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ÖZET 
 

NÖROBLASTOM MOLEKÜLER TEMELİNİN KLİNİK ÖNEMİNİN 
ARAŞTIRILMASI: YÜKSEK RİSK GRUBU, YÜKSEK RİSK VE ULTRA-YÜKSEK 

RİSK GRUBU OLARAK SINIFLANDIRILABİLİR Mİ? 

 

MSc. PhD. Ayşe Banu Demir 

Yazışma Adresi: Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü, Temel Onkoloji 

Anabilim Dalı, İZMİR 

 
Nöroblastom sempatik sinir sisteminin nöral krestinden köken alan, en sık görülen 

pediatrik nöroendokrin tümörüdür. Nöroblastik tümörler, farklı tedavi sonuçlarına 

neden olan, ekstrem heterojenite göstermektedir. Nöroblastom, düşük, orta ve 

yüksek olmak üzere üç ana risk sınıfı ile kategorize edilmektedir. Hastaların risk 

kategorisinin belirlenmesinde, moleküler değerlendirmeler giderek önem 

kazanmıştır. Son zamanlarda nöroblastom tedavi protokolünü etkileyebilecek farklı 

genlerin literatüre girmesi ile risk sınıflandırmalarının da alt gruplara ayrılıp 

ayrılamayacağı gündeme gelmiştir. Bu çalışma ile, yüksek risk grubu içinde çok 

kötü prognoz gösteren hastalarda, bu hastaların ‘ultra-yüksek risk’ olarak ayrı bir alt-

gruba ayrılmasında rol oyanayabilecek bazı genlerin ekspresyonları araştırılmıştır. 

Bu amaçla, TPOG (Türk Pediatrik Onkoloji Grubu) protokolü kapsamında 

gerçekleştirilen nöroblastom klinik ve moleküler analizlerin sonuçları 

değerlendirilerek, sırasıyla yirmi beş ve yirmi dokuz tane, düşük ve yüksek risk 

grubu hastası seçilmiş ve analiz edilmiştir. Seçilen hastalarda,  ALK, ATRX, HIF1a, 

HIF2a (EPAS), H2AFX ve ETV5 genlerinin ekspresyonlarına bakılmıştır. Bu 

genlerin, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, 11q kaybı ve ALK dışındaki genlerin 

ise 17q kazancı ile ilişkili olmadığı bulunmuştur. ALK ekspresyonunun 17q kazancı 

pozitif hastalarda daha fazla olduğu görülmüştür (p=0.018). ETV5 dışında genlerin, 

yüksek risk grubunda anlamlı olarak arttığı görülmüştür. Ultra-yüksek risk ve yüksek 

risk grubu hastaları karşılaştırıldığında, ALK ekspresyonunun ultra-yüksek risk 

grubunda daha fazla (p=0.027), ATRX geninin ise yüksek risk grubu hastalarda 
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daha az eksprese olduğu (p=0.01) bulunmuştur. Elde edilen verilere göre,  ALK 

geninin yüksek risk grubu içerisinde “ultra-yüksek risk” alt grubunun ayrımında 

belirteç olabileceği düşünülmektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Nöroblastom, yüksek risk, ultra-yüksek 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. Ayşe Banu Demir 

Corresponding Address: Dokuz Eylul University, Institute of Oncology, 

Department of Basic Oncology, İZMİR 

 
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 ETV5 

genes were evaluated among these patients. No significant relation was found 

between these genes and status of  MYCN amplification, 1p loss, 11q 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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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 1.1. Problemin Tanımı ve Önemi 

Nöroblastom (NB) nöral krestten köken alan, sempatik sinir sisteminden orijinli 

embriyonik sinir hücrelerinden oluşan çocukluk çağının sık görülen ekstrakranial 

solid malign tümördür (1,2,3). Multimodal tedavilerde gelişmelere karşın ileri evre 

hastalıkta sağkalım kötüdür (4). NB spontan regresyondan agresif multimodal 

tedaviye karşın progresyona dek klinik heterojenite göstermektedir. N-myc 

amplifikasyonu NB’da agresif ve proliferatif tümörlerde görülür ve yüksek risk 

kriteridir. (5). Birçok hedef geni düzenleyerek hücre proliferasyonunu uyaran 

transkripsiyon faktörüdür. Bu nedenle üzerinde pek çok çalışma devam etmektedir. 

Günümüze kadar yapılan araştırılmalar, NB risk sınıflandırılmasında sadece N-myc 

amplifikasyonunun değil, bazı kromozomlardaki değişimlerin de önemli rol 

oynadığını gösterilmiştir. NB risk sınıflandırmasında rol oynayan gen değişimlerinin 

bazı örnekleri, N-myc amplifikasyonunun yanısıra 1p36 kaybı, 11q23 kaybı ve 

17q25 dengesiz kazanımıdır (10-14). Bu gen değişiklikleri ile birlikte, DNA indeksi 

de risk sınıflandırması açısından önem arz etmektedir.  

Son zamanlarda NB tedavi protokolünü etkileyebilecek farklı genlerin literatüre 

girmesi ile risk sınıflandırmalarının da alt gruplara ayrılıp ayrılamayacağı gündeme 

gelmiştir. Özellikle yüksek risk grubuna giren NB tümörlerinin davranışlarında 

heterojenite gözlemlenebilmektedir. Bu nedenle son zamanlarda, yüksek risk grubu 

NB hastalarının, ultra-yüksek risk ve yüksek risk grubu olmak üzere ikiye ayrılıp 

ayrılamayacağı araştırmacılar arasında gündeme gelmiştir.  

Yapılan rutin nöroblastom moleküler analizleri sırasında kötü ilerleme gösteren 

hastaların kalan örnekleri ile yapılacak olan moleküler düzeydeki analizlerin, kontrol 

grubu (düşük risk ve orta risk sınıfı) hastalarının analizleri ile karşılaştırılması 

sonucu, NB yüksek risk grubu hastaların; ultra-yüksek risk ve yüksek risk olarak iki 

sınıfa ayrılmasında rol oynaybilecek belirteçlere bakılmıştır. Yapılan genetik 

analizler (7, 8, 9) ile yüksek risk grubu nöroblastom seyrindeki heterojenitede etkili 

olabilecek hedef genler ve moleküler mekanizmalar aydınlatılmaya çalışılmıştır. 

Nöroblastom yüksek risk grubu hastalarında bulunabilecek olası ALK, ATRX, HIF1a 

HIF1b ve H2AX ifadelenme farklılıkları ile NB hastalarının klinik bulguları 
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karşılaştırılarak, böyle bir sınıflandırma ayrımı yapmada rol oynayabilecek hedef bir 

gen olup olmadığı araştırılmıştır.  

İmmünglobülin süper ailesi üyesi 4 (IGSF4/ TSLC1/ CADM1/ SynCAM) nöral 

doku spesifik bir immünglobülin benzeri hücre adhezyon molekülüdür. Kanserde ilk 

defa küçük hücreli dışı akciğer kanserinde tümör süpresör olarak karakterize edilmiş 

ancak tümör gelişimini nasıl baskıladığı henüz kesin olarak aydınlatılmamıştır. 

IGSF4 geninin susturulması çeşitli kanserlerde allelik kayıplar ve promotor 

metilasyonu ile gerçekleştirilmiştir (25, 26). IGSF4, aktif durumdaki NK ve CD8+ T 

hücreleri üzerinde eksprese olan CRTAM reseptörünün ligandıdır ancak T hücre 

immünitesindeki rolü bilinmemektedir. IGSF4 ‘ün glioblastomda tümörün büyüme ve 

gelişmesi ile invaziv özelliğini baskılayan özelliği gösterilmiştir (27). Yetişkin T 

hücreli lösemi/ lenfomada (ATLL) yeni bir hücre yüzey belirteci olarak tanımlanan 

IGSF4 ‘ün serumda yüksek seviyelerinin kötü prognozla ilişkilendirildiği tespit 

edilmiştir (28). Ayrıca CADM1’in tümör hücrelerini CD8+ T hücre immün 

mekanizmalarına karşı duyarlı hale getirerek metastazı önlediği gösterilmiştir (29). 

Bu çalışmanın bir kolunda da nöroblastom olgularının imprint örneklerinde 

immünfloresan boyama ile IGSF4 ekspresyonlarını tespit ederek, klinik ve moleküler 

parametreler ile ilişkisi belirlenmiş ve prognostik açıdan değerlendirilendirilmiştir.  

Bu çalışma ile bulunan gen ifadelenme farklılığının, nöroblastom progresyonu 

ve tedavi şeklinde Türk toplumu için önem taşımasının yanısıra, global bir önem de 

taşımaktadır. Yüksek risk grubunun alt gruba ayrımlanmasında rol oyanayabilecek 

aday bir moleküler durumun belirlenmesi, hastaların tedavi protokolünü daha etkili 

kılacaktır. 

1.2. Araştırmanın Amacı  

Nöroblastom, çocukluk çağının en sık görülen ekstrakraniyal solid tümörüdür.  

Primordial nöral krest hücrelerinden köken alan bu kanser türü, tüm çocukluk çağı 

kanserlerinin %8-10’unu oluşturur. Bir yaş altındaki çocukların en sık görülen 

tümörü olan nöroblastom, çocukluk yaş grubunda santral sinir sistemi tümörlerinden 

sonra ikinci sıklıkta karşımıza çıkmaktadır. Tümörün biyolojik davranışındaki 

değişkenlik nedeniyle, nöroblastom spontan regresyonlar, benign transformasyon 
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ya da agresif seyir gösterebilmekte, bu durum hastalığın prognozunu belirlemede ve 

tedavisinde sorunlara yol açmaktadır.  

Son zamanlarda hastalığın seyrinde etkili olduğu belirtilen farklı gen ve 

mekanizmalar doğrultusunda, bu mekanizmaların Türk toplumu için de geçerliliğinin 

araştırılması ve özellikle yüksek risk grubuna giren hastaların belirli gen 

ifadelenmelerinin aydınlatılması, risk gruplarının belirlenmesi ve tedavi protokolünün 

seçimi konusunda yol gösterici olacağı düşünülmektedir. Bu nedenle hastalığın 

prognozunu belirleme ve tedavi yönteminin kararlaştırılması açısından, hastalığın 

moleküler biyolojisinin daha iyi anlaşılması önem arz etmektedir. Bu çalışmada 

nöroblastom moleküler biyolojisinin aydınlatılmasına yönelik genetik düzeyde 

araştırma yapılması amaçlanmıştır. Bu doğrultuda yüksek risk grubuna giren 

nöroblastom hastalarında, son zamanlarda tedavi protokolünü etkilediği belirlenen 

ve önemli olduğu düşünülen ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin 

RNA seviyesinde ifadelenme analizleri değerlendirimiş, yüksek risk gurubunun, 

ultra-yüksek risk ve yüksek risk olarak ayrılmasında rol oynayabilecek belirteç bir 

genin varlığı araştırılmıştır. 

 

1.3. Araştırmanın Hipotezleri 

NB tedavi protokolünü etkileyebilecek farkli genlerin literatüre girmesi ile risk 

sınıflandırmalarının alt gruplara ayrılıp ayrılamayacağı son zamanlarda önem arz 

etmiştir. Özellikle yüksek risk grubuna giren NB tümörlerinin davranışlarında 

heterojenite gözlemlenmektedir. Bu nedenle, yüksek risk grubu NB hastalarının, 

ultra-yüksek risk ve yüksek risk grubu olmak üzere ikiye ayrılacağı düşünülmektedir. 

