyanmis goruntisu.
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Sekil 4: Noroblastom yeterli 6rnek imprintinin Toludin mavi boyasi ile boyanmis

gorantusu.

Sekil 5: Otolitik 6rnek imprintinin Toludin mavi boyasi ile boyanmis goérintisu.

Sekil 6: Blastik hicreler arasinda iri ganglion benzeri, bazilari multintkleer hucreler
iceren dokundurma preparati.
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Molekuler analiz sonuglarinda, MYCN amplifikasyonu, 1p36 kaybi, 11923

kaybi ve 17925 kazanci ile birlikte DNA ploidisi degerlendirilirken, klinik verilerde

hastanin yasi, hastaligin evresi ve tumoriun patolojisi degerlendirilmistir. Segilen

dusuk risk ve ylUksek risk hastalarinin risk grubu siniflamasi ic¢in kullanilan

molekuler ve Klinik verileri sirasiyla, Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 4. Dusuk risk grubu hastalarin, risk siniflamasinda kullanilan molekuler ve

klinik verileri
DUSUK RiISK GRUBU
NB as Nmyc 1 1 17 DNA
Kod Cinsiyet :/ay) Primer am;;. LOpH Decll Kaz:ng ploidi Evre | Patoloji
37 | Erkek 3 Sdrrenal Negatif | negatif | Negatif | Pozitif | <1 I iyi
paraspinal iyi
41 Kiz 7 abdominal Negatif | negatif | Negatif | Negatif | <1 histoloji
Abdominal
Surrenal tek kotu
63 |Kiz 1 tarafh Negatif | negatif | Negatif | Negatif | 1 IVS | histoloji
Paraspinal
144 | Erkek 14 abdominal Negatif | pozitif | Pozitif | Negatif I iyi
145 | Kiz 168 | Servikal Negatif | pozitif | Pozitif | Negatif | <1 1B Koti
Abdominal
Sdrrenal tek kotu
154 | Erkek 60 tarafh Negatif | negatif | Negatif | Negatif I histoloji
182 |Kiz 3 Servikal Negatif | negatif | Negatif | Negatif | <1 1A | kotu
iyi
183 | Erkek 42 Torakal Negatif | negatif | Pozitif | Pozitif |1 I histoloji
184 |Kiz 18 Torakal Negatif | negatif | Negatif | Negatif I kotu
Abdominal
Sdrrenal tek kotu
194 | Erkek 6 tarafh Negatif | negatif | Negatif | Pozitif I histoloji
198 |Kiz 16 Torakal Negatif | negatif | Negatif | Negatif I kotu
224 | Kiz 13 Sdrrenal Negatif | negatif | Negatif | Pozitif | >1 I iyi
Paraspinal
239 | Erkek 24 (Abdominal) Negatif | pozitif | Pozitif | Negatif | 1 iyi
Abdominal
slrrenal tek
315 | Kiz 5 tarafh Negatif | negatif | Negatif | Pozitif | >1 1B iyi
Servikal (Kum
324 | Kiz 6 saati:2) Negatif | pozitif | Negatif | Negatif | 1 A |iyi
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363

Erkek

Abdominal

Paraspinal

Negatif

negatif

Negatif

Pozitif

RN

iyi

365

Erkek

Negatif

negatif

Negatif

Pozitif

RN

iyi

367

Erkek

15

Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum
saati:2)

Negatif

pozitif

Negatif

RN

Negatif

1B

iyi

390

Erkek

25

Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum
saati:2)

Negatif

negatif

Pozitif

Pozitif

kota

409

Erkek

Abdominal
sirrenal tek

tarafli

Negatif

negatif

Negatif

RN

Negatif

kota

411

Erkek

22

Abdominal
sirrenal tek

tarafli

Negatif

negatif

Negatif

Pozitif

1B

Koti

413

Kiz

11

Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum
saati:2)

Negatif

pozitif

Negatif

Pozitif

RN

1B

Koti

415

Kiz

37

Abdominal
sirrenal tek

tarafli

Negatif

pozitif

Negatif

RN

Negatif

iyi

465

Erkek

Primeri

bilinmeyen

Negatif

pozitif

Negatif

RN

Negatif

1B

Koti

474

Erkek

Abdominal
sirrenal tek

tarafli

Negatif

pozitif

Negatif

Negatif | <1

iyi

Tablo 5. Yuksek risk grubu hastalarin, risk siniflamasinda kullanilan molekuler ve

klinik verileri

YUKSEK RiSK GRUBU
DN

NB | Cinsi as Nmyc 1 17 A | Ev

Kod et ’ :/ay) Primer am:». LOpH 119 Dl Kazaqng plo | re Patoloji
idi

7 Kiz 96 Sdrrenal Pozitif pozitif | Negatif | Pozitif IV | Kot

25 |Kiz 50 Pelvik Negatif | pozitif | Negatif | Pozitif | Kétu

26 |Kiz 66 Sdrrenal Negatif | pozitif | Pozitif Pozitif >1 | IV | Kotu

27 |Erkek | 144 | Paraspinal Negatif | negatif | Pozitif Negatif | iyi
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abdominal

