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OZET

Kadircan Sarigéllii. Anne siitiiniin noroblastom hiicre farklilagsmasi iizerine etkinligi

Amag: Noroblastom ilk bir yas igerisinde spontan benign forma doniisiim gosterebilir veya regrese
olabilir. Bebegin bu donem igerisinde anne siitii gibi maruz kaldig1 bir faktdr veya durum buna neden
olabilir. Bu ¢alismada anne siitiiniin noéroblastom diferansiyasyonunda etkinliginin degerlendirilmesi
amaclandi.

Gereg ve Yontem: SHSY5B ndroblastom hiicrelerine in-vitro ortamda %21 (Grup 1), %2 (Grup 2) ve
%5’lik (Grup 3) konsantrasyonlarda anne sutu verildi ve hucreler diferansiyasyon agisindan morfolojik
olarak incelendi. Noron diferansiyasyonu norit uzamasi ile kontrol edildi.

Bulgular: Hiicre diferansiyasyonunu degerlendirmek amaciyla 6lgiilen ortalama ndrit uzantisi, gruplar
arasinda kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulundu (p=0.001). Kontrol grubu
ile Grup 1, 2 ve 3 karsilastirildiginda anne siitii gruplarinda ndorit uzantist daha uzun idi ve aralarinda
istatistiksel anlamli farklilik vardi (Kontrol; 31.4 + 5.7 Px vs. Grup 1; 90.4 + 14 Px, p=0.002; Kontrol;
31.4 £ 5.7 Px vs. Grup 2; 94.9 + 14.6 Px, p=0.002; Kontrol; 31.4 + 5.7 Px vs. Grup 3; 95.4 + 14.6 Px;
p=0.002). Grup 1, 2 ve 3 kendi aralarinda norit uzamasi agisindan karsilastirildiginda, nérit uzamasi anne
sititli konsantrasyonu arttik¢a daha uzun bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Grup 1:
90.4 + 14 Px vs. Grup 2: 94.9 + 14.6 Px; p=0.41, Grup 1: 90.4 + 14 Px vs. Grup 3: 95.4 + 14.6 Px;
p=0.28, Grup 2: 94.9 + 14.6 Px vs. Grup 3: 95.4 = 14.6 Px; p=0.95). Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3
gruplarindaki norit uzamas: giinlere gore karsilastirildiginda uzunluk degisimi acisindan istatistiksel
olarak anlamli idi (Kontrol; p=0.001, Grup 1; p<0.0001, Grup 2; p<0.0001 ve Grup 3; p<0.0001). Gruplar
kendi i¢inde bir, iic ve besinci gilinlerdeki ortalama ndrit uzamasi agisindan karsilastirildiginda, tiim
gruplarda besinci giin birinci ve ligiincli giinden, {igiincli giinde birinci glinden daha uzun olmasina
karsilik istatistiksel olarak anlamli degildi.

Sonug: Bulgularimiz anne siitiiniin in-vitro sartlarda noroblastom diferansiyasyonu (zerinde etkili
oldugunu gostermektedir. Bu diferansiyasyon etkisi ortamdaki anne sitl konsantrasyonu ve maruz
kalinan giin sayist ile paralel olarak artmaktadir. Bu etki anne siitii icerigindeki bir madde veya maddeler
ile ilgili olabilir. ileride yapilacak calismalar ile diferansiyasyon iizerine etkili maddenin ayristirilmasi

sonucunda yeni bir tedavi gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler : anne std, diferansiyasyon, néroblastom
Yazar Ad : Dr. Kadircan Sarigéllii
Damisman : Dog. Dr. Erman Atas



ABSTRACT

Kadircan Sarigollu. Effect of breast milk on differentiation of neuroblastoma cell.

Objective: Neuroblastoma may be transformed into a spontaneous benign form in the first year of age or
may regress. This may be caused by a factor or condition in which the baby is exposed to breast milk
during this period. The aim of this study was to evaluate the efficacy of breast milk in neuroblastoma
differentiation.

Materials and Methods: SH-SY5B human neuroblastoma cell cultures were treated with breast milk in
%1 (Group 1), %2 (Group 2) and %5 (Group 3) concentrations in vitro, and cells were examined
morphologically for differentiation. Neuronal differentiation was examined by measurement of neurite
extension.

Results: Mean neurite extension measured in order to evaluate cell differentiation was statistically
significant when compared between groups (p = 0.001). When the control group was compared with
Group 1, 2 and 3, the neurite extension was longer in the breast milk groups and there was a statistically
significant difference between them (Control; 31.4 + 5.7 Px vs. Group 1; 90.4 + 14 Px, p=0.002, Control;
31.4 £ 5.7 Px vs. Group 2; 94.9 + 14.6 Px,p=0.002; Control; 31.4 + 5.7 Px vs. Group 3; 95.4 + 14.6 Px;
p=0.002). Although neurite extension was longer as breast milk concentration increased, it was not
statistically significant. (Group 1: 90.4 + 14 Px vs. Group 2: 94.9 + 14.6 Px; p=0.41, Group 1: 90.4 + 14
Px vs. Group 3: 95.4 + 14.6 Px; p=0.28, Group 2: 94.9 + 14.6 Px vs. Group 3: 95.4 + 14.6 Px; p=0.95).
Neurite extension in Control, Group 1, Group 2 and Group 3 groups was statistically significant in terms
of length change compared to days (Control; p=0.001, Group 1; p<0.0001, Group 2; p<0.0001 and Group
3; p<0.0001). When the groups were compared in terms of mean neurite extension on the first, third and
fifth days, the difference was not statistically significant.

Conclusion: Our results show that breast milk is effective on neuroblastoma differentiation under in-vitro
conditions. This differentiation effect increases in parallel with the breast milk concentration and the
number of days exposed. This effect may be related to a substance or a factor in the content of breast
milk. Future studies are required to discover the differentiation inducing factor in the breast milk. A new
treatment can be developed as a result of the separation of the active substance on differentiation with

future studies.

Key Words : breast milk, differentiation, neuroblastoma
Author : Kadircan Sarigollu, M.D.
Counselor : Erman Atas, M.D. Assoc. Prof.
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1. GIRIS VE AMAC

Noroblastom sempatik gangliyonlar ve/veya adrenal medulladan ortaya
c¢ikabilen ¢ocukluk ¢agimin en sik gorilen ekstrakranial solid malign tuméruadur (1).
Noroblastom diferansiye olabilen bir timordiir. Kemoterapi sirasinda veya
kemoterapi sonrasinda kullanilan retinoik asit gibi doniistiiriicii ajanlarin kullanimi
ile gelisen diferansiyasyon patoloji 6rneklerinde gosterilmistir (2). Ozellikle ilk bir
yas icerisinde spontan olarak benign forma doniisim ve regresyon olabilir (3).
Spontan benign forma doniisiim, ilk yas igerisinde siklikla olmakta, yas ilerledikge
bu oran azalmaktadir (4) Bunun en iyi kanit1 farkli sebeplerden 6len ve néroblastom
tanis1 olmayan yenidoganlarda yapilan otopsi caligmalarinda normalde gorilenden
400 kat daha fazla fibrotik noroblastom kalintilarinin tespit edilmis olmasidir (5, 6).
Sinir hiicrelerinin diger néronlar veya kas hiicreleri ile iletisim kurmasini saglayan
hiicresel uzantilarina norit denilmektedir. Norit uzantilar1 diferansiyasyon surecini
gosteren morfolojik bulgulardan birisidir (7). NOroblastomun regresyonunda ve
diferansiyasyonunda anneden gecen antikorlar, bebegin kendi immiinitesi,
transplasental gecen immdin hicreler de 6nemli bulunmustur (8). Bu nedenle ilk bir
yas icerisinde bebegin maruz kaldigi bir faktor veya durumdan dolay1 bu benign
forma doniisiim veya regresyon olabilir. Tk bir yas icerisinde bebeklerin en ¢ok
tiikettigi besin anne siitidur. Anne sitliniin ndroblastom (zerine etkinligi ile ilgili su
ana kadar herhangi bir c¢alisma yapilmamistir. Bu c¢alismada anne sltunin
noroblastom diferansiyasyonu Gzerinde etkisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi

amagclandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. NOROBLASTOM

2.1.1. Genel bilgiler

Cocukluk ¢aginin en sik goriilen ekstrakraniyal solid timoradar. Goérulme
siklig1 tiim ¢ocukluk ¢ag1 tiimérlerinin %8-10’unu olusturur (9-11). Insidansi tiim
dinyada benzer olarak her 8000 canli dogumda 1’dir. Erkeklerde biraz daha fazla
gorulmekle beraber erkek/kiz orani 1.2/1°dir (10). Etiyolojisi bilinmemekle birlikte
etiyolojide rolii gosterilmis ¢evresel bir faktor (6rnegin radyasyon, virls, ilag vb.)
tanimlanamamustir. Genetik predizpozisyonu germinal mutasyonlara bagli olan
otozomal dominant geg¢isli ailevi néroblastom olgular1 vardir. Norofibromatozis Tip
1, Hirschsprung hastali§i ve santral hipoventilasyon sendromu gibi hastaliklarin
noroblastom ile birlikte goriilme sikligi fazla olmakla beraber néroblastom
hlcrelerinde NF1 genindeki homozigot inaktivasyonlar gosterilmistir (12).