Yapılan son çalışmalarda, bazı genlerin ifadelenme farklılıklarının yüksek risk 

grubunda tedavinin yanıtını değiştirebilceğini göstermiştir. Bu bilgilerden yola 

çıkarak, yüksek risk tedavi yanıtında önemli olabileceği düşünülen ALK, ATRX, 

ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyon profillerinin araştırılması 

hedeflenmiştir. Çalışmada, Türkiye’nin çeşitli devlet, üniversite ve vakıf 

hastanelerinin Onkoloji merkezlerinden TPOG (Türk Pediyatrik Onkoloji Derneği) 

aracılığı ile, nöroblastom tanısı almış olan hastalardan gönderilen nöroblastom 

tümör doku örnekleri kullanılmıştır. Bu örneklerde yapılan ön moleküler analiz ve 
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klinik bilgileri birleştirilmiş ve kötü prognoz gösteren yüksek risk grubu 29 hasta 

örneği ile düşük risk grubuna giren 25 hasta örneği seçilmiştir.  

Çalışmanın hipotezi, yüksek risk grubu hastalarında, tedaviye yanıt vermeyen/ 

ilerleyici hastalık gösteren “ultra-yüksek risk” sınıfı hastalarında; ALK, ATRX, ETV5, 

HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyon profilinin, yüksek risk hastalarının 

ekspresyon profilinden farklı olacağıdır. Ayrıca yüksek risk grubu ve düşük risk 

grubu hastalarında bu genlerin farklı ekspresyon göstereceği düşünülmüştür. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Çok hücreli organizmalardaki hücreler, kendilerini regüle etmelerinin yanı sıra, 

hücreler arası sinyal iletimini kordine ederek tüm organizma seviyesindeki davranışı 

da regüle ederler. Mutasyon gibi çeşitli moleküler bozukluklar, bu kordinasyonun 

deregülasyonuna neden olabilmektedir. İnsan vücudunda bulunan milyarlarca 

hücre, hergün mutasyonlarla karşılaşmakta, fakat hücreye seçici bir avantaj 

sağlamadığı müddetçe, hücredeki “koruma-sistemleri” ile elimine edilmektedir (30). 

Kanser, tek bir hücreden köken alan, deregülasyonun tek hücreye büyüme avantajı 

sağladığı klonal bir olgudur (30). Kontrol edilemeyen hücre büyümesi, “tümör” adı 

verilen hücre kütlelerinin oluşması ile sonuçlanabilmektedir. Bazı tümörler kötü 

gelişim göstermezler. Vücudun diğer bölgelerine yayılmazlar ve kolayca ortadan 

kaldırılabilirler. Bu tür tümörler “benin tümörler” olarak adlandırılırlar. Buna karşın 

bazı tümörler kötü gelişim göstermektedirler. Diğer dokuları da ele geçirip, vücudun 

farklı bölgelerine sıçrayabilirler. Bu tür tümörler “malin tümörler” olarak 

adlandırılırlar. Bazı kanserler ise, örneğin kan kanserleri gibi, tümör oluşumu 

göstermezler. 

Kanserin, 100’den fazla farklı tipi bulunmaktadır ve köken aldığı organ ve 

hücre tipine göre adlandırılırlar. Örneğin, karsinom, iç organları çevreleyen doku ya 

da deriden köken alan kanser tiplerine verilen ad iken, lenfoma ve myelom, 

bağışıklık sistemi hücrelerinden köken alan kanserlerdir. 

Kanser, tek bir hastalıktan ziyade, kontrol edilemeyen hücre büyümesi sonucu 

oluşan hastalıklar grubu olarak tanımlanabilir. Kanser insidans oranları 

değerlendirildiğinde, kanser dünyadaki ölüm nedenleri arasında ikinci sırada yer 

almaktadır. Türkiye’deki ölüm nedenleri arasında da kanser yine ikinci sıradadır. 

Türkiye’de her yıl ortalama 148.000 kişi kanser tanısi almaktadır.  

Nöroblastom, çocukluk çağının en sık görülen ekstrakraniyel tümörüdür. Nöral 

krest hücre diferansiyasyonunun bozukluğu olarak da görülebilen nöroblastomun 

daha iyi anlaşılabilmesi için, normal nöral hücre diferensiyasyonunu anlamak önem 

arz etmektedir. 
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2.2. Nöral Krest Hücre Diferensiyasyonu 

Nöral krest hücreleri, genişleyerek çok büyük sayıda farklılaşmış hücre tipi 

oluşturmak için göç ederler. Bu hücre tipleri; sensör, sempatik ve parasempatik sinir 

sistemi glial hücreleri ve nöronlarını; adrenal bezin epinefrin üreten hücrelerini; 

epidermisin pigment içeren hücrelerini; ve baş bölgesinin birçok iskelet ve bağ doku 

elementlerini içermektedir (105). Nöral krest hücrelerinin hangi hücre tipine 

farklılaşacağı, hangi bölgeye göç ettiği ve yerleştiği ile ilgilidir. 

Nöral krest hücreleri 4 ana fonksiyonel gruba ayrılabilir. Kraniyel (Sefalik) 
nöral krest hücreleri, kraniyofasiel mezenkimi oluşturmak için dorsolateral olarak 

göç eder ve kıkırdak, kemik, kraniyel nöronlar, glia ve yüz bağ dokusunu oluşturur. 

Bu hücreler, faringal kavislere ve keselere girerek, timik hücreleri ve orta kulak 

kemiklerini oluştururlar. Trunk nöral krest hücreleri 2 ana yolağı kullanarak göç 

ederler. Renk sentezleyen melanositleri oluşturacak olan hücreler, dorsolateral 

olarak ektoderme göç ederler ve karın bölgesinin ventral bölgesine kadar ilerlerler. 

İkinci göç yolağı, hücrelerin vebtrolateral olarak skleretomun anterier kısmına doğru 

göç ettiği yolaktır. Bu hücreler, sensör nöronları içeren dorsal kök gangliayı 

oluştururlar. Bu hücreler ventral olarak göç etmeye devam ederek, sempatik 

gangliayı, adrenal medulla’yı ve aortu çevreleyen sinir gruplarını oluştururlar. Vagal 
ve sakral nöral krest hücreleri, bağırsağın parasempatik ganglia’sını oluştururlar. 

Bu nöral krest hücrelerin göçünün gerçekleşememesi, enterik ganglianın ve 

dolayısıyla bağırsak peristaltik hareketlerin  yokluğu ile sonuçlanır. Kardiak nöral 

krest hücreleri, kraniyel ve trunk nöral krest arasında yer alır. Bu hücreler, 

melanositleri, nöronları, kıkırdak ve bağ dokuyu oluşturabilmektedir. Bu nöral krest 

bölgesi ek olarak kalpten çıkan geniş damarların muskulokonektif doku duvarını 

oluşturmaktadır (105). 

Normal trunk nöral krest hücreleri  nöral tüpün dorsal yönünden ayrılıp, nöral 

tüpe doğru ventral olarak göç eder ve lokal sinyaller doğrultusunda 

differensiyasyona başlar (Şekil 1) (102). Bazıları sempatik ganglia ya da adrenal 

medullanın sempatik nöron-benzeri kromafin hücre nöronlarına farklılaşırlar. 

Nöronlar komşu nöral-krestten köken alan hücrelerin Schwann hücrelerine ve 

satellit hücrelere farklılaşmasını tetikler. 
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Şekil 1. Trunk nöral Krest Hücrelerinin A) Oluşumu, B) Göç Yolakları C) Medial 

Yolak türevleri (102) 
 

Normal nöral krest hücreleri, kendi kendilerini yenileyebilme ve birden çok 

hücre tipine dönüşebilme yetenekleri ile karakterizedir (102,103).  Kök hücre 

özellikleri, farklılaşmış nöral krest derivativleri tarafından tekrar kazanılabilir (104). 

Hücrelerin kendi kendilerini yenileyebilme ve birden çok hücre tipine dönüşebilme 

yeteneği, birçok kanser tipinde bulunan kök-hücre-benzeri hücrelerde bulunan bir 

özelliktir. Tümör kök hücreleri, matür hücrelerin, genetik yada epigenetik sinyaller ile 

dediferensiye olması ile ya da gelişmekte olan hücrelerin genetik yada epigenetik 

birtakım bozuklukları biriktirmesi ile oluşabilmektedir.  

Nöroblastom için hangi modelin geçerli olduğu henüz bilinmemektedir. Fakat, 

çocukluk çağı tümörü olması, embryonel nöral krest karakterinde protein 

ekspresyonu ve post-trasnlasyonel modifikasyonların korunması,  ikinci modeli 

desteklemektedir. Nöroblastom tümörleri yada hücre hatları, nöron- ve Schwann 

hücre-benzeri hücrelerin yanısıra, kök-hücre benzeri hücreler de barındırmaktadır 

(102). 

 

 

 

 



	 8	

2.3. Nöroblastom 

2.3.1. Tanım ve Epidemiyoloji 

Nöroblastom, embriyonik nöral krestte yapılarından oluşan, sempatik ganglia 

ve adrenal medulla tümörüdür (102). Çoğu NB tümörleri, indiferansiye sempatik 

sinir hücreler olan nöroblastlardan oluşmaktadır. Primer tümörler, periferal sinir 

sisteminin lokalize olduğu bölgelerde bulunmaktadır. Nöroblastomların yaklaşık 

%50’si adrenal medulladan köken alırken, diğerleri torakal ya da abdominal 

paraspinal sempatik ganglia ya da pelvik gangliada oluşur. NB’de metastazlar 

genelde lenf nodu, kemik ve kemik iliğinde görülmektedir. NB yüksek oranda 

heterojenite gösteren bir tümördür. 

Nöroblastom görülme sıklığı, 7000 canlı doğumda 1 olarak belirlenmiştir ve 

Türkiyede her yıl yaklaşık 110-120 yeni vaka nöroblastom tanısı almaktadır. 

Ortalama diagnoz yaşı 18 aydır ve vakaların %40’ı 1 yaşından önce tanı alırken, 10 

yaşına kadar hemen hemen hepsi tanı almaktadır (31).  

 

2.3.2. Klinik Belirtileri  

Nöroblastom semptomları, tümörün boyutuna, bulunduğu yere, vücudun diğer 

bölgelerine yayılma derecesine ya da tümörün hormon salgılayıp salgılamadığına 

göre, çok geniş farklılıklar gösterebilmektedir. Abdominal kitle, diarre, ateş, yüksek 

kan basıncı ve ağrı, hastalarda gözüken semptomlardan bazılarıdır. Öksürük, 

nörolojik bazı eksiklikler, idrar yapamama, görülen diğer klinik belirtiler arasında 

bulunabilmektedir. Buna karşın, hiç semptomu bulunmayan hastalar da mevcuttur. 