29 |Erkek |18 Sdrrenal Pozitif pozitif | Negatif | Pozitif 1 | Kot
kotu
39 |Kiz 9 pelvik Negatif | negatif | Negatif | Negatif |[<1 |IV | histoloji
44 | Kiz 84 Sdrrenal Negatif | pozitif | Negatif | Pozitif <1 |IV |kétu
78 | Kiz 84 Bilinmeyen Negatif | negatif | Negatif | Pozitif <1 |IV |kétu
Abdominal kotu
82 |Erkek |36 sirrenal Negatif | pozitif | Negatif | Negatif |[<1 |IV | histoloji
Torako- iyi
102 |Kiz 30 Abdominal Negatif | negatif | Negatif | Negatif IV | histoloji
110 [Kiz 21 Sdrrenal Negatif | negatif | Negatif | Pozitif >1 [V |iyi
132 |Erkek |19 Sdrrenal Negatif | pozitif | Negatif | Pozitif IV | kétu
146 |Erkek |36 Sdrrenal Negatif Negatif | Pozitif >1 | IV | Kotu
176 |Kiz 30 Sdrrenal Negatif | pozitif | Pozitif Pozitif 1 IV | kétu
Torako-
202 |Kiz 51 Abdominal Negatif | negatif | Pozitif Pozitif 1 IV | kétu
203 |Erkek |18 Sdrrenal Pozitif | pozitif | Negatif | Pozitif 1 IV | Kot
207 |Erkek |24 surrenal Negatif | pozitif | Pozitif Pozitif 1 IV | kétu
255 |Kiz 42 Sdrrenal Pozitif pozitif | Negatif | Negatif | iyi
Torako-
263 |Erkek |36 abdominal Negatif | negatif | Pozitif Pozitif IV | kétu
274 | Kiz 48 Sdrrenal Negatif | negatif | Pozitif Pozitif 1 | koétu
275 |Erkek |18 Sdrrenal Pozitif pozitif | Negatif | Pozitif 1 IV | Kot
Paraspinal
281 |Erkek |23 abdominal Negatif | pozitif | Pozitif Negatif |[>1 |lll | Kotu
Abdominal
slrrenal tek
287 |Kiz 90 tarafh Negatif | pozitif | Negatif | Negatif |1 IV | Kot
Abdominal
Sdrrenal tek kotu
303 |Erkek |96 tarafh Negatif | pozitif | Negatif | Pozitif 1 IV | histoloji
306 |Kiz 48 Sdrrenal Negatif | negatif | Negatif | Pozitif 1 IV |iyi
Tanimlana
Torakal ve mayan
Torako- Néroblast
340 |Erkek |24 abdominal Negatif | negatif | Negatif | Pozitif <1 IV |om
Abdominal Negati
379 |Kiz 56 paraspinal Negatif |f Negatif | Negatif IV | Kot
Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum
438 |Kiz 35 Saati:2) Negatif | pozitif | Negatif | Negatif [>1 |IV |Kotu
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Abdominal
sUrrenal tek
tarafli (Kum
442 |Erkek |53 Saati:2) Pozitif pozitif | Negatif | Pozitif 1 IV | Kot

4.2. ALK, ATRX, HIF1a, HIF2a, H2AFX ve ETV5 genlerinin

ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Secilen hastalarda, ALK, ATRX, HIF1a, HIF2a (EPAS), H2AFX ve ETV5
genlerinin ekspresyonlarina bakmak igin, taze dokulardan RNA izolasyonu ve cDNA
cevirimi gergeklestiriimistir. Elde edilen cDNA o&rneklerinde, es-zmanli PCR
kullanilarak, genlerin ekspresyonu degerlendirilmigtir. Referans gen olarak beta-
aktin geni kullanilmigtir. Tablo 6 ve Tablo 7’de hedef genlerin, beta-aktin genine
gore normalize edilmis ekspresyon degerleri belirtiimistir. Belirtilen degerler, 2

tekrarl verilerin ortalamasidir.