Hastalik periferik sempatik sinir sisteminin embriyonal kaynakli bir
timoriidiir ve noral krest hiicrelerinden koken alir (9, 10). Hastalik kiigiik mavi
hicreli ndroblastomdan schwann hiicre stromas: ve gangliyon hiicreleri igerigi ile
daha iyi farklilasma gosteren ganglionéroma kadar degisen derecelerde farklilasma
gosterebilir (12). Ortalama tan1 yas1 22 ay iken %90 hasta ilk 5 yasta tan1 almaktadir
(3). TUmor primer yerlesim yerine veya metastaz yaptigi yerlere uygun olarak
semptom verebilecegi gibi lokalize hastalik durumunda semptomsuz olabilir. Bu
durum tan1 konulmasini giiglestiren bir durumdur. Klinik olarak hasta periorbital
ekimoz, ates, huzursuzluk, kilo kaybi, kemik agrilari, mavimsi subkutan nodiiller gibi
semptom ve bulgular ile gelebilecegi gibi, sadece kitle etkisine bagli basi
semptomlart (spinal kord basisi, sliperior vena kava sendromu vs.) ile de karsimiza
cikabilir (10). Noroblastom tanist  “Uluslararasi noroblastom evreleme sistemi
(INSS)” tan1 kriterlerine gore konulmaktadir. Bu kriterlere gore; tiimér dokusunun
histopatolojik incelemesi ile kesin néroblastom tanisinin konulmasi veya kemik iligi
aspirasyonu ve biyopsisinde néroblastom tumor hicrelerinin olmasi yanisira idrar
ve/veya kan katekolamin ve metabolit (6zellikle vanil mandelik asit) diizeylerinde

artisin gosterilmesi gerekmektedir (10). Hastaligin prognozunda etkili faktorler yas,



evre, patolojisi, yerlesim yeri, DNA indeks, Shimada histolojisi, 1p veya 11q veya
17q aberasyonlar1 ve N-Myc amplifikasyonudur (9, 12). Hastalik bu kriterlere gore
diisiik, orta ve yiiksek risk gruplarina ayrilarak tedavi edilmektedir. NOroblastom
tedavisinde cerrahi eksizyon, kemoterapi * radyoterapi birlikte kullanilmaktadir.
Yiksek riskli ve niks olan hastalarda otolog kok hiicre transplantasyonu, MIBG ve
Lutesyum tedavileri kullanilabilmektedir (13). Idame tedavisinde diferansiye edici
ajan olan retinoik asit tedaviye eklenmektedir. Bunun haricinde noéroblastom
tarafindan eksprese edilen disialogangliozide karsi monoklonal antikor dinutuximab
hedef tedavi segenegi olarak kullanima girmistir (14). Standart kemoterapi tedavi
rejimleri ile Evre IV hastalar i¢in iki yillik toplam yasam hiz1 % 30 olarak
bildirilmistir (15). Olaysiz yasam hiz1 Kkarsilastirilmasinda otolog kok hiicre
transplantasyonu kolu (% 30) konvansiyonel kemoterapi kolundan (% 17) daha iyidir
(16). Giiniimiiz sartlarinda otolog hematopoetik kok hiicre nakli, bakim ve
immunoterapiler gibi konsolidasyon tedavileri ile % 50 olaysiz yasam hizina
yiikseltilmistir (17). Ancak yine de tedavide en biyuk sorun hastalarin niiks

etmeleridir. Bu yilizden yeni tedavilere ihtiyag vardir.

2.1.2. Noroblastomda Diferansiyasyon

Noroblastom histopatolojik olarak incelendiginde malign formdan benign
forma diferansiyasyon gosterebilen birka¢ timdorden biridir. Bu diferansiyasyon
ozelligi ozellikle ilk yas igerisinde devam etmektedir (1). Spontan benign forma
doniistim ilk yas igerisinde siklikla olmakta, yas ilerledik¢e bu oran azalmaktadir
(3). Bunun en iyi kanit1 otopsi yapilan yenidoganlarda normalde gériilenden 400 kat
daha fazla noroblastom tespit edilmesidir (3, 5). Bu durum ilk bir yas igerisinde
bebegin maruz kaldigi bir faktér ve durumdan dolay1 benign forma doniisiim oldugu
ve tiimorlerin 400 kat azaldig: diisiincesini dogurmaktadir. Beckwith ve Perrin’in (6)
yaptig1 bagka bir ¢calismada farkli sebeplerden 6len ve ndéroblastom olmadigi bilinen
3 aydan kiigiik infantlarin adrenal bezleri incelendiginde her 40 infantdan 1’inin
adrenal bezinde ndroblastik hicreler iceren odaklar saptanlmistir. Aragtirmacilar bu
durumun  “in-situ  noéroblastom” olarak adlandirilmasini = Onermiglerdir  (6).
Noroblastomdaki bu spontan regrasyonu agiklayan farkli mekanizmalar mevcuttur.

Bunlar :



2.1.2.1.Norotrofin reseptOrleri ve regresyon: Santral ve periferik sinir
sisteminin gelisiminde ve devamliliginin saglanmasinda Trk ndrotrofin reseptorleri
(TrkA/NTRK1, TrkB/NTRK2, TrkC/NTRK3) kritik rol ustlenmektedir. Sinir
blylme faktéri (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) ve norotrofin 3
(NT3) isimli biytme faktorleri, bu reseptorlerin ligandi olarak calismaktadir. Bu
reseptorlerin  néroblastom patogenezinde Onemli rol oynadigi gosterilmistir.
Noroblastlar embriyonik donemde sempatik sinir sistemini olusturmak tizere yola
citkmis Ozellesmis hiicrelerdir. Cevreden aldiklar1 biiyiime faktérii uyarilar
sonucunda diferansiye olarak sempatik veya parasempatik sinir sistemi hicrelerini
olusturmaktadirlar. Noroblast diferansiyasyonu NGF uyarimi sonrast olmaktadir. Bu
biylime faktorl hiicre yuzeyinde bulunan tirozin reseptér kinaz reseptorlerini
uyarmakta ve hiicre TrkA, TrkB ve p75 reseptor uyarimina gore farkli hiicre ici
sinyal yolaklarina gitmektedir (3, 18, 19). Yuksek TrkA ekspresyonu olumlu klinik,
biyolojik ozellikler ve iyi sonuglar ile iligkilidir (19-21). TrkC nin ek prognostik
onemi yoktur ve TrkA ile aymi 6zelliklere sahiptir. Buna karsilik TrkB’nin BDNF ile
birlikte ekspresyonunun arttigi durumlar klinik ve biyolojik olarak agresif timor ve
kotu sonuclar gostermektedir (22). TrkB-BDNF yolak aktivasyonu invazyon,
metastaz, tedaviye diren¢ ve anjiyogenez ile iliskilidir (3, 18, 23-26). TrkA ve
TrkC’nin ligandlarinin yoklugunda reseptorlerin uyarilamamasi nedeni ile apopitotik
sinyaller olusturdugu bilinmektedir (27, 28). P75/NGFR reseptorlerinin
koekspresyonu ile ¢ Trk reseptdrinun de ligandlarina sensitivite ve spesifiteleri
artmaktadir (29, 30). Trk ekspresyonu olmadan olusan P75/NGFR reseptor
aktivasyonu ise hicreyi apopitoza gotirmektedir (28, 31). Sonuc¢ olarak, NGF
uyarimi sonrasinda diferansiyasyon olurken BDNF uyarimi sonrasi ise hiicre

survival tetiklenmektedir.

