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OZET

Noéroblastoma ve ganglionéroma arasinda ara gegis evresi olan
ganglionéroblastomadaki  genetik  degisiklikler tam  olarak
bilinmemektedir. Néronal orijinli timoérlerde sitogenetik ¢aligmalar
kosullar zor oldugu i¢in ¢ok fazla degildir.

Bu calismada, karsilastinnimal genomik hibridizasyon (KGH) ve
iki asamali dejenere oligontkleotid primer ile polimeraz zincir
reaksiyonu (DOP-PCR) kullanilarak, yaslar1 3-4 arasinda olan 5
olguya (3 erkek, 2 kiz) ait ganglionéroblastoma O6rneklerindeki
genomik kopya sayisi1 degisiklikleri ile bunlarin kromozomal
yerlesimleri aragtinlmigtir.

5 olgunun 3'inde 2pS.1-pter, 5pl5.1-p15.3, +7, 13q22-q31,
+22 artislan, ve 2'sinde 1p35, 4p15.1, 10q11.2-q21.2, 12q24.32-qter,
+13, 17p12-p13 ve 18p11.35-pter gibi kromozom bdlgelerinde artiglar
bulunmustur. 3 olgumuzda ortak amplifikasyon bélgesi olarak
belirlenen 13g22-q31 bolgesinde tamimlanmus olan bir onkogen
bulunmamaktadir. Bu bdlge, gangliondroblastomanin ortaya
cikisinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynayan olasi bir onkogen
tastyor olabilir. Ayrica, néronal orijinli tGmérlerde simdiye kadar
artis1 gdsterilmemis olan ve bizim olgularimizin 3"Gnde artist
belirlenen kromozom 22, tizerinde tasidign YESP, SIS, PDGB, NRASL2
onkogenlerinin trlnleri ile, ganglionéroblastoma geligimde énemli rol

oynuyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: Karsilastinlmali Genomik Hibridizasyon,
Dejenere oligontikleotid primerli polimeraz Zincir Reaksiyonu,

ganglinéroblastoma

it



ABSTRACT

The genetic changes in ganglioneuroblastoma, which
represents an intermediate stage between neuroblastoma and
ganglioneuroma, are not yet clear. Difficulty of performing cytogenetic
studies on neuronal tumours have resulted in fewer studies. This
study investigated the genomic copy number changes as well as their
chromosomal locations, of the ganglioneuroblastoma samples
belonging to 5 cases (3 male, 2 female) between the ages of 3-4, by
comparative genomic hybridization and two-step degenerate

oligonucleotide-primed polymerase chain reaction (DOP-PCR).

Gains in chromosomes 2pS5.1-pter, Sp15.1-p15.3, +7, 13q22-
g31 and +22 were detected as minimal common regions in 3 of our
patients, while gains in chromosomes 1p35, 4p15.1, 10q11.2-q21.2,
12q24.32-qter, +13, 17pl2-p13 and 18pl11.35-pter were observed in
2 of our patients. No oncogenes were reported to be located in the
chromosomal region of 13q21-q31 previously. This region may harbor
a novel oncogene which contributes to the initiation and progression
of ganglioneuroblastoma. Furthermore, whole chromosome
amplification of choromosomes 22 , which was detected in 3 of our
patients, and which has been reported in previous studies on
neuronal tumours, may play a specific role in the progression of
ganglioneuroblastoma, with the YESP, SIS, PDGB, NRASL2

oncogenes it harbors.
Key words: Comparative Genomic Hybridization, Degenerate

Oligonucleotide Primed -Polymerase Chain Reaction,

Ganglioneuroblastoma
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GIRIS VE AMAC

Kanser, multifaktgf')riyel ve multistep bir etkilesim sonucu ortaya
cikmaktadir (1). Bu etkilesimde genetik yapr rol oynamaktadir.
Kanserde genomik yapidaki artis ve azaliglar, kanser genlerinin
mekanizmasinda énemlidirler. Kanserin klonal evrimini takip etmek
icin, kanserli dokunun ve daha detayh inceleme i¢cin de kanser

hicresinin kendi genomik yapisinin incelenmesi gerekmektedir.

Kanserde genetik calismalar sitogenetik, molekiler sitogenetik
ve molekiiler genetik tekniklerle yapilmaktadir. Solid thGmérlerde
sitogenetik calisma g¢ok zordur ve yeterli sayida canlh hiicre elde
etmek gerekmektedir. Bazen de sadece var olan ve dreyen
hiicrelerdeki genetik degisiklikler incelenebilmektedir (2). Molektler
genetik yontemlerle ise genomdaki degisiklikler UGzerinde tek tek
inceleme yapilmaktadir. Oysa kanserli hiicrelerde bir¢ok genomik
degisiklikler meydana gelebilmektedir (3). Bitlin genomu incelemek
icin bu nedenle molektiler sitogenetik tekniklerden
yararlanilmaktadir.