Tablo 6. Duguk risk grubu hastalarin degerlendirilen gen ekspresyon degerleri.
(Calismayan ornekler “0” rakami ile ifade edilmigtir. Bu ornekler, hesaplamalara

dahil edilmemistir)

DUSUK RiISK GRUBU
NB yas . HIF2a
Kod Cinsiyet (ay) Primer ALK ATRX HIF1a (EPAS) |H2AFX |ETV
1,04E-
37 | Erkek 3 Sirrenal 0 5,49E-02 | 0,19275 | 9,88E-03 | 02 0
paraspinal | 5,53E- 7,43E- 4,89E- | 1,13E-
41 |Kiz 7 abdominal |04 2,81E-03 | 03 4,90E-04 | 04 03
Abdominal
Sirrenal tek | 3,48E- 4,39E- | 4,99E-
63 |Kiz 1 tarafli 04 9,78E-02 | 0,1649 | 9,01E-03 |03 03
Paraspinal | 9,05E- 2,75E- 7,26E- | 5,70E-
144 | Erkek 14 abdominal |05 0,1089 |02 9,46E-03 | 03 04
7,17E- 8,78E- 3,07E- |5,39E-
145 |Kiz 168 | Servikal 04 7,51E-03 | 03 4,17E-03 | 03 04
Abdominal
Sirrenal tek 8,39E- 1,31E-
154 | Erkek 60 tarafli 0 4,27E-02 | 02 7,80E-03 | 02 0
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5,74E- | 5,22E-
182 | Kiz 3 Servikal 0 0,09955 |0,32015 | 1,40E-02 |03 03
4,64E- 6,98E- 3,92E- |2,29E-
183 | Erkek 42 Torakal 05 7,87E-02 | 02 6,30E-03 | 03 03
1,07E- 6,55E- 1,53E- | 3,38E-
184 | Kiz 18 Torakal 03 3,76E-03 | 03 2,03E-03 | 03 03
Abdominal
Sdrrenal tek | 1,21E- 3,35E- 5,00E- |5,84E-
194 | Erkek 6 tarafh 03 1,44E-02 | 02 5,82E-03 | 03 03
1,26E- 3,16E- 4,38E- |2,60E-
198 | Kiz 16 Torakal 04 1,51E-03 | 03 1,10E-03 | 04 04
2,34E- 1,79E- 3,05E- | 1,26E-
224 | Kiz 13 Sdrrenal 03 4,09E-03 02 8,92E-04 | 04 03
Paraspinal | 2,25E- 4,72E- 1,86E- | 3,45E-
239 | Erkek 24 (Abdominal) | 03 6,30E-03 | 02 3,79E-03 | 03 03
Abdominal
sirrenal tek | 3,86E- 2,19E- 4,69E- |1,53E-
315 |Kiz 5 tarafh 05 1,23E-02 | 02 6,61E-03 | 03 03
Servikal
(Kum 2,54E- 5,95E- 564E- |2,82E-
324 |Kiz 6 saati:2) 05 2,63E-02 | 02 4,15E-03 | 03 04
Abdominal | 4,22E- 8,95E- 6,42E- |2,95E-
363 | Erkek 3 Paraspinal |04 2,34E-03 | 03 2,80E-03 | 04 04
5,42E- 4,12E- 9,24E- | 3,76E-
365 | Erkek 4 05 2,22E-02 | 02 1,97E-02 |03 04
Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum | 2,27E- 1,46E- 6,62E- | 1,20E-
367 | Erkek 15 saati:2) 05 4,28E-03 | 02 9,15E-03 | 03 04
Abdominal
slrrenal tek
tarafli (Kum | 5,28E- 1,97E- 4,73E- | 2,00E-
390 | Erkek 25 saati:2) 05 6,30E-03 | 02 9,11E-03 | 03 04
Abdominal
slrrenal tek | 3,05E- 3,73E- 1,47E-
409 | Erkek 2 tarafh 06 2,99E-03 | 03 8,66E-03 | 02 0
Abdominal
sirrenal tek | 2,86E- 8,54E- 7,36E- | 4,54E-
411 | Erkek 22 tarafh 03 1,43E-03 | 03 5,95E-04 | 04 04
Abdominal
sirrenal tek | 2,71E- 3,18E- 1,69E- | 8,09E-
413 | Kiz 11 tarafli (Kum | 04 1,54E-02 | 02 7,61E-03 | 02 04
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saati:2)
Abdominal
sirrenal tek | 1,41E- 9,16E- 7,00E- |3,77E-
415 | Kiz 37 tarafh 04 2,83E-02 | 02 1,84E-03 | 04 03
Primeri 3,85E- 6,20E-
465 | Erkek 0 bilinmeyen |0 9,51E-03 | 02 7,85E-03 | 03 0
Abdominal
sirrenal tek | 6,01E- 9,26E- 1,62E-
474 | Erkek 5 tarafh 05 1,82E-02 | 02 1,64E-02 |02 0