Malign hiicre dizilerinde yapilan arastirmalarda néroblastom hiicre hatlarinda
halen diferansiyasyon ozelliginin devam ettigi ortaya konulmustur (32). Bu
diferansiyasyon o6zelligi sayesinde malign noroblastom hiicre hatlar1 degisik metotlar
ile diferansiye edilerek noronlara dontstiiriilmekte ve nodrotoksisite, parkinson

hastalig1 gibi hastalik modelleri ve ilag arastirmalar1 yapilmaktadir (32).



Evre 4S veya disiik evreli timorler genellikle yuksek oranda TrkA
ekspresyonu gosterebilmektedir (20, 21). Bu hastalardan alinan hiicreler in vitro
sartlarda ortamda NGF varliginda diferansiyasyona ugramaktadir, fakat ayni hiicreler
ortamda NGF olmadiginda apopitozise gitmektedir (33, 34). Bu durum bazi
hastalardaki néroblastomun diferansiyasyona gidisini veya spontan regresyonunu

aciklar niteliktedir.

2.1.2.2. immiinolojik Mekanizmalar ve Regresyon: Noroblastom dahil
baz1 kanserlerin spontan regresyonu akut enfeksiyonlar ile iligkili olabilir. Deneysel
olarak tiimor metastazlarindaki regresyonun imminomodulatuar sitonkinlerle
indiiklendigi gosterilmistir (35, 36). Farkli ¢alismalarda timorl infiltre eden
lenfositler gosterilmis ve noroblastom hastalarinda tiimor hedefli T hiicreleri ile
antindronal antikorlarin varligi kanitlanmistir (37, 38). Bu bilgiler 1s18inda tiimoriin
immiin yanit ile spontan regrese olabilmesi teorisi daha akla yatkin hale gelmektedir.
Bunu destekleyen bir diger bulgu ise antindronal antikorlar varlifinda olusan
opsomiyoklonus sendromunda noroblastom hastalarmin genellikle daha iyi klinik

sonuglarinin olmasidir (37, 39-41).

Yiiksek riskli noroblastom hastalarinda, timor hiicrelerinin HLA sinif I
antijenlerinin down-regiilasyonu ile immiin yanittan saklandiklar1 gosterilmistir (42).
Benzer sekilde evre 4S hastalarinin ¢ogunda ise tiimdr hiicrelerinin normal seviyede
HLA smif I antijeni eksprese ettigi kanitlanmustir (43). /n-vitro ortamda noroblastom
hicrelerinin interferon-y (IFN- y) varliginda HLA sinif 1 antijen ekspresyonlarini
arttirdigr gosterilmistir (42). Bu bulgular in vivo HLA siif I upregulasyonu ile
noroblastom hastalarinda immiin yanitin arttirilabilecegini ve hatta timor
regresyonunun saglanabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik her ne kadar in
vitro IFN- y maruziyeti ile HLA smif I antijen up-regiilasyonunun néroblastom
hlcrelerinin sitotoksik T hiicreleri tarafindan tanmabilirligini arttirdigi gosterilmis
olsada, bu durum ayni zaman da tliimoriin natural killer (NK) hiicreler tarafindan

taninip oldiiriilmesini azaltmistir (42).

2.1.2.3. Telomeraz, telomer ve regresyon: Telomerler genomik stabiliteyi
saglayan Ozellesmis yapilardir. Kromozomlarin sonlanma bdlgesinde bulunan

telomerler replikasyon ve kromozom stabilitesinden sorumludurlar. Telomerlerin



uzunlugu telomeraz enzimi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu enzimin seviyesi
normal ve yaslanan hiicrelerde diisiik iken, kanser hiicreleri ve 6liimsiiz hiicrelerde
artmistir (44). Daha onceki ¢alismalarda néroblastom hiicrelerinin koti prognoz ile
iliskili alt tiplerinde ve N-Myc amplifikasyonu vyiksek olanlarda telomeraz
aktivitesinin arrtig1 gosterilmistir (45). Evre 4S noroblastom gibi iyi klinik ile
gidenlerin ¢cogunda ise normal yaslanan hiicrelerdeki gibi telomeraz aktivitesinin az
oldugu veya telomer uzunlugunun kisa oldugu gosterilmistir (45). Bu bilgiler
noroblastom gibi tiimorlerin spontan regresyonunun altinda yatan mekanizmanin
telomeraz aktivitesi ile agiklanabilecegini diisiindiirmektedir. Her ne kadar diisiik
telomeraz aktivitesi iyi prognoz ile iliskilendirilse de, dusiik telomeraz seviyesi
bulunan tiimoérlerde ayni zamanda yuksek TrkA ekspresyonu, hiperdiploidi, N-Myc
amplifikasyonunun olmayis1 gibi iyi prognozla iliskili diger O6zellikler de
bulunmaktadir (46). Bu nedenle bu iyi prognozun telomeraz aktivitesi sayesinde mi

oldugu, yoksa diger iyi prognostik faktorler sayesinde mi oldugu soylenememektedir.

2.1.2.4. Epigenetik regiilasyon ve diger mekanizmalar: Bir dekattan daha
fazla siiredir epigenetik degisikliklerin noroblastom ile ilgili genlerin
ekspresyonlarinda degisime neden oldugu bilinmektedir (47, 48). Bir ¢ok c¢alismada
gen metilasyonu ve histon modifikasyonundaki degisikliklerin hastaligin prognozu
ile ilgili oldugu gosterilmistir (49-52). Gelisen teknoloji ile birlikte epigenetik
degisikliklerin néroblastomun klinik davranisi {izerine etkileri daha ¢ok caligilmaya
basglanilmistir (53, 54). Wilms tiimorii ve medulloblastom gibi diger ¢ocukluk c¢agi
tiimorlerinden  edinilen bilgilerde epigenetik  degisikliklerin  anlasilmasinin
hastaliklarin prezentasyonu ve klinik davranigini anlamada yardimer olacagini

gostermektedirler (55-57).

2.1.3.Diferansiyasyonun Tedavi Amach Kullanim

Daha onceki ¢alismalarda TrkA eksprese eden tiimorlerin kiiltiir ortaminda
NGF varliginda diferansiyasyona ugradigi, NGF yoklugunda ise apopitozise gittigi
gosterilmistir (34). Bu Dbilgiler g6z o6niinde bulunduruldugunda néroblastomda
apopitoz veya regresyonu baslatacak yaklasimlar i¢in TrkA ndorotrofin reseptor
yolagi gelecek vaad etmektedir.  Teorik olarak bakildiginda Trk inbitorleri

noroblastomda spontan regresyon veya apopitozisi baslatabileceklerdir. Eger



cocuklarda kullanim1 giivenli bir preparat bulunur ise kemoterapi veya radyoterapi
yerine bu tedavinin kullanilmasi daha uygun olabilecektir. Bu amagla gelistirilen
lestaurtinib (CEP-701) isimli molekil Trk nérotrofin reseptorlerini (TrkA, TrkB ve
TrkC) hedef almaktadir ve bu molekiilin TrkB eksprese eden noroblastom
ksenograftlar1 iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (58). Hatta bu molekilin Faz |
calismasinda uygun dozlarda verilmesi ile cocuklarda belirgin klinik aktivite

gosterdigi de kanitlanmistir (59).

Immiin sistem ve noroblastom arasindaki iliskinin tam olarak anlasilarak yeni
tedavi sekillerinin bulunmasi ihtiyaci giin gectikge artmaktadir. HLA I ekspresyonu
arttirtlarak noroblastom regresyonunun indiklenmesi bir immiinoterapi modalitesi
olarak degerlendirilebilir. Fakat immiin sistem komponentleri iizerinde denenecek bu
gibi stratejilerin immiin sistemin diger komponentlerinin etkisini azaltabilecegi goz
onitinde bulundurulmalidir. Bu amacla adaptif immuinterapinin nuks eden tedaviye
direngli hastalarda kullanildig1 c¢alismalar baslatilmistir (60). Disialoganlizid GD2
hedefli kimerik antikorun (ch14.18) kullanildigi immiinoterapi uygulamasi yiiksek

riskli néroblastom hastalarinda kullanilmaya baglanmigtir (61).