Karsilastirmali genomik hibridizasyon (KGH, Comparative
Genomic Hybridization, CGH) molektler sitogenetik bir yontem olup,
butin genomdaki artis ve azahliglann incelenmesine ve
tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Yontemin temeli, iki farkh
renkte floresan ile isaretlenmis timéral ve normal dokuya ait
DNA'larin, normal kromozomlarla hibridizasyonuna, bu hibridizasyon
oranimn bir yazihm programi yardimiyla elde edilmesine, DNA artig
ve azaliglarinin kromozomal yerlesimlerinin  belirlenmesine
dayanmaktadir (4).



Caligmamizda, ¢ocukluk ddéneminde ortaya ¢ikan ve seyrek
gortilen, néronal orijinli timodrlerden néroblastoma ve ganglionéroma
arasinda gecig evresi olan gangliondroblastomada, KGH ydntemini
kullanarak tGmoér huicrelerindeki genomik artis ve azalislan
arastirmay: ve kromozomal yerlesimlerini belirlemeyi amacladik.



GENEL BILGILER

Okaryotik hiicre, karmasik bir yapiya sahiptir. Tum
fonksiyonlar, ¢ekirdeginde bulunan genetik program araciligiyla
gerceklestirilir. Bu program, hicrenin fonksiyonlanm yonlendirir ve
bunlarin kontrolinG saglar. Hucre, elde ettigi enerjiyi, kimyasal
reaksiyonlarda kullanarak, i¢ ve dig uyaranlara cevap veﬁr, kendi
fonksiyonlarin1 duizenler, strekliligini saglamak igin, bélliinerek
cogalir ().

Iki hicre bdlinmesi arasindaki evre, hiicre dénglst olarak
tanimlanir. Normal hiicrede, hiicre déngiisQ, hiicrenin kendi genomik
DNA’s1 tarafindan kodlanan enzim ve proteinlerle yarGtilmekte ve
kontrol edilmektedir (6). Hucre doéngisi, gerceklesen hucresel
aktivitelere gore G1, S, G2 ve M olmak UGzere dért faza ayrlir. G1
fazinda hicre biytlr ve normal metabolizmasim strdarir. Organeller
kendilerini eslerler. S fazinda DNA replikasyonu ve kromozom
duplikasyonu gergeklesir. G2 fazinda hiicre biytamesi devam eder ve
hicre kendini mitoza (M) hazirlar. Mitozda hiGcre bolinmesi ve
replike olan DNAlarin yavru hicrelere dagilimi gerceklesir . Bazi
hucreler ise, O6rnegin sinir hucreleri, DNA sentezi 6ncesinde Go
evresinde tutulurlar (5). Bu hiicreler metabolik olarak aktiftirler,
ancak uygun ekstraseliiler sinyallerle uyanimadik¢a ¢ogalmazlar (6).

Hucre, bir bagka hicre tarafindan gonderilen uyarici
molekiillere veya fiziksel temas sonucu olusan bir dig uyarana karsi
uygun hticresel cevabi verebilme yetenegine sahiptir. Sinyal olarak
bilinen bu islem, genellikle bir dizi farkli proteinin fosforilasyonu ve
defosforilasyonu ile gergeklesir. Sinyal iletiminde gorev alan
proteinlerin konformasyonel degisiklige ugramasi, DNA'ya spesifik

baglanmalann ve spesifik cevabin olusmasimi saglar. gbrev alan



proteinlerin konformasyonel degisiklige ugramasi, DNA'ya spesifik

baglanmalar ve spesifik cevabin olusmasini saglar (5).

Okaryotik htucreler, farklilasarak &zellesirler. Insanda yumurta
hiicresinin sperm htcresi ile déllenmesi sonucu olusan zigot,
embriyonik gelisimini strddrirken, hicreler dokulara ve organlara
farklilagirlar. Bazi hucreler, bir sindirim bezinin parcas: haline
gelirken, kimi htcreler bir iskelet kasimn, kimi ise kemigin bir
parcas: haline gelir. Her bir embriyonik hicre tarafindan izlenen
farklilagsma yolu, temelde ¢evreden aldig: sinyallerle genomik yapinin
davranisina baglidir (S5, 6).