Tablo 7. Yuksek risk grubu hastalarin degerlendirilen gen ekspresyon degerleri

YUKSEK RiSK GRUBU
NB | Cinsiy | yas . HIF2a
Kod et (ay) Primer ALK ATRX HIF1a (EPAS) | H2AFX ETV
1,72E- 1,22E- | 3,70E-
7 Kiz 96 Sdrrenal 04 0,36645 |02 02 1,01E-02 |0
4,05E- 2,28E- |6,62E-
25 |Kiz 50 Pelvik 04 0,0988 |01 03 1,28E-02 |0
3,83E- | 7,04E- |1,12E- |2,36E- 6,31E-
26 |Kiz 66 Sirrenal 03 03 02 03 5,49E-04 |04
Paraspinal | 2,59E- 4,62E- 8,00E- 9,04E-
27 |Erkek |144 |abdominal |04 02 02 03 7,29E-03 |0
1,07E- |2,62E- |1,51E- |5,18E- 1,41E-
29 |Erkek [18 Sdrrenal 02 02 01 03 1,16E-02 |02
1,42E- 7,18E- | 9,97E- 3,73E-
39 [Kiz 9 pelvik 05 0,14445 |02 03 9,37E-03 |04
8,561E- |1,30E- |4,43E- |1,76E- 7,11E-
44 | Kiz 84 Sdrrenal 03 02 02 03 1,43E-03 |03
9,43E- |3,87E- |5,26E- |1,25E- 4,10E-
78 | Kiz 84 Bilinmeyen |03 02 01 02 2,15E-02 |03
Abdominal |1,00E- |559E- |1,58E- |1,36E- 5,02E-
82 |Erkek |36 sirrenal 03 02 01 02 1,02E-02 |04
Torako- 7,66E- | 2,42E-
102 | Kiz 30 Abdominal |0 0,349 01 02 1,08E-02 |0
2,08E- |1,45E- 0,00E+0
110 | Kiz 21 Sdrrenal 0 0,11505 | 01 02 1,11E-02 |0
8,54E- |2,66E- |1,38E-
132 |Erkek |19 Sdrrenal 0 02 01 02 3,50E-02 |0
4,33E- |3,50E-
146 |Erkek |36 Sdrrenal 0 0,1542 |01 02 1,05E-02 |0
176 | Kiz 30 Sdrrenal 0 0,2667 |1,82E- |8,49E- |1,23E-02 |0
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01 03
Torako- 519E- |6,19E- |[3,21E- |1,18E- 2,17E-
202 |Kiz 51 Abdominal |03 02 01 02 1,00E-02 |03
8,34E- |4,15E- |1,83E- |7,56E- 1,05E-
203 |Erkek |18 Sdirrenal 04 02 01 03 4,91E-03 |03
1,68E- |1,27E- |2,10E- |5,48E- 5,35E-
207 |Erkek |24 sirrenal 04 02 02 03 2,44E-03 |03
1,68E- | 2,76E-
255 | Kiz 42 Sirrenal 0 0,227 01 02 1,33E-02 |0
Torako- 3,31E- | 4,07E-
263 |Erkek |36 abdominal |0 03 02 0,1588 |3,48E-02 |0
1,16E- | 2,12E-
274 | Kiz 48 Sdirrenal 0 0,1189 |03 02 5,82E-02 |0
3,76E- 1,66E-
275 |Erkek |18 Sdirrenal 0 02 0,3558 |02 1,43E-02 |0
Paraspinal |2,07E- |6,59E- |5,73E- |1,01E-
281 |Erkek |23 abdominal |04 02 02 02 1,21E-02 |0
Abdominal
sirrenal tek 1,63E- 1,25E- 6,79E-
287 | Kiz 90 tarafli 0 01 01 03 8,28E-03 |0
Abdominal
Sirrenal tek 3,13E- |1,75E- |1,68E- 2,52E-
303 |Erkek |96 tarafl 0 02 02 02 1,75E-02 |03
9,57E- |2,41E- |6,84E- |1,68E- 6,36E-
306 |Kiz 48 Sirrenal 04 02 02 03 1,44E-03 |03
Torakal ve
Torako- 1,78E- 1,14E- | 6,95E- 1,35E-
340 |Erkek |24 abdominal |04 0,1605 |02 03 1,99E-03 |03
Abdominal 1,53E- |2,52E- |1,46E-
379 |Kiz 56 paraspinal |0 02 02 02 1,38E-02 |0
Abdominal
sirrenal tek
tarafli (Kum | 1,31E- |5,45E- |545E- |9,22E-
438 |Kiz 35 Saati:2) 04 02 02 03 8,35E-03 |0
Abdominal
sirrenal tek
tarafli (Kum | 1,24E- |4,74E- |4,74E- |9,65E- 9,06E-
442 |Erkek |53 Saati:2) 03 03 03 04 1,23E-03 |04
Yuksek Risk ve dusuk risk hastalarinin ekspresyon ortalamalarina

bakildiginda, ETV5 disindaki (p=0,09) tim genlerin, ylksek risk grubunda anlaml
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olarak daha fazla eksprese oldugu gorulmustiur (Sekil 6-11). Yuksek risk grubu ve
dusuk risk grubu hastalarin ortalama ekspresyon degerleri karsilastirildiginda;
ALK1, ATRX, HIF1a, HIF2a(EPAS), H2AFX ve ETV5 genleri, ylksek risk grubunda
dusuk risk grubuna gore sirasiyla, 4.2 kat (p=0.036), 3.5 kat (p=0.000), 2.4 kat
(p=0.013), 2.6 kat (p=0.007), 2.1 kat (p=0.005) ve 1.94 kat (p=0.09) artis

gOstermisgtir.