Gunimuzde halen telomer uzunlugu veya telomeraz aktivitesini hedef alan
noroblastom tedavi yontemleri bulunmamaktadir. Fakat mevcut tedavi
yaklasimlarina ek olarak diferansiyasyonu indiiklemek igin farkli yaklasimlar da
denenmektedir. Ornegin retinoidlerin in vitro ortamda diferansiyasyonu indiikledigi
ve ndroblastom proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir (62). Retinoik asit tedavisi
ile tirozin kinaz reseptor ekspresyonu indiklenmektedir (63). Retinoik asit tedavisi
ile glial hiicre kaynakli norotrofik faktor (GDNF) bagimli Ret geni aktivasyonu ve alt
hiicre i¢i sinyal yollarin1 da igeren bir pozitif otokrin loop olusmaktadir. Ret
stimilasyonu hicre diferansiyasyonunda kritik onem tasimaktadir (19). Bu
Ozellikleri sebebi ile all-trans retinoik asit diferansiye edici ajan olarak noéroblastom

standart idame tedavisinde yerini almistir (64, 65).



2.2. NORIT UZANTISI

Noronal diferansiyasyon degerlendirilmesinde kullanilan farkli morfolojik
metotlar mevcuttur. Bunlar; hiicre boyutlariin degerlendirilmesi, hiicresel uzanti
(norit) olusturan hiicrelerin sayimi, norit uzatma miktar1 veya nérit uzunlugunun
Olctlmesidir (7). Bizim ¢alismamizda ndroblastom hiicrelerindeki diferansiyasyonun
gostergesi olarak norit uzantisinin Sl¢imi kullanildi. Norit uzantisi tanim olarak
hiicre govde uzunlugunun iki katindan daha fazla olan hiicre uzantisidir (19). Daha
onceki ¢alismalarda ndrit uzantisi program yardimi ile oOlgiilerek kullanildigi gibi

(66), nodrit uzantisinin olup olmamasinin belirlendigi ¢aligsmalar da mevcuttur (19).

2.3. ANNE SUTU VE iCERIiGi

2.3.1. Anne siitii cesitleri

Dogum sonrasi ilk 2-3 giin boyunca diisiik miktarlarda sekrete edilen st
kolostrum olarak adlandirilmaktadir (67). Kolostrum icerisinde bulunan Iokosit ve
antikorlar, ozellikle IgA, yiiksek oranda protein, mineral ve yagda ¢6ziinen
vitaminler matiir siit ile karsilastirildiginda daha fazladir (68). Bu Ozellikleri ile
kolostrum yenidogana Kkarsilagabilecegi mikroorganizmalara karst 6nemli bir
immiinite saglamaktadir.

Dogum sonras1 2-4 giin araliginda anne siitii miktar1 yenidoganin ihtiyagclar
dogrultusunda giinliik olarak artis gostermektedir. Dogum sonrasi 7 ile 14 giin
araligindaki siite gecis siitii denilirken. 14. giin sonrasinda siit matiir siit olarak

tanimlanmaktadir (67).

2.3.2. Anne siitii icerigi

Anne siitii yenidoganlarin immiinitesi gelisirken onlar1 koruyabilmek i¢in
gecen binlerce yil igerisinde evrimlesmis asirt derecede kompleks ve bir o kadar da
degiskenlik gosteren bir biyomateryaldir. Bebegin yasi ile uyumlu olarak
ihtiyaglaria gore anne siitii igerigi de degiskenlik gostermektedir (69). Bu sebepledir
Ki her annenin sutlinlni icerik olarak kendi ¢ocugunun ihtiyaglarina spesifik sekilde

PO

degistigine inanilir (69).



Anne siitii icerisinde bebegin enteral sinir sistemini gelistirecek norotrofik
faktorler ve antikanser oOzellikli faktorler bulunmaktadir (70, 71). Anne sutlnin
antikanser etkilerini arastiran bir arastirmada anne siitii ile beslenen ¢ocuklarda ALL,
Hodgkin lenfoma ve néroblastom gibi kanserlerin daha az goriildiigii belirtilmis (8).
Antimikrobiyal ve immuanomodilatuvar komponentler hem infantin immiin
sistemindeki eksikliklerini kompanse etmekte hem de gastrointestinal sistemden
bakteri translokasyonunu engellemektedir (72). Anne situ alan ve formil mama ile
beslenen bebeklerde gaitadan elde edilen GIS epitel hiicrelerinin karsilastirildig: bir
calismada anne situndn intestinal hicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve bariyer
fonksiyonu tizerinde etkili oldugu gosterilmistir (73).

Inflamasyonu inhibe eden biyoaktif faktorlerle beraber spesifik antikor
tiretimini arttiran faktorlerin de anne siitii igerisinde oldugu gosterilmistir (72). Aym
zamanda B lenfositlerin blytmesini ve diferansiyasyonunu destekleyen faktorler de

anne suttinde bulunmaktadir (72).

Bunlara ek olarak, anne suttinde intestinal trakt, vaskuler sistem, sinir sistemi
ve endokrin sisteme ¢esitli etkileri bulunan bir ¢ok blylme faktori de bulunmaktadir
(74). Ayrica gerek siitiin sentezi sirasinda olusan gerekse infantin biiyiimesi i¢in
gerekli olan birgok protein de vardir. a-Laktalbumin siitiin protein igeriginin %25-
30’unu olusturmaktadir (75). Gram negatif bakteri duvarina etkinligi olan lizozim de
bir diger major proteindir. Demire karsi yiliksek afinitesi ile bakterilerin demiri
kullanmasini engelleyen laktoferrin, vitamin B12’yi baglamakla gorevli haptokorrin
ve transkobalamin II, infantin siit lipidlerini sindiriminde yardimc1 olan safra tuzu ile
aktive olan lipaz, siit icerigindeki kazeinin biiyiik kismin1 olusturan -kazein ve az da
olsa bulunan K-kazein, anne sutindeki major immdinglobulin olan sekretuvar
immunglobulin A, bir proteaz inhibitorii olan al-Antitripsin ve ¢esitli biiylime
faktorleri ile sitokinler anne siitiiniin i¢erigindeki proteinlere 6rnek olarak verilebilir
(32). Insiilin-like growth factor (IGF) I ve I, transforming-growth faktor p (TGF-p) I
ve Il, interlokin (IL)-1p, IL-6, IL-8 ve IL-10 da son donem ¢alismalar ile anne siitii
igerisinde bulundugu gosterilen biiylime faktorleri ve sitokinlerdir (32). Bu
proteinlerin bazilar1 infant sindirim sisteminden proteolize ugramadan gecebildikleri
gibi bir¢ok farkli iglevleri de bulunmaktadir (32). Bu biuyume faktérlerinden BDNF

ve GDNF enteral sinir sisteminin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (76). Anne



stitii kaynaklt BDNF’nin insan sinir hicrelerinde hayatta kalimi arttirip biiyimeyi

destekledigi gosterilmistir (77).

Infant1 enfeksiyonlardan koruyan, immiin sisteminin gelismesini uyaran ve
tim sistemlerinin gelisiminde etkisi olan anne siitii ayn1 zamanda sinir sistemi
gelisiminde ve sinir hiicresi ¢ogalmasinda 6nemli rolleri olan BDNF, GDNF ve
S100B’yi de icermektedir (71). S100B protein konsantrasyonu dogum sonrasi 30
giinde pik seviyeye ulasmakta ve annenin viicut kitle indeksi (VKI) ile korelasyon
gostermektedir. Fakat BDNF veya GDNF seviyelerinde zaman icerisinde bir
degisiklik olmamaktadir (71).

3. GERECLER VE YONTEM

3.1. KATILIMCILAR

Bu calisma prospektif, randomize ve kontrollii bir kohort caligmasidir.
Giilhane Egitim ve Aragtirma Hastanesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’nun 30.10.2018 tarih ve 46418926 sayili etik kurul onayi alindi. Anneler
igin bilgilendirilmis onam formu hazirlandi. Bu calismada néroblastom hucreleri
Uzerinde anne situnun diferansiye etme etkisi incelendi. Calismaya baslanmadan
once PASS 11 Sample Size Software (2016, NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA.
WWW.NCSS.com) programi ile gii¢ analizi yapildi ve c¢alismaya alinacak anne sayisi
belirlendi. Kontrol ve ii¢ farkli konsantrasyonda anne siitii kullanilacak gruplarin
¢oklu karsilagtirmali analizinde yapilan Dunnett testine gore 3 anne situ grubu ve bir
kontrol grubu ile tek yonlii bir tasarim, ortalama grup 6rnek biiytikliigline sahip olup
guc (1-Beta) 82’icin toplam 14 anne siitii kullanildi.