Organizmada normal hiicre, programlanmis hiicre 61imi olarak
tamimlanan apoptozise ugrayarak Olir. Apoptozis, spesifik genlerin

aktivasyonunu gerektirir (5).

Normal htcrede blytime ve gelisme, hiicre dongGsinin
ilerlemesinde ve kontroliinde gérev alan protein kinazlar ve siklinler
tarafindan yonlendirilir. Ornegin, hicre dénglistinin ilerlemesi,
siklin D tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kontrol, siklin D ve
bliytme faktérii arasindaki baglanti ile gerceklesir. Ayrica, siklin D
proteini ile baglanan protoonkogen ve timor supressér gen urtini
proteinler, hiicre déngtstnin kontrollinde 6nemli rol oynarlar. Ras
onkogen proteini, siklin D've baglandiginda, htuicre bolinmesi
artarken, p33 ve Rbl tGimér supres6r gen TUrlnleri, htcre
bélinmesinin yavaslamasini ve durmasim saglamaktadirlar. Kisaca,
normal hticrede hicre biytmesi ve gelismesi, protoonkogenler ve
tGmor supressor genler arasindaki bir denge ile strdurtlmektedir.
Hicre biylme ve proliferasyonunda gorev alan protoonkogenler,
timor supressor genlerin kontrold altinda ¢aligmaktadirlar (6).



Normal bir hicrenin kanser hticresine donGsimu, hlGcrenin
normal fonksiyonlari lizerindeki kontrollin yitirilmesine yol acan bir
dizi genetik mutasyon sonucu olur. Kansere yol acan mutasyonlar,
hiicre ¢ogalmasindan, hicre gelisiminden, ve diger temel hicresel
aktivitelerden sorumlu genleri etkilerler (7). Kanser hiicresinde hiicre
¢ogalmasinin kontroli kaybolur. Kanser hucresi, hiicre déongistnuin
Go safhasinda tutulmasim saglayacak sinyallere cevap vermez.
Kanser hiicresinde normal farklilagma gériilmez. Normal farklilasma
gecirmeyen ve surekli aktif olarak bdlinen kanser htcresi, kendisini
programh hucre o6limine sevk edecek sinyallere karsi duyarsiz

oldugundan, apoptozise ugramaz (6).

Kanser, genetik bir hastaliktir. TGm kanserlerin %5'i ailesel
gecis gosterir. Ancak bazi kisilerin kansere yakalanma riskleri,
genetik yapilarinin kansere yatkinlik goéstermesi nedeni ile, normal
kisilere gore daha yuksektir (7).

Normal htlicreninin kanser hiicresine dontsimitnde etkili olan
genetik degisiklikler, kromozomal abnormaliteler ve gen diizeyindeki
degisiklikler olarak gruplandirilabilir.

1.1 Kanserde Kromozomal Abnormaliteler

Kanser hticrelerinde anéploidi, translokasyonlar, delesyonlar,
kardes kromatid degisimleri, frajil bélgeler, homojen boyanan bdélgeler
(hsr) ve double minat kromozomlar (dmin) gibi bircok degisik
kromozom abnormaliteleri gériildr (8). Anéploidi, kanser hiicrelerinde
biGytme kontrolininin kaybina bagli olarak sik gorilen bir
kromozomal abnormalitedir. Baz1 kromozomal translokasyonlar ve
kardes kromatid degisimleri, kromozomlarda 6zgil onkogenleri aktive
ederler ve kanser olusumunda 6nemli rol oynarlar. Kromozomlar

Uzerinde bulunan frajil bolgeler, mutajen ve karsinojenlerin hedefi



konumundadirlar. Hsr ve dmin, gen amplifikasyonlarnnn
olusturdugu hicresel yapilar olup, birgok timér tipinde de novo
olarak veya organizmanin sitotoksik ajanlara maruz kalmasi

sonucunda olusurlar (S5, 8).

Kanser hiicresinde karsilasilabilecek sitogenetik

abnormaliteler, 3 ana grupta toplanair:

1. Primer abnormaliteler: Genellikle tGmére 6zgi tek tip
anomali olup, kanserde erken basamagin gostergesidirler.

2. Sekonder abnormaliteler: Kanserin ilerlemesinde
(progresyon) Onemli olup, genetik instabilitenin sonucu
olarak ortaya cikarlar. Kanserin ileri evrelerinde dominant
pozisyondadiriar.

3. Sitogenetik noise: Tuamoére o6zgl aberasyonlar degildirler.
Ancak timoér hlcre populasyonunda ¢ok sayida
olduklarinda karyotipte dominant hale gecerek patogenetik
olarak 6nemli degisikliklerin belirlenmesini glglestirirler (9).