ALK1 Ekspresyonu

0,003 -
0,0025 -
0,002 |
0,0015 -
0,001 |

0,0005 -

HE

Yuksek Risk grubu Duisuk Risk Grubu

Sekil 7. Yuksek ve dusuk risk grubu ALK ekspresyon degeri karsilastirmasi.
(p=0.036)

ATRX Ekspresyonu

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,02

.

Yuksek Risk grubu Duisuk Risk Grubu

Sekil 8. Yiksek ve dusuk risk grubu ATRX ekspresyon degeri karsilastirmasi.
(p=0.000)
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1,80E-01
1,60E-01
1,40E-01
1,20E-01
1,00E-01
8,00E-02
6,00E-02
4,00E-02
2,00E-02
0,00E+00

HIF1la Ekspresyonu

1a

Yuksek Risk grubu Dusiik Risk Grubu

Sekil 9. Yuksek ve
(p=0.013)

dusuk risk grubu HIF1a ekspresyon degeri karsilastirmasi.

2,50E-02

2,00E-02

1,50E-02

1,00E-02

5,00E-03

0,00E+00

HIF2a (EPAS) Ekspresyonu

|

Yuksek Risk grubu Dusuk Risk Grubu

Sekil 10. Yuksek ve dusuk risk grubu HIF2a ekspresyon degeri karsilastirmasi.

(p=0.007)

1,40E-02
1,20E-02
1,00E-02
8,00E-03
6,00E-03
4,00E-03
2,00E-03

0,00E+00

H2aFX Ekspresyonu
Yuksek Risk grubu Dusuik Risk Grubu

Sekil 11. Yuksek ve
(p=0.005)

dusuk risk grubu H2aFX ekspresyon dederi karsilagtirmasi.
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ETV5 Ekspresyonu

4,50E-03
4,00E-03
3,50E-03
3,00E-03
2,50E-03
2,00E-03
1,50E-03
1,00E-03
5,00E-04
0,00E+00

Yuksek Risk grubu Dustlik Risk Grubu

Sekil 12. Yiksek ve dusuk risk grubu ETVS5 ekspresyon degeri karsilastirmasi.
(p=0.090)

Ekspresyonlari degerlendirilen genlerin hastalar arasi ifadelenme profillerine
ayri ayri bakildiginda, ALK geni igin, toplamda 17 yuksek risk ve 21 dusuk risk
hastasi degerlendirmeye katilmigtir. DUguk risk grubu hastalarda (Sekil 12A),
NB224, NB239 ve NB411 numarali hastalarda yuksek ALK1 ekspresyonu
gozlenirken, yuksek risk grubu hastalarinda (Sekil 12B), NB29, NB44, NB78 ve
NB202 numaral hastalarda yuksek ALK1 ekspresyonu gozlemlenmistir.
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A)

0,0035 -
0,003 -
0,0025 -
0,002 -
0,0015 -
0,001 -
0,0005 -

ALK1 Ekspresyonu

Ekspresyon Degeri (ACt)

NB37

NB41

NB63
NB144
NB145
NB154
NB182
NB183
NB184
NB194
NB198
NB224
NB239
NB315
NB324
NB363
NB365
NB367
NB390
NB409
NB411
NB413
NB415
NB465
NB474

Disuik Risk Hasta Kod

B)

1,20E-02 -
1,00E-02 -
8,00E-03 -
6,00E-03 -
4,00E-03 -
2,00E-03 -
0,00E+00 T

ALK1 Ekspresyonu

13

T

Ekspresyon degeri(ACt)

NB29 4_-'

NB7
NB25
NB26
NB27
NB39
NB44
NB78
NB82

NB102

NB110

NB132

NB146

NB203

NB255

NB263

NB274

NB275

NB281 )

NB287

NB303

NB306 M

NB340

NB379

NB438

NB442 mm

O N ™~
~N O o
- N ~N
(e[ [aa]
z 2z z
Risk a

Yiksek Risk Hasta Kod

Sekil 13. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin ALK1 ekspresyon profili.