 

2.3.3. Tümör Histolojisi 

Çoğu nöroblastom, nöral diferensiyasyonu az olan ya da hiç olmayan, küçük, 

yuvarlak hücreleri içeren, indiferensiye tümörlerdir. Klasifikasyon tablosu, Shimada 

ve arkadaşlarının (1984) histopatolojik özellikler ile tümörün klinik davranışını 

ilişkilendirmeleri ile oluşturulmuştur (48). Nöroblastomun tedaviye iyi yanıt veren ya 

da vermeyen formunun sınıflandırılması için; nöroblast diferensiyasyonunun 

derecesi, Schwannian stroma içeriği, çekirdek patolojisi ve tanı yaşı 

kullanılmaktadır. 
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2.3.4. Sınıflandırılması 

Uluslar arası Nöroblastoma Sınıflandırma Sistemi (INSS), yapılan klinik 

çalışmaların dünya çapında karşılaştırılabilmesi için, 1986 yılında oluşturulmuş, 

1993 yılında güncellenmiştir (49,50). INSS, nöroblastom tanılı çocukların 

klinik,radyografik ve cerrahi değerlendirmelerini kullanmaktadır.  

 

Tablo 1. Uluslar arası Nöroblastom Evreleme Sistemi (INSS) (90) 

 
 

Tedavi öncesi risk stratifikasyonlarına ortak bir yaklaşım geliştirmek amaçlı, 

Uluslar arası Nöroblastom Risk Grubu Evreleme sistemi (INRGSS) yayımlanmıştır 

(51). Bu sınıflama cerrahi rezeksiyondan ziyade tümör görüntülemelerine 

dayanmaktadır. (Tablo 2). Uluslararası Nöroblastom Risk Grubu (INRG) evreleme 

sisteminde NB tümörlerini sınıflandırmada; INRGSS, yaş, histoloji, tümör 

diferansiyasyonu, MYCN durumu, 11q delesyonu varlığı/yokluğu ve tümör hücre 

ploidisi verileri kullanılmaktadır. 
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Tablo 2. INRG Tedavi öncesi Evreleme Şeması (55,96) 

 
 

2.3.5. Genetiği 

2.3.5.1. Germ hücrelerindeki genetik değişiklikler 

Nöroblastom vakalarının küçük bir kısmı otozomal dominant olarak 

aktarılmaktadır (32,33). Nöroblastomlarda, %1-2 oranında aile öyküsü 

görülmektedir (34). Ailesel öyküsü olan vakalar, sporadik vakalara göre daha erken 

yaşta teşhis almaktadır ve çoğunlukla birden fazla primer tümörleri vardır. Bu ailesel 

vakalarda, PHOX2B geninde mutasyonlar bulunmuştur (35-38).Son zamanlarda 

anaplastik lenfoma kinaz geni (ALK) de majör ailesel predispozisyon geni olarak 

belirlenmiştir (39,40). NB, nöral krestten köken alan ve anormal gelişim ile ilgili olan 

başka hastalıklarla(örneğin Hirschsprung hastalığı)  birlikte de oluşabilir. 
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2.3.5.2. Somatik hücrelerdeki genetik değişiklikler 

2.3.5.2.1. 1p Delesyonu 

1p kromozom kolunun delesyonu ilk olarak 1977’de Brodeur ve arkadaşları 

tarafından rapor edilmiştir (52). 1p delesyonu nöroblastom vakalarının %20-35’inde 

bulunmaktadır (53-57). Bu aberasyon aynı zamanda MYCN amplifikasyonu ile 

ilişkilidir ve agresif tümörlerin %70’inde bulunmaktadır. Delesyon bölgeleri genelde 

büyüktür ve 1p kolunun son kısmını içerirler. Birçok araştırma grubu, bu delesyon 

içerisindeki en küçük ortak bölgeyi bulmaya çalışmıştır. 1p36.31 bölgesindeki 

kromatin yeniden modelleme ailesi üyesi olan CHD5, nöroblastomda tümör 

süpresör olarak görev almaktadır (58). Bu gen genelde sinir sisteminde eksprese 

olmaktadır ve 1p delesyonu olan NB hücre hatlarında ve tümörlerinde düşük 

ekspresyona sahiptir.  1p36 bölgesindeki bir diğer gen olan KIF1B, nöroblastomda 

haploinsafisient tümör süpresör gen olarak fonksiyon gösterdiği belirtilmiştir (59,60).  

 

2.3.5.2.2. Kromozom 2p kolu amplifikasyonu 

Kromozom 2p24 bölgesinin amplifikasyonu, nöroblastom tümörlerinin %15-

30’unu oluşturmaktadır (54,55,61). Amplifiye olan bölge genelde birden fazla gen 

içermektedir ve MYCN geni, amplifikasyon için hedef gen olarak düşünülmektedir. 

MYCN normalde embryonik gelişimde eksprese olan bir transkripsiyon faktörünü 

kodlamaktadır. MYCN amplifikasyonu, ileri evre hastalık ile ilişkilidir (62).  

Son zamanlarda, ALK geni de, DNA mutasyonları ve gen amplifikasyonları 

tarafından hedef olrak gösterilen majör predispozisyon ailesel geni olarak 

gösterilmektedir (39,40). ALK aberasyonları, sporadik nöroblastom vakalarında da 

bulunmuştur (39,40,63-65). ALK 2p23.2 bölgesinde lokalizedir ve çoğunlukla primer 

NB vakarlının %15-25’inde görülen 2p kazanç bölgesinde bulunmaktadır. ALK 

geninintirozin kinaz domain mutasyonları, sporadik NB vakalarının %6-12’sinde 

görülürken, ALK gen amplifikasyonu %3-5 oranında görilmektedir. ALK geni, 

onkogenezde rol oyanayan çeşitli kromozomal translokasyonlar ve inversiyonlarda 

rol almaktadır. ALK’yı içeren füzyon proteinlerinin, anaplastik büyük hücreli 

lenfomalarda, diffuz büyük B-hücreli lenfomalarda ve enflamatuar myofibroblastik 

tümörlerde rol oynadığı gösterilmiştir (66-69). Bir süredir kinaz inhibitörlerinin 
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spesifik kanser terapisi hedefi olmaları nedeni ile de (70), ALK, nöroblastom terapi 

stratejileri için ilgi çekici bir hedef olmuştur. 

 

2.3.5.2.3. 11q Kaybı 

11. kromozomun uzun kolunda ki kromozomal materyalin kaybı, NB2lerin 

%20-35’inde bulunmaktadır (54,55,71,72). 11q delesyonu, çoğunlukla MYCN 

amplifikasyonu bulunmayan ileri evre tümörlerde görülmektedir (54,71). Bu bölgede 

bulunan ve nöral hücrelerin sinaptik oluşumunda rol oynayan hücre adezyon 

molekülü CADM1, hedef tümör süpresör geni olarak düşünülmektedir (73). 

 

2.3.5.2.4. 17q Kazancı 

17. kromozomun uzun kolunun kazancı, nöroblastomların %50’sinde 

görülmekte ve en sık genetik değişim olarak gösterilmektedir (54,55,74-76).17q’daki 

kırılma noktası değişkenlik göstermektedir fakat 17q kolunun son kısmını her zaman 

içermektedir. Bu bölgede bulunan bir ya da birden fazla genin dosaj etkisinin, seçici 

avantaj sağladığı hipotez edilmektedir (77). Önerilen aday genler arasında BIRC5, 

NME1 ve PPM1D genleri bulunmaktadır (78-80). 17q’daki dengesiz kazanç, 

genelde kromozom 1 ve 17 arasında dengesiz translokasyon ile oluşmakta ve 1p 

delesyonu ile 17q kazancı ile sonuçlanmaktadır (81). 

 

2.3.5.2.5. Nöroblastomda hedef olabilecek diğer kromozomal bölgeler  

14. kromozomun q kolundaki delesyon, özellikle ileri evre vakalarda 

görülmekle beraber, NB vakalarının yaklaşık %20’sinde görülmektedir. Delesyonda 

koruna bölge 14q23-32 olarak gösterilmektedir (72,82,83). Kromozom 3p’deki 

heterozigosite kaybı da yaklaşık olarak NB vakalarının %15’inde gösterilmiştir 

(84,85). Kromozom 3p22 bölgesindeki tümör süpresör gen varlığı ve bu bölgenin 

NB hücre hatlarında homozigotik olarak kayıp olması, bu bölgenin hedef bölge 

olabileceği düşündürtmektedir (86).  
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2.3.5.2.6. ALK1, ETV5, HIF1a, HIF1b,H2AX ve ATRX Genlerinin 

Nöroblastomdaki rolleri 

Son zamanlarda risk sınıflandırılmalarında, tedaviye yanıt farklılıklardan 

dolayı, özellikle yüksek risk grubunu,  ultra-yüksek risk ve yüksek risk olarak 2 farklı 

alt risk grubuna ayırabilecek belirteçler aranmaktadır. Yapılan son çalışmalarda, 

bazı genlerin ifadelenme farklılıklarının yüksek risk grubunda tedavinin yanıtını 

farklılaştırdığını ileri sürülmüştür (91,92). Örneğin Anaplastik lenfoma kinaz (ALK) 

F1174L mutasyonunun, MYCN amplifikasyonuna sebebiyet verdiği gösterilmiştir 

(92). DNA hasarı tamirinde rol oynayan genlerden H2AX’in prolifere olan hücre 

hatlarında foci oluşturduğu gözlemlenmiştir (93). ALK sinyal yolağının alt hedef 

molekülleri arasında bulunan ve hücre proliferasyonunda rol oynayan ETV5 

genininde nöroblastom kötü seyrinde rol oynadığı üzerinde durulmaktadır (94). 

ATRX geninin yüksek risk grubu nöroblastom vakalarının genetik temelinde rol 

oynadığı da yine son çıkan çalışmalar arasındadır (95). 

 

2.3.6. Nöroblastomda Genom-düzeyinde yapılan çalışmalar 

Genom-düzeyi ilişkilendirme çalışmaları (GWAS), kromozom 6p22 bölgesinin 

NB gelişiminde rol oynayabileceğini göstermektedir. Bu bölgede bulunan SNP yada 

varyantların, agresif NB ile ilişkili olabileceği bulunmuştur (87). Nöroblastom 

gelişiminde rol oynayabileceği düşünülen ikinci bir lokus, BARD1 genini barındıran 

2p35 bölgesidir. (88).  BARD1 gen ürünü, BRCA1 tümör süpresör aktivitesi için 

gereklidir. Nöroblastom gelişiminde rol oyanayabilecek üçüncü bir aday bölge ise 

MBPF23 genini içeren 1p21.1 bölgesidir (89). 

 

2.3.7. Prognostik Faktörler 

Hastalığın tedavi olma olasılığı, teşhis yaşına, hastalığın yaygınlığına ve tümör 

biyolojisine göre farklılık göstermektedir. 1 yaşından küçük hastalar genelde daha 

iyi prognoz göstermektedir (41).  