Calismaya alma kriterlerini saglayan yenidogan poliklinigine gelen 14 anne
random say1 randomizasyon yontemi ile belirlenip ¢alisma hakkinda bilgi verilip
onamlar1 alindiktan sonra Galismaya alindi. Annelerin ortalama yas1 28,5 + 4,7 yi1l ve
ortalama gestasyon haftas1 38,8 + 1,4 hafta idi. Calismadan hari¢ tutma Kriterleri
gestasyonel hipertansiyon, diabetes mellitus, aktif enfeksiyon, ates, metabolik
hastalik, memeyi ilgilendiren hastaliklar, santral sinir sitemi hastaliklari,

malniitrisyon, alerji, sigara aligkanlig1 ve fetal anomalili gocugu olan anneler idi.
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3.2. MATUR SUT

Calismaya katilan tiim annelerden matiir siit 6rnekleri alindi. Dogum sonrasi
2-4 giin araliginda anne siitii miktar1 yenidoganin ihtiyaglari dogrultusunda giinliik
olarak artis gostermektedir. Dogum sonrasi1 7 ile 14 giin araligindaki siite gecis siitii
denilirken. 14. giin sonrasinda siit matiir siit olarak tanimlanmaktadir (67). Anne
stitii icerigindeki noronal biliylime faktorlerinin kolostrum ve matiir siitte de
bulundugu daha 6nce gosterilmistir (71). Bu durum goz Oniine alinarak ¢alismada

ulasim kolaylig1 agisindan matiir siit kullanimu tercih edildi.

3.3. SUT ORNEKLERININ TOPLANMASI VE SAKLANMASI

Matlr st ornekleri postnatal 15. gunde gondlli ve calisma kriterlerini
saglayan annelerden elle sagilarak toplanildi. Elle sagilarak 5 ml lik tiiplere alinan
anne siitleri 4°C de buzdolabinda buz igeren kaplara konuldu. Toplanan tum ornekler
ayni giin igerisinde Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Arastirma ve Gelistirme
Merkez Baskanligi Kanser ve Kok Hiicre Arastirma Merkezi bunyesindeki laboratuvara
transfer edilerek —20°C de saklandi. Saklanilan 6rnekler ¢alisma esnasinda her giin
medialara eklenmeden hemen Once c¢oziilerek oda sicaklifina gelmesi sonrasi

kullanildi.

3.4. GRUPLAR

Anne situ mevcut media igerisinde seyreltilerek %1, 2 ve 5
konsantrasyonlarda hazirlandi. Ornek olarak, %1’lik anne siitii konsantrasyonu elde
etmek i¢in hiicrelerin ig¢erisinde bulundugu 4000 pl lik medianin (DMEM, Biological
Industries, Israel) 40 ul si anne siitii olacak sekilde ayarlandi. Diger konsantrasyonlar

icin de ayn1 sekilde uygun oranlarda anne situ media igerisinde seyreltildi.

Kontrol : Anne sutll ve/veya herhangibir sivi-madde kullanilmayan grup
Grup 1 : %1 konsantrasyonda anne siitii kullanilan grup
Grup 2 : %2 konsantrasyonda anne siitii kullanilan grup
Grup 3 : %5 konsantrasyonda anne siitii kullanilan grup
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3.5.HUCRE KULTURU VE DIFERANSIYASYON

SH-SY5Y noroblastom hicre serisi Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) igerisinde ¢ogaltildi. Hiicreler 37°C %95 hava ve %5 CO2’li uygun nem
ortamindaki inkiibatérde (Nive, EC 160 CO2 Incubator) inkilbe edildi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Hucrelerin ¢cogaltildig: inkiibator.

Hicreler daha sonra her kuyucukta 1x10% hiicre olacak sekilde kiiltiir
plate’lerine ekildi (Corning, Corning, NY, U.S.A.) Bu plateler daha 6nceden 0.05
mg/ml kollagen ile kaplandi. Noroblastom hiicreleri platelere ekildikten sonraki Ug
gin boyunca hiicrelerin plate’lere tutunmasi igin beklenildi. Uglincii giin sonunda
%1, %2 ve %5 konsantrasyonda olacak sekilde anne sutli mevcut media icerisine
diliie edildi. Hiicrelerin igerisinde bulundugu 4000 pl’lik her bir media ve anne suti
karisiminda, %1°lik konsantrasyon olusturulmasinda 40 pl, %2’lik konsantrasyon
icin 80 pl ve %5’lik konsantrasyon icin de 200 pl anne siitii kullanildi. Toplam anne
siitli ve media miktar1 her bir plate i¢cin 4000 pl olacak sekilde ayarlandi. Anne sitl
mevcut medium igerisine herhangi bir islem (pastdrizasyon veya filtrasyon)
yapilmadan ilave edildi. Kontrol grubu medias1 anne siitli icermeyecek sekilde 4000
pl olarak platelere konuldu. Hiicreler her giin anne siitii ile muamele sonrasinda anne
stitii iceren medium degistirildi (Sekil 3.2.). Tekrar anne siti eklenilmeden &nce
hicreler faz-kontrast mikroskobu ile morfolojik olarak incelendi ve néron
diferansiyasyonu norit uzamasi ile kontrol edildi. Her anne sitt igin tim gruplarda
islem Uger kez yinelemeli olarak gergeklestirildi ve bes giin giinliik izlenerek 6lgiim

yapildi.
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Sekil 3.2. Hiicre mediasina anne siitii eklenmesi.

3.6. GORUNTULEME

Kiltire edilen hicreler faz-kontrast mikroskobu (TS100 ECLIPSE, Nikon)
ile incelendi. Dort grubun uger kez yinelemeli islemlerindeki nérit uzunlugu
resimleri 5 giin boyunca her gin fotograf makinesi (XCAM1080PHA, ToupCam )
kullanilarak bilgisayara baglantili olarak ¢ekildi ve kaydedildi (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Hiicrelerin goriintiilenmesinde kullanilan mikroskop ve kamera.

Fotograf makinesinin bilgisayardan kontrolii ve fotograflarin g¢ekilebilmesi
icin ToupView (ToupTek TopuView, Versiyonx86, 3.7.6701, Hangzhou ToupTek
Photonics Co. Zhejiang, P.R.China) yazilimi kullanildi. Norit uzamasi ImageJ (Fiji-
Imagel, version 1.52h) programinda NeuronJ plug-ini kullanilarak degerlendirildi.
Olcuimler piksel (Px) olarak kaydedildi (Sekil 3.4.). Analiz esnasinda gruplardaki 3
tekrar Olglimlerin ortalamasi alindiktan sonra bes giinlik ortalamalarda alinarak

istatistiksel olarak analize alindu.
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Sekil 3.4. Norit uzamast.

3.7. CIKAR CATISMASI

Yazarlardan tezi yazan, tez danigmani ve tez yazim siiresince katki saglayan
ve ilerde bilimsel makale olarak yazilirken isminin yer alacag kisiler arasinda karar
vermelerini uygunsuz bigimde etkileyebilecek tarzda yazi ile ilgili maddi ve manevi
cikar ¢atismasi yoktur. Yazi i¢in herhangi bir firmadan destek alinmamistir. Calisma

uzmanlik tezi kapsaminda yiiriitilmiistiir.