ATRX geni igin, dusuk risk grubundan 25, ylksek risk grubundan 29 hastanin
verileri  degerlendirilmigtir. DusUk risk grubu hastalari kendi iglerinde
karsilastinldiklarinda (Sekil 13A), NB63, NB144, B182 ve NB183 numarali
hastalarda daha ylksek ATRX ekspresyonu gozlemlenirken; yuksek risk grubu
hastalari kendi iclerinde karsilastiriidiklarinda (Sekil 13B), NB7, NB102, NB176 ve

NB255 numarall hastalarda daha fazla ATRX ekspresyonu gozlemlenmigtir.
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Sekil 14. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin ATRX ekspresyon profili.

HIF1a geni icin, dusuk risk grubundan 25, yuksek risk grubundan 29 hastanin
verileri  degerlendirilmistir. Dusluk risk grubu hastalarr  kendi iglerinde
karsilastinldiklarinda (Sekil 114A), NB37, NB63 ve NB182 numarali hastalarda
daha yuksek HIF1a ekspresyonu gozlemlenirken; yuksek risk grubu hastalari kendi
iclerinde kargilagtinidiklarinda (Sekil 14B), NB78, NB102, NB146 ve NB275

numarall hastalarda daha fazla HIF1a ekspresyonu gozlemlenmigtir.
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Sekil 15. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin HIF1a ekspresyon profili.

HIF2a(EPAS) geni igin, HIF1a geni igin, duguk risk grubundan 25, yuksek risk
grubundan 29 hastanin verileri degerlendirilmigtir. DUsuk risk grubu hastalari kendi
iclerinde karsilastirildiklarinda (Sekil 15A), NB182, NB365 ve NB474 numarali
hastalarda daha yuksek HIF2a ekspresyonu gozlemlenirken; ylksek risk grubu
hastalari kendi iglerinde karsilastirildiklarinda (Sekil 15B), NB263 numarali hastada

daha fazla HIF2a ekspresyonu gozlemlenmistir.
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Sekil 16. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin HIF2a (EPAS) ekspresyon
profili.

H2aFX geni icin, HIF1a geni igin, dusuk risk grubundan 25, yuksek risk
grubundan 29 hastanin verileri degerlendirilmigtir. DUsuk risk grubu hastalari kendi
iclerinde karsilastirildiklarinda (Sekil 16A), NB37, NB63, NB154, NB365, NB409,
NB413 ve NB474 numarali hastalarda daha yuksek H2aFX ekspresyonu
gozlemlenirken; yuksek risk grubu hastalari kendi iglerinde karsilastinildiklarinda
(Sekil 16B), NB78, NB132, NB263 ve NB274 numarali hastalarda daha fazla

H2aFX ekspresyonu gozlemlenmistir.
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Sekil 17. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin H2aFX ekspresyon profili.

ETV5 geni igin, duslk risk grubundan 20, yuksek risk grubundan 14 hastanin
verileri  degerlendirilmistir. Dusluk risk grubu hastalart kendi iglerinde
karsilastinldiklarinda (Sekil 17A), NB37, NB63 ve NB182 numarali hastalarda daha
yuksek HIF1a ekspresyonu gozlemlenirken; yuksek risk grubu hastalari kendi
iclerinde kargilasgtinidiklarinda (Sekil 17B), NB78, NB102, NB146 ve NB275

numarall hastalarda daha fazla HIF1a ekspresyonu gozlemlenmigtir.
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Sekil 18. A) Dusuk risk B) yuksek risk grubu hastalarin ETVS ekspresyon profili.

Yapilan korelasyon analizleri sonucunda, ALK1, ATRX, HIF1a, HIF2a, H2aFX
ve ETV5 genlerinin ekspresyon seviyeleri ile; MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu,
11q kaybi ile, ALK disindaki diger genlerin de 17q kazanci ile anlamli bir iligkisi
olmadigi gozlemlenmistir. ALK ekspresyonunun 17q kazanci pozitif hastalarda daha
fazla oldugu gorulmustir (p=0.018). ETVS disindaki genlerin, yuksek risk grubunda
anlamli olarak arttigr gorulmastuar.

Tedavi protokolinde, ilk indiksiyon tedavisine yanit vermeyen ve progresif
hastaliga sahip hastalar, “ultra-yuksek risk” grubu olarak degerlendirilmigtir. YUksek

risk grubu hastlarini, ultra-yuksek risk ve yuksek risk olarak ayrimladigimizda, ALK
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ekspresyonunun ultra-yuksek risk grubunda daha fazla (p=0.027), ATRX geninin ise

yuksek risk grubu hastalarda daha az eksprese oldugu (p=0.01) bulunmustur.
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5. TARTISMA

Noroblastom, ¢ocukluk ¢aginin en sik gorulen ekstrakraniyal solid tUmaoradar.
Tumorun biyolojik davranisindaki degiskenlik nedeniyle, hastaligin prognozunu
belirlemede ve tedavisinde farkli yanitlar alinmaktadir. Yapilan son calismalarda,
hastaligin seyrinde etkili olabilecegi belirtilen farkli gen ve mekanizmalar
gosterilmistir.  Ozellikle ylUksek risk grubuna giren hastalarin belirli gen
ifadelenmelerinin  aydinlatilmasinin, risk gruplarinin belirlenmesi ve tedavi
protokolunun sec¢imi konusunda yol gosterici olacagi dusunulmektedir.