Tedaviye iyi yanıt veren hastalardaki NB tümörleri, daha çok triploide-yakın 

karyotipte ve birkaç yeniden segmental düzenlemerin olduğu tümörlerdir. Agresif 

tümörler ise, yeniden kromozomal düzenlemelerin bulunduğu, diploide-yakın 

karyotiptedirler. 
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2.3.7.1. Nötrofin reseptörleri 

TrkA, B ve C gibi tirozin kinaz reseptörleri, normal nöral gelişimde esansiyel rol 

oynamaktadır. Nöroblastomda, yüksek TrkA ekspresyonu, muhtemelen apoptoz ve 

differensiyasyonu regüle ettiği için, tedaviye iyi yanıt belirteci olarak kullanılmaktadır 

(42-44). TrkC de, MYCN amplifikasyonu olmayan düşük evreli nöroblastom 

vakalarında eksprese olmaktadır (45,46). Buna karşın, TrkB ekspresyonu, MYCN 

amplifikasyonu ve ileri hastalık ile ilişkilidir (47).  Düşük evreli tümörlerde TrkB 

ekspresyonu yoktur ya da kesilmiş formu ekspresedir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEMLER 

3.1. Araştırmanın Tipi 

 Bu araştırma, ilaç dışi girişimsel olmayan bir klinik araştırmadır. Araştırma, 

kontrollü ve tek kör bir çalışma olarak tasarlanmış ve gerçekleştirilmiştir. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Bu araştırma  04.02.2013 tarihinde literatür taraması ile başlamış, 21.06.2016 

tarihinde tez savunması ile sonlandırılmıştır. Araştırma, çalışma için gerekli 

biyogüvenlik düzeylerine uygun donanıma sahip Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji 

Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir.  

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

 Bu çalışmanın evreni olarak, Türkiye’nin çeşitli devlet, üniversite ve vakıf 

hastanelerinin Onkoloji merkezlerinden nöroblastom tanısı almış  18 yaş altı 

hastalar seçilmiştir.  Bu dokular içerisinden seçilen, düşük risk grubuna giren 25 

hasta ve yüksek risk grubuna giren 29 hasta çalışmanın örneklemini oluşturmuştur. 

Çalışmanın bir kısım analizleri için, yüksek risk içerisinden, indüksiyon tedavisine 

yanıt vermeyen 5 hasta ‘ultra-yüksek risk’ grubu olarak belirlenmiş ve belirli analizler 

bu gruplama ile gerçekleştirilmiştir. 

3.4. Çalışma Materyali  

Bu araştırmada, Türkiye’nin çeşitli devlet, üniversite ve vakıf hastanelerinin 

Onkoloji merkezlerinden 01.12.2012 - 25.11.2015 tarihleri arasında nöroblastom 

öntanısı ve kesin tanısı almış olan hastalarından gönderilen taze nöroblastom tümör 

doku örnekleri  kullanılmıştır. 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

 Bu çalışma kapsamında bakılan ALK, ETV5, HIF1a, HIF2a, ATRX ve H2AFX 

genlerinin ekspresyonları araştırmanın bağımsız değişkenlerini oluştururken, 

‘yüksek-risk’ ve ‘ultra-yüksek risk’ sınıflandırmaları araştırmanın bağımlı 

değişkenlerini oluşturmaktadır. 
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3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1. Kullanılan Cihaz ve Malzemeler 

3.6.1.1. Kullanılan Cihazlar 

Laminar Air Flow (Nüve) 

Inver Mikroskop (Olympus) 

Işık Mikroskobu (Nikon) 

Soğutmalı Santrifüj (Heraus) 

4ºC Buzdolabı (Arçelik 450 lux) 

(-20ºC) Dondurucu (Ufuk) 

(-80ºC) Dondurucu (Thermo Science) 

Akım Sitometri Cihazı (BD Accuri C6) 

Nano-Real-time PCR Cihazı (Roche) 

Motorlu Pipet (Isolab) 

Motorlu Pipet (DiaMed) 

Vorteks (IKA) 

 

3.6.1.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

Steril Pipetler (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) (Greiner) 

 Pipet Uçları (mavi ve sarı) 

15 ml vida kapaklı Konik Tüp (Falkon) 

50 ml vida kapaklı Konik Tüp (Falkon) 

Polistren Akım Sitometri Tüpü (5 ml) 

Steril Pastör Pipeti (Greiner) 

Lam /Lamel (Biolab) 

 

3.6.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

RPMI-1640 Hücre Besiyeri Ortamı (Biochrom F1215)  

Fetal dana serumu (Biochrom S0113)  

L–Glutamin (Biochrom K0282)  

Penisilin / Streptomisin (Biochrom A213)  

DiMetil Sülfoksit (Aplchem A3670) 

  SynCam-FITC konjüge İHC Kiti (Novus) 
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Nmyc, 1p36, 11q23, 17q25 PCR Deteksiyon Seti 

Steril PBS (Ca+2 ve Mg+2 içermeyen) (Sigma) 

DNA İzolasyon Kiti (Roche) 

TriPure RNA İzolasyon solüsyonu (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) 

İzopropanol (Sigma) 

Deionize edilmiş H2O 

Kloroform 

Lizin 

 

3.6.2. Doku örneklerinin Toplanması ve saklanması  

Bu çalışmada Türkiye’deki 23 farklı üniversite ve vakıf hastanesinin Pediatrik 

onkoloji merkezlerinden NB öntanısı ile gönderilmiş ve NB tanısı almış olan, TPOG 

tarafından klinik verileri kayıt altında olan hastalarından gönderilen tümör doku 

örnekleri kullanılmıştır. Örnekler, bu merkezlere önceden gönderilmiş olan, manuel 

pipet yardımı ile hazırlanıp porsiyonlanmış doku transfer solüsyonu (RPMI+%1 L-

Glutamin + %1 penisilin-streptomisin) içinde, hasta onam ve gönüllü bilgilendirme 

formlari ile birlikte, soğuk zincir kargo ile laboratuvarımıza gelmiştir. Çalışma 

sırasında, toplanmış olan 54 olgu örneğinin, lizinli mikroskop lamlarına doku imprinti 

yapılıp, tümör hücresi yeterliliği Giemsa boyama ile değerlendirilmiştir. Tümör 

hücresi açısından yeterli görülen örneklerden DNA ve RNA izolasyonu için 1,5ml’lik 

eppendorf tüpleri içine bistüri ile kesilerek bir miktar doku alınmış, kalan doku 

örnekleri yine 1,5 ml’lik eppendorf tüp içerisinde, -80oC’de saklanmıştır. Dokunun 

içinde geldiği transfer ortamında bulunan tümör hücreleri ise dondurma ortamında 

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

Dokunun içerisinde geldiği transfer solüsyonu 2000 rpm’de 7 dakika boyunca 

santrifujlenerek, doku ortam hücreleri elde edilmiştir. Elde edilen doku ortam 

hücreleri, dondurma ortamı (95% RPMI complete (%88 RPMI+%10 FBS+ %1 L-

Glutamine+%1 penisilin- streptomisin) +%5 DMSO) içerisinde süspanse edilerek, 

DNA indeks değerlendirilmesi için kullanılmıştır. Bu hücreler DNA indeks analizi 

yapılana kadar -80oC’de saklanmıştır. DNA indeksi akım sitometri ile tespit 

edilmiştir. Bu yöntemde hücre membranı lipidleri non-iyonik deterjanlar ile 

çözülerek, hücre sitoiskeleti ve nükleer proteinleri tripsin ile yok edilip, hücresel RNA 

enzimatik olarak degrade edilmiş ve nükleer kromatin yapısı spermine ile stabilize 

edilmiştir. Propidyum iyodid sitokiyometrik olarak temiz ve izole edilmiş nükleusa 

bağlandıktan sonra, örnek akım sitometri ekipmanına verilmiştir. Propidyum iyodid 

ile boyanmış olan nükleus ilk olarak floresan ışığı 580 ve 650 nm dalgaboyları 

arasında yayacaktır. İkili 585/42 filtreli ekipman donanımına sahip FACScan 

floresan 2 (FL2) detektörü boyanan hücreler tarafından 564 ve 606 nm arasında 

yayılan ışığı analiz etmiştir. Sonuç olarak elde edilen floresan histogramlarında DNA 

anöploidi varlığı tespit edilmiştir. Aynı doku üzerinden elde edilen normal hücreler 

ya da periferik kan mononükleer hücreleri (PKMH) referans olarak kullanılarak DNA 

aberasyonu derecelendirilmiştir. DNA indeksi, anormal G0/ G1 populasyonundaki 

relatif DNA içeriğinin modunun normal G0/ G1 populasyonundaki relatif DNA 

içeriğine bölünmesi ile elde edilmiştir.  

 

3.6.4. DNA izolasyonu ve Moleküler inceleme 

Dokulardan DNA izolasyonu, kit kullanılarak gerçekleştirilmiştir. İzole edilen 

DNA örneklerinin konsantrasyonları, spektrofotometre cihazı ile ölçülmüş ve bu 

örnekler eş-zamanlı (Real-time) PCR reaksiyonu ile N-MYC amplifikasyonu, 1p36 

LOH, 11q23 delesyonu ve 17q25 kazanci açısından değerlendirilmiştir. Bu 

bölgelerdeki kazanim ya da kayıpların tespiti için bu bölgelere özgü tasarlanmış 

işaretli prob içeren primer ve enzim karışımları kullanılmıştır.  NMYC eş zamanlı 

PCR’ı için, 2p24.3 bölgesinde bulunan NMYC genine özgü dizayn edilmiş 5'-

GTGCTCTCCAATTCTCGCCT-3' ve 5'-GATGGCCTAGAGGAGGGCT-3' primer çifti 

ile ‘5'-FAM-CACTAAAGTTCCTTCCACCCTCTCCT-TAMRA-3’ Taqman probunu 
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içeren enzim karışımı kullanılmıştır. NMYC amplifikasyon değerlendirmesi için yine 

aynı kromozomda  2p13.3 bölgesinde bulunan NAGK (N-acetylglucosamine kinase) 

geni referans alınmıştır. NAGK geni için 5'-TGGGCAGACACATCGTAGCA-3' ve 5'-

CACCTTCACTCCCACCTCAAC-3'  primer çifti ile ‘5'-VIC-

TGTTGCCCGAGATTGACCCGGT-TAMRA-3' ‘ Taqman probunu içeren enzim 

karışımı kullanılmıştır. Eş zamanlı PCR çalışmalarındaki 1p36 LOH analizi için, 

1p36.33 bölgesinde bulunan GNB1 (Guanine nucleotide binding protein (G protein)) 

geni için dizayn edilmiş olan 5’-AGCCAGTGGCAAATGCATT-3’ ve 5’-

TCTCTGCAGCCCTACCATTGA-3’ primer çifti ve ‘5’-FAM-

AGCAAATCAAGACATCATGTAAACGCTCA-BBQ(tamra)’ TaqMan probunu içeren 

enzim karışımı kullanılmıştır. Bu bölgedeki kayıp, yine aynı kromozom üzerinde, 

1p13.1 bölgesinde bulunan NGFB (nerve growth factor (beta polypeptide)) geni 

referans alınarak değerlendirilmiştir. NGFB geni için 5’- 

TTCTATCCTGGCCACACTGAG-3’  ve 5’- TTCTGACTTGCCCTCTCAGGT-3’ 

primer çifti ile 5’-FAM(VIC)- TTG CCA AGG TCC TCC CTC TGC AGC T-

BBQ(tamra) Taqman probunu içeren enzim karışımı kullanılmıştır. 11q23 delesyon 

analizi için, 11q23.3 bölgesinde bulunan ARCN1 (Archain 1) genine özgü dizayn 

edilmiş olan 5’- ATCTGGAGGCAGCACAGCT -3’ ve 5’- 

TACACTGGATTATACCTGGCTGG-3’ primer çifti ile ‘5’-FAM- 

CCATGATCACAGAGACCATCATTGAAA-BBQ(tamra)’ Taqman probunu içeren 

enzim karışımı kullanılmıştır. Bu bölgedeki delesyon yine aynı kromozom üzerinde 

11p11.2 bölgesinde bulunan MYBPC3 (myosin binding protein C, cardiac) geni 

referans alınarak değerlendirilmiştir. MYBPC3 geni için 5’-

TGGTGTACGAGATGCGCGTC-3’ ve 5’-TCACCGATAGGCATGAAGGG-3’ primer 

çifti ile ‘5’-FAM(VIC)- TCAACGCCATCGGCATGTCCAGG-BBQ(tamra)’ Taqman 

probunu içeren enzim karışımı kullanılmıştır. 17q kazanç analizi için, 17q25 

bölgesinde bulunan Survivin genine özgü dizayn edilmiş 5'-

GGGCTGCCACGTCCAC-3' ve 5'-GTCGTCATCTGGCTCCCA-3' primer çifti ile ‘5'-

FAM-TTCATCCACTGCCCCACTGAGAACGA-TAMRA-3' ‘ Taqman probunu içeren 

enzim karışımı kullanılmıştır. Bu bölgedeki kazanç, aynı kromozom üzerinde 

17p13.1 bölgesinde bulunan TP53 geni referans alınarak değerlendirilmiştir. TP53 

geni için 5’-TGTCCTTCCTGGAGCGATCT-3’ ve 5’-
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CAAACCCCTGGTTTAGCACTTC -3’ primerleri ile ‘5’-(FAM)Yakima yellow-