3.8.ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler Statistical Package for Social Science (SPSS) versiyon
15 (SPSS for Windows, Version 15, 2007, SPSS Inc. Chicago, USA) yazilimi
kullanilarak yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilks testleri kullanilarak incelendi. Tanimlayici analizler
degiskenler icin ortalama, ortanca; standart deviasyon ve minimum ve maksimum
aralik kullanildi. Norit uzamasi normal dagilim gostermediginden kontrol, Grup 1,
Grup 2, Grup 3 gruplan Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. Ikiserli
karsilastirmalar Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve Bonferroni diizeltmesi
kullanilarak degerlendirildi. Istatistik anlamlilik igin toplam tip-1 hata dizeyi %5
olarak kullanildi. Bonferroni diizeltmesine gore p degeri <0.0083 ikili
karsilastirmalarda anlamli olarak kabul edildi. Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3
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gruplarindaki ndrit uzantisinin giinlere gore uzunluk degisimi Friedman testi
kullanilarak karsilastirildi. ikiserli karsilastirmalar Wilcoxon testi kullanilarak
yapild1 ve Bonferroni diizeltmesi kullanilarak degerlendirildi. Istatistik anlamlilik
icin toplam tip-1 hata diizeyi %5 olarak kullanildi. Bonferroni diizeltmesine gore p

degeri <0.005 ikili kargilastirmalarda anlamli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

Hiicre diferansiasyonunu degerlendirmek amaciyla olgiilen ortalama norit
uzantisi, gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
farklilik bulundu (p=0.001). Kontrol grubu ile Grup 1, 2 ve 3 karsilastirildiginda
anne siitii gruplarinda norit uzantis1 daha uzun idi ve aralarinda istatistiksel anlamli
farklilik vardi (Kontrol; 31.4 + 5.7 Px vs. Grup 1; 90.4 £ 14 Px, p=0.002; Kontrol,
31.4 £ 5.7 Px vs. Grup 2; 94.9 + 14.6 Px, p=0.002; Kontrol; 31.4 + 5.7 Px vs. Grup 3;
95.4 + 14.6 Px; p=0.002). Grup 1, 2 ve 3 kendi aralarinda ndrit uzamasi agisindan
karsilastirildiginda, norit uzamasi anne siitii konsantrasyonu arttikga daha uzun
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (Grup 1: 90.4 £ 14 Px vs.
Grup 2: 94.9 + 14.6 Px; p=0.41, Grup 1: 90.4 + 14 Px vs. Grup 3: 95.4 + 14.6 Px;
p=0.28, Grup 2: 94.9 £ 14.6 Px vs. Grup 3: 95.4 + 14.6 Px; p=0.95) (Tablo 4.1.).
Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 gruplarindaki norit uzamasi giinlere gore
karsilastirildiginda uzunluk degisimi agisindan istatistiksel olarak anlamli idi
(Kontrol; p=0.001, Grup 1; p<0.0001, Grup 2; p<0.0001 ve Grup 3; p<0.0001).
Gruplar kendi iginde bir, {i¢ ve besinci giinlerdeki ortalama nérit uzamasi agisindan
karsilastirildiginda, tim gruplarda besinci giin birinci ve tGglinct gunden, Gglincl gin
de birinci ginden daha uzun olmasina karsilik istatistiksel olarak anlamli degildi
(Tablo 4.2.).
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Tablo 4.1. Gruplara gore norit uzantilarinin karsilastiriimasi.

Kontrol Grup 1l Grup 2 Grup 3
Unit Ortancg SD Arahk Ortanca/ SD Arahk Ogatica/ SD Arahk Ortanca/ SD Aralik p* p**
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
30,4/31,4 +5,7 (24,6-40,1) 87,5/90,4 +14 (70,2-115,9) 0,002
30,4/31,4 +5,7 (24,6-40,1) 95,9/94,9 1146  (74,2-120,1) 0,002
Norit Px 30,4/31,4 +5,7 (24,6-40,1) 94,9/95,4 +14,6 (69-117,7) 0,002 0001
Uzantisi 87,5/90,4 +14 (70,2-115,9) 95,9/94,9 1146 (74,2-120,1) 0,41 ’
87,5/90,4 +14 (70,2-115,9) 94,9/95,4 +14,6 (69-117,7) 0,28
95,9/94,9 1146 (74,2-120,1) 94,9/95,4 +14,6 (69-117,7) 0.95

*. Mann Whitney U testine gore Bonferroni diizeltmesi sonrasi p <0.0083 istatistiksel olarak anlaml, **: Kruskal-Wallis testine gore p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli, SD: Standard deviasyon, Px: Piksel.
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Tablo 4.2. Giinlere gore gruplarda norit uzantilarinin karsilastiriimasi.

Glnler
1.gin 2.giin 3.giin 4.giin 5.gtn
Unite Gruplar Ortanca/ Ortanca/ Ortanca/ Ortanca/ Ortanca/ p* prk
p Ortalama SD Aralik Ortalama SD Aralik Ortalama SD Aralik Ortalama SD Aralik Ortalama SD Aralik
26,3/282 51 (22,6-37,4) 25,6/27 +48 (20,3-34,5) 27,4/31,1 +6,4 (25,1-41,4) 26,1/31,4 £11,9 (20,7-49,8) 30,9/39,1 +27,9 (19-101,5) 0,001
Kontrol 263282  +51 (22,6-37,4) 27,4/31,1 46,4 (25,1-41,4) 0.043
26,3282 51 (22,6-37,4) 30,9/39,1 27,9 (19-101,5)  0.49
27,4/31,1 6,4 (25,1-41,4) 30,9/39,1 27,9 (19-101,5) 040
72,3688 #1655  (45,1-86,4) 88,8/92,8 +22,6 (65,2-133) 88,1/90,7 +20,4 (57,2-118,4) 93,7/93,4 +58 (85,7-102,1) 97,5/106,2 19,4 (84-139,5) <0.0001
Grup 1 72,3/68,8  £165  (451-86,4) 88,1/90,7 +20,4 (57,2-118,4) 0.018
72,3/688 #1655  (45,1-86,4) 97,5/1062 19,4 (84-1395)  0.018
88,1/90,7 +20,4 (57,2-118,4) 97,5/1062 19,4 (84-1395)  0.06
Norit
Px
uzantist 759/754  £20,8  (42,1-101,1)  92,1/92,7 +11,9 (79,3-112,3) 90/90 +12,2 (74,1-108,9) 92/99,7 *17,2 (85,6-135) 117,7/116,7  #21,7  (86,7-143,2) <0.0001
run 2 759/754  £208  (42,1-101,1) 90/90 +12,2 (74,1-108,9) 0.043
rup
759/754  £208  (42,1-101,1) 117,7/116,7 21,7  (86,7-143,2)  0.018
90/90 +12,2 (74,1-108,9) 117,7/116,7 21,7  (86,7-143,2)  0.018
85,2/76,5  #20,6  (43,5-102,8)  88,6/854 11,1 (66,4-100,4) 95,8/96,2 +18,3 (64-121,9) 97,3/99,2 +19,4 (75,5-137,5)  1151/1195 218 (95,7-154) <0.0001
o 3 852/765  £20,6  (43,5-102,8) 95,8/96,2 +18,3 (64-121,9) 0.018
rup
85,2765  £20,6  (43,5-102,8) 115,1/1195 21,8 (95,7-154)  0.018
95,8/96,2 +18,3 (64-121,9) 115,1/1195 21,8 (95,7-154)  0.043

*: Wilcoxon testine gore Bonferroni diizeltmesi sonrasi p <0.005 istatistiksel olarak anlamli, **: Friedman testine gore p<0.05 istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standard deviasyon, Px: Piksel.
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5. TARTISMA

Bu randomize kontrollii farkli gruplarin karsilagtirildigi calismada anne
sttiinin noroblastom hicre diferansiyasyonu iizerine etkinligi incelendi. NOrit
uzunlugu diferansiyasyonu gosterdiginden karsilastirmada kullanilacak belirteg
olarak belirlendi (7). Bunun i¢in norit uzunlugu degisimleri farkli konsantrasyonda
anne siitii kullanilan gruplar arasinda karsilastirildi.

Sempatik gangliyonlar ve/veya adrenal medulladan ortaya cikabilen
noroblastom ilk bir yas igerisinde spontan olarak benign forma doniisim veya
regresyon gosterebilir (3). Noroblastomdaki bu spontan regresyonu agiklayan farkli
mekanizmalar mevcuttur (76, 78). Bunlar norotrofin reseptorleri ve ligandlari,
telomeraz aktivitesi, immdanolojik ve epigenetik mekanizmalar Gzerinden
gerceklesebilir (78). Bu mekanizmalarda Trk-A ve C ekspresyonu, NGF uyarimi,
tirozin kinaz reseptor uyarimi, hiicre igi cAMP artisi, HLA smif I up-regulasyonu,
IFN-gama varligi, T ve NK hicrelerinin antindral aktivasyonu ndéroblastom
regresyon ve diferansiyasyonunda kilit noktalardir (78). Bu mekanizmalar Uzerinden
retinoik asit, lestaurtinib, prostoglandin E1, papaverin ve monoklonal antikor olan
ch14.18disalogangliozid GD2 gibi tedaviler denenmis ve denenmektedir (58, 61, 79).
Noroblastom diferansiyasyon ve regresyonu konusunda ¢alismalar devam
etmektedir. Ancak 6zellikle yasam hizlar1 ¢ok diisiik olan yiiksek riskli hastalarda ve
kotl prognostik ozellikler gosteren diger hastalarda hala yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi a¢isindan arayis devam etmektedir. NOroblastomda etkili yeni
molekiillerin tespiti tedavide daha yiiksek basarilar saglayabilir ve daha toksik olan
kemoterapi tedavilerinin tercih edilmemesine olanak verebilir. Bu ylizden biz de
calismamizda bu maksatla gelisime acik, daha 6nce noroblastomda calisilmayan
anne stttndn diferansiye edici 6zelligini arastirdik.