1.2 Kanser Olusumu ile Ilgili Genler

Protoonkogenler, tGmoér supresér genler ve mutatér genler,
normal htcre biyumesini ve proliferasyonunu kontrol eden gesitli
proteinleri  kodlarlar.  Protoonkogenlere = dominant fonksiyon
kazandirip, bunlar onkogenlere dénGstiren mutasyonlar, timoér
supresor genlerde resesif fonksiyon kaybi yaratan mutasyonlar ve
mutatér genlerin yapisinda meydana gelen gesitli mutasyonlar,

hiicrenin kanserlesmesine neden olurlar (10).



Onkogenler

Onkogenler, normal hticresel olaylarin yaratGlmesinde gorev
alan protoonkogenlerin mutant formlandirlar (11). Protoonkogenler,
pozitif etkili bGytGme faktdrleri ve reseptérlerini, sinyal iletim
proteinlerini, transkripsiyon faktérlerini ve hlicre donglisQ proteinleri
gibi hicre icin kritik énemi olan proteinleri kodlarlar. Onkogenler,
viral onkogenlerin hiicresel karsilig: olarak genomda bulunurlar ve c-
onc olarak isimlendirilirler. Insanda tanimlanan ilk onkogen, bir
sinyal iletim proteini olan ras'in konstitutif aktif formunu kodlar (11,
12). Bugiine kadar tanimlanmig protoonkogenlerin en iyi bilinenleri,
Cizelge 1.1'de gortlmektedir.

Onkogen aktivasyonunda cesitli mekanizmalar rol
oynamaktadir. Nokta mutasyonlar, kromozomlarda yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonlari, retroviral onkogenler ve
insersiyonel mutagenezisler, onkogen aktivasyonuna neden
olmaktadirlar (13).

1) Nokta mutasyonlar ile onkogen aktivasyonu

Ras onkogeninin aktivasyonu, nokta mutasyonu ile onkogen
aktivasyonuna iyi bir drnektir. Mesane, akciger, kolon, pankreas,
myeloid 16semi gibi farklh tGmoérlerde yapilan c¢alismalarda, ras
genlerinin  (N-ras, H-ras, K-ras) birinde nokta mutasyona
rastlanmistir. Akciger adenokarsinomlarinda, ras onkogeninde nokta
mutasyonu orani %30 olarak belirlenmistir. Ras protein trtng,
GTPye baglanan aktif formda ve GDP’ye baglanan inaktif formda
bulunabilir. Ras onkogeninde 12, 13 ve 61. kodonlarda meydana
gelen nokta mutasyonlar, rasn aktif formdan inaktif forma
dénlsimind bloke eder ve kontrolstiz hiicre ¢ogalmasina yol acar
(13, 14).



Tablo 1.1 Bugiine kadar belirlenmis onkogenlere 6rnekler (6).

Onkogen Neoplazm Aktivasyon
mekanizmasi
abl Kronik miyelojenik 16semi Translokasyon
erbB-2 Meme ve over karsinoma Amplifikasyon
c-myc Burkitt's lenfoma, akciger, Amplifikasyon;
meme, serviks kanseri Translokasyon
H-ras Kolon, akciger, pankreas Nokta mutasyonlar
Karsinoma, melanoma
bcl-2 Folikller B-hticre lenfomasi Translokasyon
gip Adrenal kortikal ve over
karsinoma Nokta mutasyonu
gli Glioblastoma Amplifikasyon
gsp Hipofiz ve tiroid timérleri Nokta mutasyon
hox-11 Akut T-htcre 16semisi Translokasyon
Iyl Akut T-hticre 16semisi Translokasyon
L-myc Akciger karsinoma Amplifikasyon
PRAD1 Paratiroid adenoma Translokasyon

2) Kromozomlarda yeniden dizenlenmeler ile onkogen aktivasyonu

Kromozomlarda olusan ve protoonkogenlerin yapisinda ve

ifadesinde degisikliklere neden olan translokasyon ve inversiyon gibi
yeniden dlizenlenmeler, onkogen aktivasyonuna sebep olurlar (12,
10). Philadelphia kromozomunun (Phl)
translokasyonlar ile onkogen aktivasyonuna bir érnektir. Kromozom
t(9;22)(q34;q11)

translokasyon sonucu olusur. Kromozom 9q34’teki ABL onkogeninin

olusumu, kromozomal

9 ve 22 arasinda gergeklesen, resiprokal

intronu ile, kromozom 22qll’deki BCR geninin birlesmesi sonucu,
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hucreyi transformasyona sevk eden bir tirozin kinazi kodlayan BCR-
ABL kimerik geni olusur (11).