CAGCCCCCGGCTCCGCTAGA-TAMRA-3’ ‘ Taqman probu içeren enzim karışımı 

kullanılmıştır. Her bir ilgili bölgedeki kayıp ya da kazanç, o bölge için referans alınan 

genin kopya sayısı ile karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. Tüm PCR reaksiyonları, 

8’li PCR tüpleri içerisinde hazırlanıp, nano realtime PCR cihazı (Roche) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Analiz için relatif kantitasyon yapılmıştır. Relatif kantitasyon 

delta, delta cycle threshold (CT) analiz yöntemi kullanılarak yapılmıştır. Kalibratör 

olarak sağlıklı referans DNA kullanılmıştır. Bu sonuçlar diğer bir kantitasyon yöntemi 

olan absolute kantitasyon yönteminde  yine referans DNA standartları kullanılarak 

teyit edilmiştir. Buna gore N-myc amplifikasyonu değerlendirilirken ratio değeri 

10’dan büyük ise n-myc amplifikasyonu “pozitif” olarak ifade edilmiştir. 1pLOH ve 

11q delesyonu değerlendirilirken ratio değerleri 0.5’in altında olanlar için 1pLOH ve 

11q delesyonu “pozitif” olarak ifade edilmiştir. 17q kazanımı değerlendirilirken ratio 

değeri 1.1’ den büyük ise 17q kazanımı “pozitif” olarak ifade edilmiştir. 

 

3.6.5. Ekspresyon Analizleri 

3.6.5.1. RNA Ekstraksiyonu 

Dokulardan RNA izolasyonu TriPure izolasyon solüsyonu kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Yöntem: 

1) 1ml TriPure solüsyonu RNA izolasyonu için ayrılan dokuların üzerine 

eklenmiştir. 

2) Dokular bu solüsyon içerisinde homojenitör ile homojenize edilmiştir. 

3) Homojenatlar 5 dakika oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

4) Örneklerin üzerine 200 µl Kloroform eklenmiştir. 

5) 15 saniye boyunca örnekler el ile ters yüz edilerek karıştırılmış ve 10 

dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

6) 12000g’de 15 dk 4oC’de sentrifuj yapılmıştır. 

7) Sentrifuj sonrası oluşan 3 fazdan en üst şeffaf faz yeni bir eppendorf tüpe 

aktarılmıştır. 

8) 500µl izopropanol eklenmiş ve el ile ters yüz edilerek karıştırılmıştır. 

9) 5-10 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 
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10) 12000g’de 10 dakika 4oC’de sentrifuj yapılmıştır. 

11) Supernatatn uzaklaştırılmıştır. 

12) 1ml %75’lik etanol pelletin üzerine eklenmiştir. 

13) 7500g’de 5 dakika 4oC’de sentrifuj yapılmıştır. 

14) Etanol pipet yardımı ile uzaklaştırılmıştır. 

15) RNA pelleti nükleaz-barındırmayan suda süspanse edilmiş (30-50µl) ve 

analize kadar -80oC’de saklanmıştır. 

 
3.6.5.2. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi için kit kullanılmıştır.  

Yöntem: 

1) 1µg RNA örneği olacak şekilde RNA örneği PCR tüplerine alınmıştır. 

2) Üzerine 1 µl oligo(dT)18 primer solüsyonu ve karışımı 13 µl’ye 

tamamlayacak miktarda ultra saf su eklenmiştir. 

3) 65oC’de 10 dakika inkübasyon yapılmıştır. 

4) İnkübasyon sonra karışımın üzerine 4µl 5X Reaksiyon solüsyonu, 0,5µl 

RNaz inhibitörü, 2µl 10mM’lık nükleotid karışımı ve 0,5µl 20U/ml’lik ters 

transkriptaz enzimi eklenmiştir. 

5) Karışım 30 dakika 55oC’de ve 5 dakika 85oC’de inküne edilmiş ve 

sentezlenmiş olan cDNA’lar anaize kadar -20oC’de saklanmıştır. 

  3.6.5.3. Eş-zamanlı PCR Analizleri: 

 ALK, ATRX, ETV5, HIF1A, HIF2A ve H2AFX genlerinin ekspresyon 

durumlarının değerlendirilmesi için gerçekleştirilen eş zamanlı PCR analizleri, 

LightCycler 480 (Roche) Real-time cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Referans 

gen olarak actin-beta geni kullanılmıştır. ALK geni için, 5’-

TGGGGCAGAGCGTTCTAA-3’ ve 5’-CAGCTGAGGTGTTGAGAAGGA-3’ primer 

çifti; ATRX geni için, 5’-TCATCAGAAGAATCTGAAGAAACAAG-3’ ve 5’-

TTTTATCTGTGTTTTGATTCATTGC-3’ primer çifti ; ETV5 geni için, 5’-

TGCCTGAAAACCAGTATCCAT-3’ ve 5’-GGGCGATTATCTCCAGGAAC-3’ primer 

çifti ; HIF1A geni için, 5’-GAACCTGATGCTTTAACTTTGCT-3’ ve 5’-

TCTGTGTCGTTGCTGCCAA-3’ primer çifti; HIF2A (EPAS) geni için 5’-

CATCTACAACCCTCGCAACC-3’ ve 5’-CAATCTCACTCAGGACGTAGTTGA-3’ 
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primer çifti ve H2AFX geni için, 5’-CGGCAGTGCTGGAGTACC-3’ ve 5’-

GGATGATTCGCGTCTTCTTG-3’ primer çifti kullanılmıştır. Tüm örnekler duplike 

çalışılmıştır. Bulgular için ortalamaları alınmıştır. 

 

Tablo 3. PCR Reaksiyon Aşamaları. 

 
 

 3.7. Araştırma Planı ve Takvimi 

Arastırmanın ön literatür taraması 

Şubat 2013 – Temmuz 2013 tarihleri arasında yapılmıştır. 

 

 

Araştırmanın etik kurul onayının alınması 

Eylül 2013 tarihinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Rutin analizler için tarafımıza gönderilen doku örneklerinin toplanması ve 

Toplanan örneklerin DNA izolasyonları 

Eylül 2013- Kasım 2015 tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 
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DNA kullanılarak rutin olarak yapılan moleküler incelemeler (Nmyc amplifikasyonu, 

1p36 delesyonu, 11q23 delesyonu, 17q25 kazanımı ve DNA ploidi çalışmaları) 

Eylül 2013-Kasım 2015 tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Hasta evreninden, araştırma örnekleminin seçimi 

Mart 2015 tarihinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Seçilen örneklerin dokularından RNA izolasyonu 

 Mart 2015  ve Kasım 2015 tarihlerinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi 

Mart, 2015 ve Kasım, 2015 tarihlerinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

ALK1, ETV5, HIF1a, HIF2a, H2AFX, ATRX genlerinin ekspresyon analizleri 

Mart, 2015 ve Ocak, 2016 tarihlerinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Verilerin düzenlenmesi ve istatistiksel analizlerin yapılması 

Ocak, 2016- Şubat,2016 tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

Tez savunması Haziran, 2016 tarihinde gerçekleştirilmiştir. 

 

 

  Araştırmanin akış şeması, Şekil 2’de gösterilmektedir. 
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Şekil 2: Projenin genel akış şeması.  
 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Gruplar arası gen ekspresyon analizleri, SPSS.15 programında, “Mann-

Whitney-U” nonparametrik testi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. SynCam ekspresyon 

analizleri için, parametrik “Independent Sample T-Test” kullanılmıştır. Tüm 

analizlerde, P değerinin 0,05 den düşük olması istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir.  

3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Bu araştırmanın sınırlılıkları arasında öncelikle hasta sayısı gelmektedir. Klinik 

veri girişinin düzenli olmaması sebebi ile tüm hastaların hasta risk sınıfları 

tarafımızca belirlenememiştir. Risk sınıfı belirlenebilmiş hastalar arasından çalışma 

örneklemi seçilebilmiş ve grupların hasta sayısı 30’un altında kalmıştır. Bu nedenle 

bazı analizler için non-parametrik testler uygulanmıştır. Hasta sayısının her iki grup 

için de 30’u aşması, araştırma verilerinin güvenilirliğini kuvvetlendirecektir. Ayrıca 
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‘ultra-yüksek risk’ olarak tanımlanan grup içerisinde sadece 5 hasta bulunmuştur. 

En az 7 kişinin olması verilerin istatistiksel anlamlılığını arttıracaktır. 

Araştırmanın bir diğer sınırlılığı genlerin sadece RNA düzeyinde bakılabilmiş 

olmasıdır.  Bulunan verilerin protein düzeyi konfirmasyonu, analizleri daha anlamlı 

kılacaktır. 

3.10. Etik Kurul Onayı 

 Bu çalışma, Dr. Behçet Uz Çocuk Hastalıkları ve Cerrahisi Eğitim Araştırma 

Hastanesi etik kurulunun, 26.09.2013 tarihinde verdiği etik kurul onayı kapsamında 

gerçekleştirilmiştir.  
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4. BULGULAR 

 4.1. Hastaların Risk Sınıflarının Belirlenmesi 

 TPOG (Türk Pediatrik Onkoloji Grubu) 2009-protokolü kapsamında 

gerçekleştirilen nöroblastom klinik ve moleküler analizlerin sonuçları 

değerlendirilerek, sırasıyla 25 ve 29 tane düşük ve yüksek risk grubu hastası 

seçilmiş ve analiz edilmiştir.  

 Gelen doku örneklerinden moleküler çalışma yapılmadan önce, doku 

örneklerinin lizinli lamlara imprintleri yapılmıştır. Bu lamlar Toludin mavi boyası ile 

boyanmış ve tümör hücresi yeterliliği açısından değerlendirilmiştir. Tümör hücresi 

yeterli olan (Şekil 2), yeterli olmayan (Şekil 3), otolitik hücreye sahip olan (Şekil 4) 

ve ganglionöroblastom hücre özelliği taşıyan (Şekil 5) örnekler değerlendirilip, 

moleküler analiz için yeterli görülen örnekler analize alınmıştır. Örneklerin tümör 

olup olmadıkları uygun markırlarla konfirme edilmiştir. 