Bu c¢alismada, hastaligin prognozunu belirleme ve tedavi yonteminin
kararlastiriimasi agisindan, hastaligin molekuler biyolojisinin daha iyi anlasiimasina
yonelik genetik duzeyde arastirma yapilmasi amaglanmigstir. Bu dogrultuda yuksek
risk grubuna giren néroblastom hastalarinda, son zamanlarda tedavi protokoltnu
etkiledigi belirlenen ve 6nemli oldugu duasunulen ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b
ve H2AX genlerinin RNA seviyesinde ifadelenme analizleri degerlendirilmig, yuksek
risk gurubunun, ultra-yuksek risk ve yuksek risk olarak ayrilmasinda rol
oynayabilecek belirteg bir genin varhigi arastiriimistir.

ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyonlarina
bakldiginda, ETV5 geni disindaki genlerin ekspresyonalarinda, yuksek risk
hastalarinda dusuk risk hastalarina gore anlaml olarak artis gézlemlenmistir.

ETS transkript varyanti 5 (ETV5), ETS transkripsiyon faktor ailesinin korunmus
bir Gyesidir (106). ETVS5, kolon karsinomlarinda sporadik olarak ylksek ekspresyon
gosterirken (107), Hec-1A endometrioid endometriyal karsinom hucre hattinda fazla
ifadelendigi ve metastatik fenotip ile iligkili oldugu bulunmustur (106). Ayrica
ETVS’in meme karsinomlarinin %80’inde yuksek eksprese oldugu ve kotu prognoz
ile iligkili oldugu bulunmustur (108). ETV5 geninin, matriks metalloproteinaz 2
geninin regulasyonunda rol oynadigi da yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (109).
Bu calismada, ETV5 geni, yuksek risk hastalarinda, dusuk riske gore 1,94 kat artis
gOstermis, buna karsin, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p=0.09).
Istatistiksel anlamliigin bulunamamasinin, ETV5 geni igin degerlendirilen hasta

sayisinin az olmasindan kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

45



Bu calismada, HIF1a ve HIF1b genlerinin, yuksek risk grubu hastalarda daha
fazla eksprese oldugu gosterilmigtir. Hipoksi-induklli faktorler (HIF), tumor
hdcrelerinde farkli regule edilmektedir. HIF1a ve HIF2a proteinlerinin, ndroblastom
hicrelerinde de farkli ifadelendigi, hipoksik kosullarda, HIF1a'nin hizli ve gegici
stabilizasyon gosterdigi, HIF2a’nin ise daha uzun eksprsyon sergiledigi
gosterilmistir (110,111). YUksek HIF2a seviyelerinin, néroblastom ve glioblastomda
agresif hastalik fenotipi ile iligkili oldugu gosterilmis, bu geninin ekspresyonunun
azaltilmasi, tumor buyumesinin olumsuz etkilemis ve bu sonuglar dogrultusunda
HIF2a’nin onkogen olarak tanimlanabilecegi belirtiimistir (110,111). Yuksek risk
hastalarinda bu genin fazla ifadenmesi, bu genin, koétu néroblastom prognozunda
rol oynadigini dogrular niteliktedir.

Korelasyon analizlerine gore, cinsiyetin, herhangi bir molekuler parametre ile
iligkili olmadigi gozlemlenmigtir. Yas ile evre arasinda anlamli bir iliski bulunmustur
(p=0.010). Evre I1IB, lll ve IV hastalarinin yas ortalamalari, evre LIIA ve IVS
hastalarinin yas ortalamalarina gore daha yuksektir. Ekspresyonlari degerlendirilen
genlerin, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu ve 11q delesyonu ile anlamh bir
iliskisi bulunmamistir. Buna karsin, 17q kazanci pozitif olan olgularda, ALK1 gen
ekspresyonunun, anlamli olarak daha fazla oldugu gézlemlenmigtir (p=0.018).

Yuksek risk hastalari, “ultra-yUksek risk” ve “yuksek risk” olarak iki gruba
ayrildiginda, ALK gen ekspresyonunun “ultra-yuksek risk” grubunda daha ylksek
oldugu (p=0.027) gbézlemlenmigtir. Bu genin, MYCN amplifikasyonu,1p delesyonu
ve 11q kaybi ile iligkili bulunmamasi, yuksek risk grubu icerisinde “ultra-yuksek risk”
alt grubunun ayriminda belirteg olabilecegini dustundurtmektedir.