Sinir hiicrelerinin diger noronlar veya kas hiicreleri ile iletisim kurmasini
saglayan hiicresel uzantilarina ndrit denilmektedir. Norit uzantilar1 diferansasyon
strecini  gosteren morfolojik bulgulardan birisidir (7). Norit uzamasi NGF,
norotrofin-3 veya norotrofin-4 gibi biiylime faktorleri tarafindan baslatilmaktadir
(80). Biiytime faktorleri disinda retinoik asit ve nitrik oksit varliginda da néroblastom

hiicrelerinde norit uzantis1 saptanmistir (23, 81). Retinoik asitin bu diferansiyasyon
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ozelligine hiicre i¢i taurin, f-katenin ve doku transglutaminazi seviyelerinde artisin
eslik ettigi gosterilmistir (82-84). Calismamizda anne siitiiniin anti kanser
Ozelliklerini g6z 6nunde bulundurarak insan noroblastom hucre kiltiri olan SH-
SY5Y hiicrelerine in vitro ortamda anne siti ekleyerek diferansiyasyonu arttirdigini
gozlemledik. Elde ettigimiz verilerde, anne sltunun insan ndroblastom hicre
kiltirlinde ndrit uzantis1 belirteci kullanilarak diferansiyasyonu indiikledigi, hem
artan anne sitl konsantrasyon yogunlugunda hem de artan maruz kalinan giin
sayisina gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde gosterildi. Bu etki istatistik olarak
anlamli olmasa da doz bagimli olarak artan konsantrasyon ve giin sayist ile birlikte
artig gosterdi. Sonuglarimiz daha biiylik 6rneklemlerde calisildiginda anne sttunin
artan konsantrasyonlari ile diferansiyasyon derecesinin de artacagi fikrini destekler
nitelikte olup herhangi bir yan etkisi bulunmayan, erisimi ve elde etmesi kolay bir
tedavi yontemi icin yol gostericidir. Ancak yine de anne sutl icerisinde néroblastom
diferansiyasyonunu indiikleyen molekiiliin bulunmas1 i¢in ek caligsmalar
gerekmektedir. Calismamizda anne siitli hiicrelerin bulundugu media ortamina
herhangi bir islemden gegirilmeden konuldugu i¢in bununla ilgili veri elimizde
bulunmamaktadir.

Anne siitli dogal olarak igeriginde proteinler lipitler, biiylime faktorleri,
spesifik antikorlar ve sitokinler bulunduran bir biyomateryaldir (71, 77). Norotrofik
ve antikanser faktorler igerir. Intestinal hiicre diferansiyasyonunda ve igerigindeki
BDNF, GDNF ve S100B sayesinde sinir hiicre gelisiminde etkilidir.
Dokozahekzaenoik asitin (DHA) noronlar tizerine etkisini arastiran farkli bir calisma
ise in vitro DHA verilen noron hiicrelerinde hayatta kalimin arttigi ve norit
uzantilarinin indiiklendigi saptanmistir (85). Anne sutinun antikanser etkilerini
aragtiran bir arastirmada ise anne sutl ile beslenen cocuklarda ALL, Hodgkin
lenfoma ve noroblastom gibi kanserlerin daha az goriildiigii belirtilmistir (8). Bu
sonucu destekleyen farkli ¢aligmalar da mevcuttur (86, 87). Anne sitiinlin anti kanser
Ozelligini daha ayrintili arastiran bir caligma siit icerigindeki laktoferrin, tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) ve Human a- lactalbumin
made lethal to tumor cells (HAMLET) molekiillerinin antikanser 6zelliginin
oldugunu bildirmektedir (70). Farkli bir ¢alisma siit igerisindeki a-laktalbimin tirevi

olan HAMLET molekdlinian in vitro ortamda lenfoid tumérler, gliomlar ve
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karsinomlar1 igeren kirktan fazla kanser tiirlinde etkili oldugunu ve hiicreleri
apopitozise gotlrdiigiinii gostermistir (88). Mevcut calismalar anne siitiindeki
antikanser 0Ozelliklerin 6nemini yeterince vurgulamakta iken ndroblastom (zerine
anne siitlintin etkinligini gosteren spesifik bir ¢alisma yapilmamistir. Bu sebeple biz
calismamizda anne siitlinlin insan ndroblastom hiicre serisi SH-SY5Y Uzerine olan
etkisini aragtirdik. Anne siitii i¢erigindeki néronal biylime faktorlerinin kolostrum ve
matiir siitte de bulundugu daha Once gosterilmistir (71). Bu durum goz Oniine
alinarak ¢alismada ulasim kolaylig1 agisindan matiir siit kullanimini tercih edildi.

Siit bankalarinda saklanan siitler her ne kadar siit ile gecen viral etmenlere
kars1 taransa da burada yapilan pastorizasyon islemi ile siit i¢erigindeki biiylime
faktorleri gibi 6nemli etkenlerin miktar1 azalmaktadir (89). Bu bilgiler neticesinde
calismamizda kiiltiir ortamina anne siitii eklenilirken herhangi bir pastérizasyon veya
filtrasyon iglemi uygulanmadi.

Anne siitiiniin g¢evresel etkiler nedeni ile kursun, civa gibi materyaller ile
kontamine olabildigi, annenin kullandig1 ilaglar, alkol ve kafein gibi maddelerin de
slite gegtigi gosterilmistir (90). Zaten immdinslprese tedavi alan bir hastada bu tarz
norotoksik etkili materyallerin etkisinden kaginmak veya olast viral bulasi
engellemek adina anne siitii igerisindeki antikanser etkili ajanin izolasyonu 6nem arz
etmektedir. Calismamizda bu durumdaki anneler c¢evresel bias olusturmamasi
acisindan ¢alisma dis1 birakildi ve ¢alismaya dahil olma kriterlerine dikkat edildi.
Calismamizda daha 6nce bu konuda ¢alisiimamig anne sttiinin néroblastom hiicre
diferansiyasyonuna etkili oldugunu gostererek daha ileri izolasyon ¢aligmalarina 151k
tutacagini diistindiik.

Calismamizda bazi kisitlamalar vardir. Anne siitleri herhangi bir islemden
gecirilmeden calisildigi i¢in igerik analizleri bilinmemektedir. Anne sutlnin
iceriginin dinamik oldugu ve cocugun ihtiyaglarina gore degistigi bilinmektedir.
Hatta ayn1 anneden alinan kolostrum, gecis siiti ve matiir siit arasinda bile
immiinolojik faktorler, protein yap1 ve miktari, immiinglobiilinler agisindan belirgin
farkliliklar oldugu gosterilmistir (69). Bu bilgiler de g6z oniinde bulunduruldugunda
laktasyonun farkli donemlerindeki siitlerin diferansiyasyon iizerine etkisi daha farkli
olabilir. Bizim ¢alismamiz elde edilmesi kolay oldugu ve ndronal buytme faktorleri

kolostruma karsilik matiir siitte de bulundugu icin matiir siit ile gergeklestirilmis
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olup, olas1 farkliliklar agisindan veri toplanmadi. Buna ek olarak preterm yeni dogan
ile term yenidogani olan annelerin siit igeriklerinin de farklilik gosterdigi
bilinmektedir. Bu igerik degisimine neden olan etmenlerin de ndroblastom
diferansiyayonu ag¢isindan onem arz edecegi gz ardi edilememelidir.

Sonug¢ olarak bu caligma, ulasimi kolay ve yan etkisi olmayan bir
biyomateryal olan anne sutinin in-vitro ortamda noéroblastom hcrelerinde
diferansiyasyon Uzerine etkili oldugunu gosterdi. Bu etki artan sut konsantrasyonu ve
maruz kalinan giin sayisi ile beraber daha da artmaktadir. Bebegin ilk asis1 kabul
edilen anne siitiiniin igeriginin Oneminin gosterildigi bu caligma ile emzirmenin
desteklenmesi gerektigini ve iceriginden elde edilecek molekiil ve yapilacak ilaglar
ile noroblastom gibi hastaliklarin tedavisinde yeni bir yol agacagim diisiiniiyoruz.
Ancak anne sutinden etkili bir tedavi elde edebilmek i¢in halen ek c¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Anne sutliniin néroblastom hicreleri Gzerine diferansiyasyon etkisi vardir.
Anne siitii konsantrasyonlarina gére anne sutl gruplari arasinda fark
saptanmada.