 

 
Şekil 3: Nöroblastom kısıtlı yeterli örnek imprintinin Toludin mavi boyası ile 

boyanmış görüntüsü.  
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Şekil 4: Nöroblastom yeterli örnek imprintinin Toludin mavi boyası ile boyanmış 

görüntüsü. 

 

 
Şekil 5: Otolitik örnek imprintinin Toludin mavi boyası ile boyanmış görüntüsü.  
 

 
Şekil 6: Blastik hücreler arasında iri ganglion benzeri, bazıları multinükleer hücreler 

içeren dokundurma preparatı.  
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 Moleküler analiz sonuçlarında, MYCN amplifikasyonu, 1p36 kaybı, 11q23 

kaybı ve 17q25 kazancı ile birlikte DNA ploidisi değerlendirilirken, klinik verilerde 

hastanın yaşı, hastalığın evresi ve tümörün patolojisi değerlendirilmiştir. Seçilen 

düşük risk ve yüksek risk hastalarının risk grubu sınıflaması için kullanılan 

moleküler ve klinik verileri sırasıyla, Tablo 4 ve Tablo 5’te gösterilmiştir. 

 

Tablo 4. Düşük risk grubu hastaların, risk sınıflamasında kullanılan moleküler ve 

klinik verileri 
DÜŞÜK RİSK GRUBU        

NB 

Kod 
Cinsiyet 

yas 

(ay) 
Primer 

Nmyc 

amp. 

1p 

LOH 

11q 

Del 

17q 

Kazanç 

DNA 

ploidi 
Evre Patoloji 

37 Erkek 3 Sürrenal Negatif negatif Negatif Pozitif <1 I iyi 

41 Kiz 7 

paraspinal 

abdominal Negatif negatif Negatif Negatif <1 I 

 iyi 

histoloji 

63 Kiz 1 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Negatif 1 IVS 

 kötü 

histoloji 

144 Erkek 14 

Paraspinal 

abdominal Negatif pozitif Pozitif Negatif . I iyi 

145 Kiz 168 Servikal Negatif pozitif Pozitif Negatif <1 IIB Kötü 

154 Erkek 60 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Negatif . I 

 kötü 

histoloji 

182 Kiz 3 Servikal Negatif negatif Negatif Negatif <1 IIA kötü 

183 Erkek 42 Torakal Negatif negatif Pozitif Pozitif 1 I 

 iyi 

histoloji 

184 Kiz 18 Torakal Negatif negatif Negatif Negatif . I kötü 

194 Erkek 6 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Pozitif . I 

 kötü 

histoloji 

198 Kiz 16 Torakal Negatif negatif Negatif Negatif . I kötü 

224 Kiz 13 Sürrenal Negatif negatif Negatif Pozitif >1 I iyi 

239 Erkek 24 

Paraspinal 

(Abdominal) Negatif pozitif Pozitif Negatif 1 I iyi 

315 Kiz 5 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Pozitif >1 IIB iyi 

324 Kız 6 

Servikal (Kum 

saati:2) Negatif pozitif Negatif Negatif 1 IIA iyi 



	 29	

363 Erkek 3 

Abdominal 

Paraspinal Negatif negatif Negatif Pozitif 1 I iyi 

365 Erkek 4 . Negatif negatif Negatif Pozitif 1 I iyi 

367 Erkek 15 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

saati:2) Negatif pozitif Negatif Negatif 1 IIB iyi 

390 Erkek 25 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

saati:2) Negatif negatif Pozitif Pozitif . I kötü 

409 Erkek 2 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Negatif 1 I kötü 

411 Erkek 22 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif negatif Negatif Pozitif . IIB Kötü 

413 Kız 11 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

saati:2) Negatif pozitif Negatif Pozitif 1 IIB Kötü 

415 Kız 37 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif pozitif Negatif Negatif 1 I iyi 

465 Erkek 0 

Primeri 

bilinmeyen Negatif pozitif Negatif Negatif 1 IIB Kötü 

474 Erkek 5 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif pozitif Negatif Negatif <1 I iyi 

 

Tablo 5. Yüksek risk grubu hastaların, risk sınıflamasında kullanılan moleküler ve 

klinik verileri 
YÜKSEK RİSK GRUBU        

NB 

Kod 

Cinsiy

et 

yas 

(ay) 
Primer 

Nmyc 

amp. 

1p 

LOH 
11q Del 

17q 

Kazanç 

DN
A 

plo

idi 

Ev

re 
Patoloji 

7 Kiz 96 Sürrenal Pozitif pozitif Negatif Pozitif . IV Kötü 

25 Kiz 50 Pelvik Negatif pozitif Negatif Pozitif . III Kötü 

26 Kiz 66 Sürrenal Negatif pozitif Pozitif Pozitif >1 IV Kötü 

27 Erkek 144 Paraspinal Negatif negatif Pozitif Negatif . III iyi 
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abdominal 

29 Erkek 18 Sürrenal Pozitif pozitif Negatif Pozitif 1 III Kötü 

39 Kiz 9 pelvik Negatif negatif Negatif Negatif <1 IV 

 kötü 

histoloji 

44 Kiz 84 Sürrenal Negatif pozitif Negatif Pozitif <1 IV kötü 

78 Kiz 84 Bilinmeyen Negatif negatif Negatif Pozitif <1 IV kötü 

82 Erkek 36 

Abdominal 

sürrenal Negatif pozitif Negatif Negatif <1 IV 

 kötü 

histoloji 

102 Kiz 30 

Torako-

Abdominal Negatif negatif Negatif Negatif . IV 

 iyi 

histoloji 

110 Kiz 21 Sürrenal Negatif negatif Negatif Pozitif >1 IV iyi 

132 Erkek 19 Sürrenal Negatif pozitif Negatif Pozitif . IV kötü 

146 Erkek 36 Sürrenal Negatif . Negatif Pozitif >1 IV Kötü 

176 Kiz 30 Sürrenal Negatif pozitif Pozitif Pozitif 1 IV kötü 

202 Kız 51 

Torako-

Abdominal Negatif negatif Pozitif Pozitif 1 IV kötü 

203 Erkek 18 Sürrenal Pozitif pozitif Negatif Pozitif 1 IV Kötü 

207 Erkek 24 sürrenal Negatif pozitif Pozitif Pozitif 1 IV kötü 

255 Kiz 42 Sürrenal Pozitif pozitif Negatif Negatif . III iyi 

263 Erkek 36 

Torako-

abdominal Negatif negatif Pozitif Pozitif . IV kötü 

274 Kiz 48 Sürrenal Negatif negatif Pozitif Pozitif 1 III kötü 

275 Erkek 18 Sürrenal Pozitif pozitif Negatif Pozitif 1 IV Kötü 

281 Erkek 23 

Paraspinal 

abdominal Negatif pozitif Pozitif Negatif >1 III Kötü 

287 Kiz 90 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı Negatif pozitif Negatif Negatif 1 IV Kötü 

303 Erkek 96 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı Negatif pozitif Negatif Pozitif 1 IV 

 kötü 

histoloji 

306 Kiz 48 Sürrenal Negatif negatif Negatif Pozitif 1 IV iyi 

340 Erkek 24 

Torakal ve 

Torako-

abdominal Negatif negatif Negatif Pozitif <1 IV 

Tanımlana

mayan 

Nöroblast

om 

379 Kız 56 

Abdominal 

paraspinal Negatif 

Negati

f Negatif Negatif . IV Kötü 

438 Kız 35 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

Saati:2) Negatif pozitif Negatif Negatif >1 IV Kötü 
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442 Erkek 53 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

Saati:2) Pozitif pozitif Negatif Pozitif 1 IV Kötü 

 

 

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

 Seçilen hastalarda,  ALK, ATRX, HIF1a, HIF2a (EPAS), H2AFX ve ETV5 

genlerinin ekspresyonlarına bakmak için, taze dokulardan RNA izolasyonu ve cDNA 

çevirimi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen cDNA örneklerinde, eş-zmanlı PCR 

kullanılarak, genlerin ekspresyonu değerlendirilmiştir. Referans gen olarak beta-

aktin geni kullanılmıştır. Tablo 6 ve Tablo 7’de hedef genlerin, beta-aktin genine 

göre normalize edilmiş ekspresyon değerleri belirtilmiştir. Belirtilen değerler, 2 

tekrarlı verilerin ortalamasıdır.  

 

Tablo 6. Düşük risk grubu hastaların değerlendirilen gen ekspresyon değerleri. 

(Çalışmayan örnekler “0” rakamı ile ifade edilmiştir. Bu örnekler, hesaplamalara 

dahil edilmemiştir) 
DÜŞÜK RİSK GRUBU 

NB 

Kod 
Cinsiyet 

yas 

(ay) 
Primer 

ALK ATRX HIF1a 

HIF2a 

(EPAS) H2AFX ETV 

37 Erkek 3 Sürrenal 0 5,49E-02 0,19275 9,88E-03 

1,04E-

02 0 

41 Kiz 7 

paraspinal 

abdominal 

5,53E-

04 2,81E-03 

7,43E-

03 4,90E-04 

4,89E-

04 

1,13E-

03 

63 Kiz 1 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı 

3,48E-

04 9,78E-02 0,1649 9,01E-03 

4,39E-

03 

4,99E-

03 

144 Erkek 14 

Paraspinal 

abdominal 

9,05E-

05 0,1089 

2,75E-

02 9,46E-03 

7,26E-

03 

5,70E-

04 

145 Kiz 168 Servikal 

7,17E-

04 7,51E-03 

8,78E-

03 4,17E-03 

3,07E-

03 

5,39E-

04 

154 Erkek 60 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı 0 4,27E-02 

8,39E-

02 7,80E-03 

1,31E-

02 0 
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182 Kiz 3 Servikal 0 0,09955 0,32015 1,40E-02 

5,74E-

03 

5,22E-

03 

183 Erkek 42 Torakal 

4,64E-

05 7,87E-02 

6,98E-

02 6,30E-03 

3,92E-

03 

2,29E-

03 

184 Kiz 18 Torakal 

1,07E-

03 3,76E-03 

6,55E-

03 2,03E-03 

1,53E-

03 

3,38E-

03 

194 Erkek 6 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı 

1,21E-

03 1,44E-02 

3,35E-

02 5,82E-03 

5,00E-

03 

5,84E-

03 

198 Kiz 16 Torakal 

1,26E-

04 1,51E-03 

3,16E-

03 1,10E-03 

4,38E-

04 

2,60E-

04 

224 Kiz 13 Sürrenal 

2,34E-

03 4,09E-03 

1,79E-

02 8,92E-04 

3,05E-

04 

1,26E-

03 

239 Erkek 24 

Paraspinal 

(Abdominal) 

2,25E-

03 6,30E-03 

4,72E-

02 3,79E-03 

1,86E-

03 

3,45E-

03 

315 Kiz 5 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 

3,86E-

05 1,23E-02 

2,19E-

02 6,61E-03 

4,69E-

03 

1,53E-

03 

324 Kız 6 

Servikal 

(Kum 

saati:2) 