Kromatin-yeniden-modellemede gorev alan ATRX genini inaktive edici
mutasyonlarin, yuksek risk grubu hastalarinda bulunan bir kime oldugu daha
onceki calismalarda gosterilmis (99-101) ve bu mutasyonlarin, alternatif telomer
uzatici sinyal yolagi (ALT) aktivasyonuna neden oldugu belirtilmigtir (100). ATRX
mutasyonu olan hastalarin, yuksek-risk gurubu icerisinde daha kotu seyirli oldugu
belirtiimigtir (101). ATRX mutasyonlarinin MYCN amplifikasyonundan bagimsiz
oldugu onceki galigmalarda gosterilmistir (99). Bulgularimiz bu veriyi destekler
niteliktedir. ATRX geni ayni zamanda Rac/Rho sinyal yolaginin regulatoradir ve

NB’da noéritogenezde de rol oynadigi gosterilmistir (97,98).
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ALK, insulin reseptor superailesi reseptor tirozin kinaz Gyesidir (113).
Kromozom 2p23 bdlgesinde bulunmakta ve tek zincirli transmembran bir protein
kodlamaktadir (113).Mutant yada amplifiye ALK; JAK-STAT, PI3K-AKT ya da RAS-
MAPK yolaklarinin aktivasyonu araciligi ile hucre buyumesini ve canhligini
tetiklemektedir (114). ALK aktive edici mutasyonlari, c¢ocuklarin %8’inde
gorulmektedir (98). Bu gendeki mutasyonlardan bagimsiz olarak, bu reseptorin
yuksek protein ekspresyon seviyeleri de, proteinin onkogenik rolinde belirtilmistir
(98). Dolayisi ile ALK asir ekspresyonu, kotu prognozda rol oynamaktadir. ALK,
“ultra-ylksek risk” grubu hastalarinda, yuksek risk grubu hastalarina goére anlamh
olarak artmigtir. Bu nedenle bu alt-grubun ayrilmasinda etkili olabilecegi
dusunulmektedir.

MYCN amplifikasyonu ve ALK mutasyonlari, néroblastomdaki en yaygin ve
onemli biyolojik bozukluklar arasindadir. MYCN amplifikasyonu genelde yuksek risk
grubu hastalarda gorulurken, ALK mutasyonlari, dusuk ve ileri evre hastalarda
benzer oranlarda gorulmektedir (112). Germ hucre kaynakli ALK mutasyonlari,
herediter noroblastomlu hastalarin bir kismini olusturmaktadir. ATRX mutasyonlari,
kronik fakat progresif hastaligin tespitinde yeni bir biyobelirte¢ olabilme
potansiyelindedir ve farkli risk-bazli tedavi yanitlarinda rol oynayabilecegi
dusinudlmektedir (112).

Agresif néroblastom Uzerinde etki edebilecek dnemli bir bulgu da, yuksek-risk
noroblastomda, genetik duzenlemelere bagh olarak olusan TERT (Telomeraz ters
transkriptaz) aktivasyonudur (115). ATRX mutasyonlarinin, farkh bir yuksek-risk
grubunu tanimladigi, sadece MYCN-amplifiye olmayan ve normal-TERT duzeyine
sahip noroblastomlarda goruldugu ve alternatif telomer uzatma aktivitesi ile ilgili
oldugu gosterilmigtir (115). Telomer uzamasi, yuksek-risk noéroblastomun sik
gorulen bir ozelligidir (114). ATRX geninin yuksek risk ve “ultra yuksek risk” grubu
ayrimindaki rolunuan, telomerler Uzerinden etki etmesi, olasi mekanizmalar

arasindadir.
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6. SONUG ve ONERILER

Bu calisma ile, ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin
ekspresyonlarina bakldiginda, yuksek risk grubu hastalarinda, disuk risk grubuna
gore daha fazla ifadelendigi gosterilmistir. Bu genlerin, néroblastom rutin molekuler
analiz parametreleri olan NMYC, 1p36, 11923,17925 genetik degisimleri ile anlamh
iligkileri  bulunmamustir. Analizi yapilan genlerden, ALK ve ATRX gen
ekspresyonlarinin, yuksek risk grubu igerisinde “ultra-yuksek risk” grubu
hastalarinin belirlenmesinde aday belirteg olabilecekleri gosterilmistir. ALK ve ATRX
genleri ile yapilacak olan protein seviyesindeki calismalar ile, bu genlerin “ultra-
yuksek risk” sinifi ayrimindaki rollerinin daha net anlagiimasina katki saglayacagi

dusunulmektedir.
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