Anne siitt konsantrasyonu arttik¢a ndrit uzantisi daha uzun bulundu.

Anne siitiine maruz kalinan giin sayisi arttik¢a norit uzantist daha uzun
bulundu.

Bu durum anne siitii igindeki baz1 madde ve molekiiller ile ilgili olabilir.
Bunlarin aragtirilmasi ve ayristirilmasi yeni tedavi olanaklar1 sunacaktir.
Ayrica term ve prematlr bebek sahibi annelerin matur sut, kolostrumlari, inek
siiti ve hazir mamanin karsilagtirilmas1 calismayr bir {ist basamaga

tastyacaktir.
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Sorumlu Arastiricinin Adi: Dog. Dr. Erman ATAS
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Destekleyici (varsa):

“Anne Siitiiniin Noroblastom Hiicre Farklilasmasindaki Etkinligi” isimli bir
calismada yer almak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu calismaya davet
edilmenizin nedeni anne siitiiniin arastirma amaci ile néroblastom hiicreleri tizerinde
kullanilacak olmasidir. Bu ¢alisma, arastirma amagli olarak yapilmaktadir ve katilim
gontlliliik esasina dayalidir. Calismaya katilma konusunda karar vermeden once
aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Calisma hakkinda tam olarak bilgi
sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz
sizden bu formu imzalamaniz istenecektir. Bu arastirma, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda, Dog. Dr. Erman ATAS sorumlulugu altindadir.

Calismanin amaci nedir; benden baska kac Kisi bu calismaya katilacak?
Noroblastom sempatik gangliyonlar ve/veya adrenal medulladan ortaya
cikabilir ve ilk bir yas icerisinde spontan olarak benign forma doniisiim gosterebilir
ve regrese olabilir. Spontan benign forma doniisiim ilk yas igerisinde siklikla
olmakta, yas ilerledikce bu oran azalmaktadir. Bunun en iyi kanit1 otopsi yapilan
yenidoganlarda normalde goriilenden 400 kat daha fazla noroblastom tespit
edilmesidir. Bu durum ilk bir yas igerisinde bebegin maruz kaldigi; bebegin
immiinitesinin gelismesi, maternal antikorlar, transplasental gecen immun hucreler
gibi faktorlerden dolayr benign forma doniisim oldugu ve tiimoérlerin 400 Kkat
azaldig1 diisiincesini dogurmaktadir. Ilk bir yas igerisinde bebegin en ¢ok tiikettigi
besinin anne siitii olmas1 sebebi ile anne siitiiniin bu doniisiim {izerinde etkisinin
olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu sebeple néroblastom hiicrelerinin malign den benign
forma diferansiasyonunda anne siitiiniin etkisi veya katkis1 arastirilacak bu amagla
noroblastom hiicre hatlarina degisen konsantrasyonlarda anne sitl verilecektir.
Anneler goniilliiliik esasina gore ¢alismaya alinacaktir. Calismadan ayrilmak isteyen
anneler, onay verip sonrasinda onay ¢eken anneler, hastalii olan anneler ¢aligmadan
cikarilacaktir. Goniilliik esasina gore oldugu icin ¢alismadan ¢ikan annelerin siitleri
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lade edilecektir. Noroblastom hiicre farklilagmasi ile ilgili daha onceden yapilan
cesitli ¢calismalar olmakla beraber anne siitiiniin etkileri iizerine daha once hi¢ bir
calisma yapilmamistir ve bu konu tarafimizca ilk defa arastirilacaktir. Bu ¢aligsma ile
anne sutlinin ndroblastom diferansiasyonundaki etkisi ortaya konulacaktir. Burada
gozlemlenecek degisimler ile malignden benign forma farklilasma saglanirsa anne
slitlinilin tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu arastirma tek merkezli olarak yliriitiilecek olup baska annelerden de siit
temini yapilabilecektir, ¢alisma kapsaminda elde edilen veriler hi¢bir sekilde sizin
isminiz belirtilerek aciklanmayacaktir. Arastirmaya katilmama ya da kabul ettikten
sonra vazgecme hakkina sahipsiniz. Forma isminizi ve telefon numaranizi yazmanizi
sizlere daha kolay ulagsabilmemiz agisindan 6nemle rica ediyoruz. Tesekkiirler.

Bu ¢calismaya katilmalh miyim?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay1
birakmakta 0zgiirsiinliz. Eger katilmak istemez iseniz veya calismadan ayrilirsaniz,
doktorunuz tarafindan sizin i¢in en uygun tedavi plan1 uygulanacaktir. Ayn1 sekilde
caligmayi yiiriiten doktor ¢alismaya devam etmenizin sizin i¢in yararli olmayacagina
karar verebilir ve sizi ¢alisma dis1 birakabilir, bu durumda da sizin i¢in en uygun
tedavi secilecektir.

Bu ¢alismaya katilirsam beni ne bekliyor?

Bu bagslik altinda asagidaki bilgiler yer almalidir:
Sut drnekleri term bebegi olan goniillii annelerden elle sagilarak toplanilacaktir.
Dogum sonrasi en az 5 giin gectikten sonra alinan matiir siit bu ¢calismada
kullanilacaktir. 5 giin slre ile bu sitler kanser hiicrelerine verilecek ve kanser
hiicrelerinde siitiin meydana getirdigi degisiklikler gézlemlenecektir.

Cahismanin riskleri ve rahatsizliklar1 var mmdir?
1. Calismaya katilmaniz nedeni ile olusabilecek herhangi bir risk veya
geligebilecek rahatsizlik s6z konusu degildir.
2. Arastirmadan dolay1 goreceginiz olasi bir zararda gerekli her tiirlii tibbi
girisim tarafimizdan yapilacaktir; bu konudaki tiim harcalamalar da
tarafimizdan karsilanacaktir
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Calismada yer almamin yararlari nelerdir?

Aragtirmadan elde edilebilecek bilgiler cocuk c¢agunin 6nemli kanser
tiplerinden biri olan néroblastom tedavisi icin dnem arz etmektedir. Belkide yeni
tedavi yontemi gelistirilebilecektir.

Bu ¢alismaya katilmamin maliyeti nedir?
Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi
bir 6deme yapilmayacaktir.

Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Calisma doktorunuz kisisel bilgilerinizi, aragtirmay1 ve istatiksel analizleri
yiriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca
geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi makamlar inceleyebilir.
Calismanin sonunda, kendi sonuclarimizla ilgili bilgi istemeye hakkiniz vardir.
Calisma sonuglart ¢alisma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak
kimliginiz a¢iklanmayacaktir. Calisma bitiminde kalan siitler imha edilecektir.

Daha fazla bilgi icin kime basvurabilirim?

Calisma ile ilgili ek bilgiye gereksiniminiz oldugunuzda asagidaki kisi ile liitfen
iletisime ge¢iniz.

ADI

GOREVI

TELEFON

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

...................... Anabilim dalinda, Dr. ............. tarafindan tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilimer” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davramigla karsilasmis
degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi
sirasinda  herhangi bir neden gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak
arastirmactlart zor durumda birakmamak icin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden
bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.
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T.C.
L SAGLIK BiLIMLERI UNIiVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmadan e¢lde edilen benimle ilgili kisisel bilgilerin gizliliginin
korunacagini biliyorum.

Arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacag konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak
da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte,
| D) SO (Doktor ismi), ......ccee..ee. (telefon ve adres) ‘ten arayabilecegimi
biliyorum. (Doktor ismi, telefon ve adres bilgileri mutlaka belirtilmelidir)

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, goniilliiliik i¢erisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
Katilimci : Adi Soyadi
Tletisim adresi ve tel:
Imza ve tarih
Goriisme tami@i :  Adi Soyad:
fletisim adresi ve tel:
Imza ve tarih
Katilimci ile goriisen hekim: Adi Soyadi
fletisim adresi ve tel:
Imza ve tarih

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE
BIRBIRLERININ DEVAMI SEKLINDE OLACAKTIR. AYRI AYRI
SAYFALARDA YER ALMAYACAKTIR.
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