2,54E-

05 2,63E-02 

5,95E-

02 4,15E-03 

5,54E-

03 

2,82E-

04 

363 Erkek 3 

Abdominal 

Paraspinal 

4,22E-

04 2,34E-03 

8,95E-

03 2,80E-03 

6,42E-

04 

2,95E-

04 

365 Erkek 4 . 

5,42E-

05 2,22E-02 

4,12E-

02 1,97E-02 

9,24E-

03 

3,76E-

04 

367 Erkek 15 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

saati:2) 

2,27E-

05 4,28E-03 

1,46E-

02 9,15E-03 

6,62E-

03 

1,20E-

04 

390 Erkek 25 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

saati:2) 

5,28E-

05 6,30E-03 

1,97E-

02 9,11E-03 

4,73E-

03 

2,00E-

04 

409 Erkek 2 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 

3,05E-

06 2,99E-03 

3,73E-

03 8,66E-03 

1,47E-

02 0 

411 Erkek 22 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 

2,86E-

03 1,43E-03 

8,54E-

03 5,95E-04 

7,36E-

04 

4,54E-

04 

413 Kız 11 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

2,71E-

04 1,54E-02 

3,18E-

02 7,61E-03 

1,69E-

02 

8,09E-

04 
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saati:2) 

415 Kız 37 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 

1,41E-

04 2,83E-02 

9,16E-

02 1,84E-03 

7,00E-

04 

3,77E-

03 

465 Erkek 0 

Primeri 

bilinmeyen 0 9,51E-03 

3,85E-

02 7,85E-03 

6,20E-

03 0 

474 Erkek 5 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 

6,01E-

05 1,82E-02 

9,26E-

02 1,64E-02 

1,62E-

02 0 

 

Tablo 7. Yüksek risk grubu hastaların değerlendirilen gen ekspresyon değerleri 
YÜKSEK RİSK GRUBU 

NB 

Kod 

Cinsiy

et 

yas 

(ay) 
Primer 

ALK ATRX HIF1a 

HIF2a 

(EPAS) H2AFX ETV 

7 Kiz 96 Sürrenal 

1,72E-

04 0,36645 

1,22E-

02 

3,70E-

02 1,01E-02 0 

25 Kiz 50 Pelvik 

4,05E-

04 0,0988 

2,28E-

01 

6,62E-

03 1,28E-02 0 

26 Kiz 66 Sürrenal 

3,83E-

03 

7,04E-

03 

1,12E-

02 

2,36E-

03 5,49E-04 

6,31E-

04 

27 Erkek 144 

Paraspinal 

abdominal 

2,59E-

04 

4,62E-

02 

8,00E-

02 

9,04E-

03 7,29E-03 0 

29 Erkek 18 Sürrenal 

1,07E-

02 

2,62E-

02 

1,51E-

01 

5,18E-

03 1,16E-02 

1,41E-

02 

39 Kiz 9 pelvik 

1,42E-

05 0,14445 

7,18E-

02 

9,97E-

03 9,37E-03 

3,73E-

04 

44 Kiz 84 Sürrenal 

8,51E-

03 

1,30E-

02 

4,43E-

02 

1,76E-

03 1,43E-03 

7,11E-

03 

78 Kiz 84 Bilinmeyen 

9,43E-

03 

3,87E-

02 

5,26E-

01 

1,25E-

02 2,15E-02 

4,10E-

03 

82 Erkek 36 

Abdominal 

sürrenal 

1,00E-

03 

5,59E-

02 

1,58E-

01 

1,36E-

02 1,02E-02 

5,02E-

04 

102 Kiz 30 

Torako-

Abdominal 0 0,349 

7,66E-

01 

2,42E-

02 1,08E-02 0 

110 Kiz 21 Sürrenal 0 0,11505 

2,08E-

01 

1,45E-

02 1,11E-02 

0,00E+0

0 

132 Erkek 19 Sürrenal 0 

8,54E-

02 

2,66E-

01 

1,38E-

02 3,50E-02 0 

146 Erkek 36 Sürrenal 0 0,1542 

4,33E-

01 

3,50E-

02 1,05E-02 0 

176 Kiz 30 Sürrenal 0 0,2667 1,82E- 8,49E- 1,23E-02 0 
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01 03 

202 Kız 51 

Torako-

Abdominal 

5,19E-

03 

6,19E-

02 

3,21E-

01 

1,18E-

02 1,00E-02 

2,17E-

03 

203 Erkek 18 Sürrenal 

8,34E-

04 

4,15E-

02 

1,83E-

01 

7,56E-

03 4,91E-03 

1,05E-

03 

207 Erkek 24 sürrenal 

1,68E-

04 

1,27E-

02 

2,10E-

02 

5,48E-

03 2,44E-03 

5,35E-

03 

255 Kiz 42 Sürrenal 0 0,227 

1,68E-

01 

2,76E-

02 1,33E-02 0 

263 Erkek 36 

Torako-

abdominal 0 

3,31E-

03 

4,07E-

02 0,1588 3,48E-02 0 

274 Kiz 48 Sürrenal 0 0,1189 

1,16E-

03 

2,12E-

02 5,82E-02 0 

275 Erkek 18 Sürrenal 0 

3,76E-

02 0,3558 

1,66E-

02 1,43E-02 0 

281 Erkek 23 

Paraspinal 

abdominal 

2,07E-

04 

6,59E-

02 

5,73E-

02 

1,01E-

02 1,21E-02 0 

287 Kiz 90 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı 0 

1,63E-

01 

1,25E-

01 

6,79E-

03 8,28E-03 0 

303 Erkek 96 

Abdominal 

Sürrenal tek 

taraflı 0 

3,13E-

02 

1,75E-

02 

1,68E-

02 1,75E-02 

2,52E-

03 

306 Kiz 48 Sürrenal 

9,57E-

04 

2,41E-

02 

6,84E-

02 

1,68E-

03 1,44E-03 

6,36E-

03 

340 Erkek 24 

Torakal ve 

Torako-

abdominal 

1,78E-

04 0,1605 

1,14E-

02 

6,95E-

03 1,99E-03 

1,35E-

03 

379 Kız 56 

Abdominal 

paraspinal 0 

1,53E-

02 

2,52E-

02 

1,46E-

02 1,38E-02 0 

438 Kız 35 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

Saati:2) 

1,31E-

04 

5,45E-

02 

5,45E-

02 

9,22E-

03 8,35E-03 0 

442 Erkek 53 

Abdominal 

sürrenal tek 

taraflı (Kum 

Saati:2) 

1,24E-

03 

4,74E-

03 

4,74E-

03 

9,65E-

04 1,23E-03 

9,06E-

04 

 

 Yüksek Risk ve düşük risk hastalarının ekspresyon ortalamalarına 

bakıldığında, ETV5 dışındaki (p=0,09) tüm genlerin, yüksek risk grubunda anlamlı 
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olarak daha fazla eksprese olduğu görülmüştür (Şekil 6-11). Yüksek risk grubu ve 

düşük risk grubu hastaların ortalama ekspresyon değerleri karşılaştırıldığında; 

ALK1, ATRX, HIF1a, HIF2a(EPAS), H2AFX ve ETV5 genleri, yüksek risk grubunda 

düşük risk grubuna göre sırasıyla, 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) artış 

göstermiştir. 

 

 
Şekil 7. Yüksek ve düşük risk grubu ALK ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.036) 

 
Şekil 8. Yüksek ve düşük risk grubu ATRX ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.000) 
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Şekil 9. Yüksek ve düşük risk grubu HIF1a ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.013) 

 
Şekil 10. Yüksek ve düşük risk grubu HIF2a ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.007) 

 

 
Şekil 11. Yüksek ve düşük risk grubu H2aFX ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.005) 
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Şekil 12. Yüksek ve düşük risk grubu ETV5 ekspresyon değeri karşılaştırması. 

(p=0.090) 

 

 Ekspresyonları değerlendirilen genlerin hastalar arası ifadelenme profillerine 

ayrı ayrı bakıldığında, ALK geni için, toplamda 17 yüksek risk ve 21 düşük risk 

hastası değerlendirmeye katılmıştır. Düşük risk grubu hastalarda (Şekil 12A), 

NB224, NB239 ve NB411 numaralı hastalarda yüksek ALK1 ekspresyonu 

gözlenirken, yüksek risk grubu hastalarında (Şekil 12B), NB29, NB44, NB78 ve 

NB202 numaralı hastalarda yüksek ALK1 ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
 

 

B) 

 
Şekil 13. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların ALK1 ekspresyon profili. 

 

 ATRX geni için, düşük risk grubundan 25, yüksek risk grubundan 29 hastanın 

verileri değerlendirilmiştir. Düşük risk grubu hastaları kendi içlerinde 

karşılaştırıldıklarında (Şekil 13A), NB63, NB144, B182 ve NB183 numaralı 

hastalarda daha yüksek ATRX ekspresyonu gözlemlenirken; yüksek risk grubu 

hastaları kendi içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 13B), NB7, NB102, NB176 ve 

NB255 numaralı hastalarda daha fazla ATRX ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
 

B) 

 
Şekil 14. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların ATRX ekspresyon profili. 

 

 HIF1a geni için, düşük risk grubundan 25, yüksek risk grubundan 29 hastanın 

verileri değerlendirilmiştir. Düşük risk grubu hastaları kendi içlerinde 

karşılaştırıldıklarında (Şekil 114A), NB37, NB63 ve NB182 numaralı hastalarda 

daha yüksek HIF1a ekspresyonu gözlemlenirken; yüksek risk grubu hastaları kendi 

içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 14B), NB78, NB102, NB146 ve NB275 

numaralı hastalarda daha fazla HIF1a ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
 

 

B) 

 
Şekil 15. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların HIF1a ekspresyon profili. 

 

 HIF2a(EPAS) geni için, HIF1a geni için, düşük risk grubundan 25, yüksek risk 

grubundan 29 hastanın verileri değerlendirilmiştir. Düşük risk grubu hastaları kendi 

içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 15A), NB182, NB365 ve NB474 numaralı 

hastalarda daha yüksek HIF2a ekspresyonu gözlemlenirken; yüksek risk grubu 

hastaları kendi içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 15B), NB263 numaralı hastada 

daha fazla HIF2a ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
 

 

B) 

 
Şekil 16. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların HIF2a (EPAS) ekspresyon 

profili. 

 

 H2aFX geni için, HIF1a geni için, düşük risk grubundan 25, yüksek risk 

grubundan 29 hastanın verileri değerlendirilmiştir. Düşük risk grubu hastaları kendi 

içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 16A), NB37, NB63, NB154, NB365, NB409, 

NB413 ve NB474 numaralı hastalarda daha yüksek H2aFX ekspresyonu 

gözlemlenirken; yüksek risk grubu hastaları kendi içlerinde karşılaştırıldıklarında 

(Şekil 16B), NB78, NB132, NB263 ve NB274 numaralı hastalarda daha fazla 

H2aFX ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
B) 

 
Şekil 17. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların H2aFX ekspresyon profili. 

 

 ETV5 geni için, düşük risk grubundan 20, yüksek risk grubundan 14 hastanın 

verileri değerlendirilmiştir. Düşük risk grubu hastaları kendi içlerinde 

karşılaştırıldıklarında (Şekil 17A), NB37, NB63 ve NB182 numaralı hastalarda daha 

yüksek HIF1a ekspresyonu gözlemlenirken; yüksek risk grubu hastaları kendi 

içlerinde karşılaştırıldıklarında (Şekil 17B), NB78, NB102, NB146 ve NB275 

numaralı hastalarda daha fazla HIF1a ekspresyonu gözlemlenmiştir. 
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A) 

 
 

B) 

 
Şekil 18. A) Düşük risk B) yüksek risk grubu hastaların ETV5 ekspresyon profili. 

 

 Yapılan korelasyon analizleri sonucunda, ALK1, ATRX, HIF1a, HIF2a, H2aFX 

ve ETV5 genlerinin ekspresyon seviyeleri ile; MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu, 

11q kaybı ile,  ALK dışındaki diğer genlerin de 17q kazancı ile anlamlı bir ilişkisi 

olmadığı gözlemlenmiştir. ALK ekspresyonunun 17q kazancı pozitif hastalarda daha 

fazla olduğu görülmüştür (p=0.018). ETV5 dışındaki genlerin, yüksek risk grubunda 

anlamlı olarak arttığı görülmüştür.  

Tedavi protokolünde, ilk indiksiyon tedavisine yanıt vermeyen ve progresif 

hastalığa sahip hastalar, “ultra-yüksek risk” grubu olarak değerlendirilmiştir. Yüksek 

risk grubu hastlarını, ultra-yüksek risk ve yüksek risk olarak ayrımladığımızda, ALK 
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ekspresyonunun ultra-yüksek risk grubunda daha fazla (p=0.027), ATRX geninin ise 

yüksek risk grubu hastalarda daha az eksprese olduğu (p=0.01) bulunmuştur. 
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5. TARTIŞMA 
 

Nöroblastom, çocukluk çağının en sık görülen ekstrakraniyal solid tümörüdür. 

Tümörün biyolojik davranışındaki değişkenlik nedeniyle, hastalığın prognozunu 

belirlemede ve tedavisinde farklı yanıtlar alınmaktadır. Yapılan son çalışmalarda, 

hastalığın seyrinde etkili olabileceği belirtilen farklı gen ve mekanizmalar 

gösterilmiştir. Özellikle yüksek risk grubuna giren hastaların belirli gen 

ifadelenmelerinin aydınlatılmasının, risk gruplarının belirlenmesi ve tedavi 

protokolünün seçimi konusunda yol gösterici olacağı düşünülmektedir.  

Bu çalışmada, hastalığın prognozunu belirleme ve tedavi yönteminin 

kararlaştırılması açısından, hastalığın moleküler biyolojisinin daha iyi anlaşılmasına 

yönelik genetik düzeyde araştırma yapılması amaçlanmıştır. Bu doğrultuda yüksek 

risk grubuna giren nöroblastom hastalarında, son zamanlarda tedavi protokolünü 

etkilediği belirlenen ve önemli olduğu düşünülen ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b 

ve H2AX genlerinin RNA seviyesinde ifadelenme analizleri değerlendirilmiş, yüksek 

risk gurubunun, ultra-yüksek risk ve yüksek risk olarak ayrılmasında rol 

oynayabilecek belirteç bir genin varlığı araştırılmıştır. 

  ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin ekspresyonlarına 

bakldığında, ETV5 geni dışındaki genlerin ekspresyonalarında, yüksek risk 

hastalarında düşük risk hastalarına göre anlamlı olarak artış gözlemlenmiştir.  

 ETS transkript varyantı 5 (ETV5), ETS transkripsiyon faktör ailesinin korunmuş 

bir üyesidir (106).  ETV5, kolon karsinomlarında sporadik olarak yüksek ekspresyon 

gösterirken (107), Hec-1A endometrioid endometriyal karsinom hücre hattında fazla 

ifadelendiği ve metastatik fenotip ile ilişkili olduğu bulunmuştur (106). Ayrıca 

ETV5’in meme karsinomlarının %80’inde yüksek eksprese olduğu ve kötü prognoz 

ile ilişkili olduğu bulunmuştur (108). ETV5 geninin, matriks metalloproteinaz 2 

geninin regülasyonunda rol oynadığı da yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir (109). 

Bu çalışmada, ETV5 geni, yüksek risk hastalarında, düşük riske göre 1,94 kat artış 

göstermiş, buna karşın, bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.09). 

İstatistiksel anlamlılığın bulunamamasının, ETV5 geni için değerlendirilen hasta 

sayısının az olmasından kaynaklanabileceği düşünülmektedir.  
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Bu çalışmada, HIF1a ve HIF1b genlerinin, yüksek risk grubu hastalarda daha 

fazla eksprese olduğu gösterilmiştir. Hipoksi-indüklü faktörler (HIF), tümör 

hücrelerinde farklı regüle edilmektedir. HIF1a ve HIF2a proteinlerinin, nöroblastom 

hücrelerinde de farklı ifadelendiği, hipoksik koşullarda, HIF1a’nın hızlı ve geçici 

stabilizasyon gösterdiği, HIF2a’nın ise daha uzun eksprsyon sergilediği 

gösterilmiştir (110,111). Yüksek HIF2a seviyelerinin, nöroblastom ve glioblastomda 

agresif hastalık fenotipi ile ilişkili olduğu gösterilmiş, bu geninin ekspresyonunun 

azaltılması, tümör büyümesinin olumsuz etkilemiş ve bu sonuçlar doğrultusunda 

HIF2a’nın onkogen olarak tanımlanabileceği belirtilmiştir (110,111). Yüksek risk 

hastalarında bu genin fazla ifadenmesi, bu genin, kötü nöroblastom prognozunda 

rol oynadığını doğrular niteliktedir.  

Korelasyon analizlerine göre, cinsiyetin, herhangi bir moleküler parametre ile 

ilişkili olmadığı gözlemlenmiştir. Yaş ile evre arasında anlamlı bir ilişki bulunmuştur 

(p=0.010). Evre IIB, III ve IV hastalarının yaş ortalamaları, evre I,IIA ve IVS 

hastalarının yaş ortalamalarına göre daha yüksektir. Ekspresyonları değerlendirilen 

genlerin, MYCN amplifikasyonu, 1p delesyonu ve 11q delesyonu ile anlamlı bir 

ilişkisi bulunmamıştır. Buna karşın, 17q kazancı pozitif olan olgularda, ALK1 gen 

ekspresyonunun, anlamlı olarak daha fazla olduğu gözlemlenmiştir (p=0.018).   

Yüksek risk hastaları, “ultra-yüksek risk” ve “yüksek risk” olarak iki gruba 

ayrıldığında, ALK gen ekspresyonunun “ultra-yüksek risk” grubunda daha yüksek 

olduğu (p=0.027) gözlemlenmiştir. Bu genin, MYCN amplifikasyonu,1p delesyonu 

ve 11q kaybı ile ilişkili bulunmaması, yüksek risk grubu içerisinde “ultra-yüksek risk” 

alt grubunun ayrımında belirteç olabileceğini düşündürtmektedir.  

Kromatin-yeniden-modellemede görev alan ATRX genini inaktive edici 

mutasyonların, yüksek risk grubu hastalarında bulunan bir küme olduğu daha 

önceki çalışmalarda gösterilmiş  (99-101) ve bu mutasyonların, alternatif telomer 

uzatıcı sinyal yolağı (ALT) aktivasyonuna neden olduğu belirtilmiştir (100). ATRX 

mutasyonu olan hastaların, yüksek-risk gurubu içerisinde daha kötü seyirli olduğu 

belirtilmiştir (101). ATRX mutasyonlarının MYCN amplifikasyonundan bağımsız 

olduğu önceki çalışmalarda gösterilmiştir (99). Bulgularımız bu veriyi destekler 

niteliktedir. ATRX geni aynı zamanda Rac/Rho sinyal yolağının regülatörüdür ve 

NB’da nöritogenezde de rol oynadığı gösterilmiştir (97,98). 
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ALK, insülin reseptör süperailesi reseptör tirozin kinaz üyesidir (113). 

Kromozom 2p23 bölgesinde bulunmakta ve tek zincirli transmembran bir protein 

kodlamaktadır (113).Mutant yada amplifiye ALK; JAK-STAT, PI3K-AKT ya da RAS-

MAPK yolaklarının aktivasyonu aracılığı ile hücre büyümesini ve canlılığını 

tetiklemektedir (114). ALK aktive edici mutasyonları, çocukların %8’inde 

görülmektedir (98). Bu gendeki mutasyonlardan bağımsız olarak, bu reseptörün 

yüksek protein ekspresyon seviyeleri de, proteinin onkogenik rolünde belirtilmiştir 

(98). Dolayısı ile ALK aşırı ekspresyonu, kötü prognozda rol oynamaktadır. ALK, 

“ultra-yüksek risk” grubu hastalarında, yüksek risk grubu hastalarına göre anlamlı 

olarak artmıştır. Bu nedenle bu alt-grubun ayrılmasında etkili olabileceği 

düşünülmektedir. 

MYCN amplifikasyonu ve ALK mutasyonları, nöroblastomdaki en yaygın ve 

önemli biyolojik bozukluklar arasındadır. MYCN amplifikasyonu genelde yüksek risk 

grubu hastalarda görülürken, ALK mutasyonları, düşük ve ileri evre hastalarda 

benzer oranlarda görülmektedir (112). Germ hücre kaynaklı ALK mutasyonları, 

herediter nöroblastomlu hastaların bir kısmını oluşturmaktadır. ATRX mutasyonları, 

kronik fakat progresif hastalığın tespitinde yeni bir biyobelirteç olabilme 

potansiyelindedir ve farkli risk-bazlı tedavi yanıtlarında rol oynayabileceği 

düşünülmektedir (112). 

Agresif nöroblastom üzerinde etki edebilecek önemli bir bulgu da, yüksek-risk 

nöroblastomda, genetik düzenlemelere bağlı olarak oluşan TERT (Telomeraz ters 

transkriptaz) aktivasyonudur (115). ATRX mutasyonlarının, farklı bir yüksek-risk 

grubunu tanımladığı, sadece MYCN-amplifiye olmayan ve normal-TERT düzeyine 

sahip nöroblastomlarda görüldüğü ve alternatif telomer uzatma aktivitesi ile ilgili 

olduğu gösterilmiştir (115). Telomer uzaması, yüksek-risk nöroblastomun sık 

görülen bir özelliğidir (114).  ATRX geninin yüksek risk ve “ultra yüksek risk” grubu 

ayrımındaki rolünün, telomerler üzerinden etki etmesi, olası mekanizmalar 

arasındadır. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 
 

Bu çalışma ile, ALK, ATRX, ETV5, HIF1a, HIF1b ve H2AX genlerinin 

ekspresyonlarına bakldığında, yüksek risk grubu hastalarında, düşük risk grubuna 

göre daha fazla ifadelendiği gösterilmiştir. Bu genlerin, nöroblastom rutin moleküler 

analiz parametreleri olan NMYC, 1p36, 11q23,17q25 genetik değişimleri ile anlamlı 

ilişkileri bulunmamıştır. Analizi yapılan genlerden, ALK ve ATRX gen 

ekspresyonlarının, yüksek risk grubu içerisinde “ultra-yüksek risk” grubu 

hastalarının belirlenmesinde aday belirteç olabilecekleri gösterilmiştir. ALK ve ATRX 

genleri ile yapılacak olan protein seviyesindeki çalışmalar ile, bu genlerin “ultra-

yüksek risk” sınıfı ayrımındaki rollerinin daha net anlaşılmasına katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 
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