3) Gen amplifikasyonu ile onkogen aktivasyonu

Insan timérlerinde amplifiye olmus DNA dizileri, ¢ogunlukla
onkogenleri igerir. Gen amplifikasyonlar1 hiicrede homojen boyanan
bélgeler (hsr) ve/veya double minutler (dmin) olarak bulunur.
Cocukluk ¢ag tGmért olan néroblastomada, N-myc geni 300 kat
amplifiye olabilir (13, 14).

4) Retroviral onkogenler ve insersiyonel mutagenezis ile onkogen

aktivasyonu

Retrovirusler, normal retrovirusler ve hicreyi transforme eden
retrovirusler olarak ikiye ayrlirlar. Normal retrovirusler, bir RNA
genomuna sahiptir. Viral RNA, reverse transkriptaz enzimiyle DNA'ya
cevrilir ve bu DNA konakg¢t hiicre genomuna entegre olur. Bu viral
DNA'nin hiicre DNA'sindaki bir protoonkogenin kodlayici bélgesine
veya bu bdlgenin yakinina insersiyonu, genin aginn oranda ifade
edilmesine veya ifadenin uygunsuz zamanda gerceklesmesine neden
olabilir ve hucre transformasyonu gergeklesir (11). Hucreyi
transforme eden  retrovirisler, igerdikleri onkogen ile konakg
hicreyi hizli ve etkili bir gsekilde transforme ederler. v-abl, v-erb B, v-
ets, v-mos ve v-myc, bugline dek kanser olusumu ile iligkili olarak
tanimlanmus ¢esitli viral onkogenlerdir (13).



Tiimor Supressor Genler (TSG)

TGmor supressér genler, hucre donglstnun spesifik bir
evresinde ilerlemeyi yavaglatan veya inhibe eden, DNA'min hasarl
veya kromozomlarin anormal olmasi durumunda hicre donglstni

durduran kontrol noktasi proteinlerini kodlarlar (11).

TGmor gelisimi igin, bir tGmor supressor genin her iki alleli de
islev kaybetmelidir. Her iki allel de somatik olaylarla inaktive
olabilecegi gibi, etkilenmis ebeveynden gecen ya da yeni bir
mutasyona bagli germ hicresi mutasyonu tasiyan bireyler tGmoér
gelisimine yatkindirlar. TGmor, ikinci allelin islev kaybindan sonra
ortaya c¢ikar. Bu olay, 'two hit' hipotezi olarak bilinir. Bunun
sonucunda gergeklesen heterozigosite kaybi (Loss of heterozigosity;
LOH) ile timér supressor genin o hiicredeki etkisi ortadan kalkar ve

kontrolsiz olarak bdliinmeye baslayan hiicre kanserlesir (7, 15).
insanda tanimlanan ilk timér supressér gen, retinoblastoma

(Rb) genidir (12). Bugline kadar tamimlanan TSGllerden en iyi
bilinenleri, Tablo 1.2'de gérGlmektedir.
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Tablo 1.2 Bugiine kadar belirlenmis timér supressor genlere drnekler (6).

TUmoér Supressér Gen , Kanser Tipi
pS53 Kolon kanseri ve diger ¢esitli kanserleri
Rb Retinoblastoma
NF1 Norofibromalar
NF2 Meningioma
APC Kolon/rektum karsinoma
BRCAI Meme ve over karsinoma
BRCAZ2 Meme karsinoma
DCC Kolon/rektum karsinoma
DPC4 Pankreatik karsinoma
INK4 Melanoma, akciger karsinoma, beyin
timorleri, 16semiler ve lenfomalar
VHL Renal htiicre karsinoma
WT1 Wilms' tméra
Mutator Genler

Normal hiGcre dénglstnin kontrolinde, DNA replikasyonunda
ve DNA tamirinde gérev alan proteinleri kodlayan genlerdir. Mutator
genler, DNA'da yanlhis baz eslesmesi durumunda, hata dogrulama
sistemi enzimlerini kodlarlar. insanda, bugiine kadar tanimlanmis
mutatdr genler, kalitsal nonpolipozis kolon kanserinin gelisiminde rol
oynayan MSH2, MLH1, PMS1 ve PMS2 genleridir. Bu genlerdeki
mutasyonlar, mikrosatellit dizilerin instabilitesini yaratarak kansere

neden olurlar (10).
Normal bir somatik hiicre, gerektiginde kendi biytimesini inhibe

edecek mekanizmaya sahiptir. Normal hiicre genomunda meydana

gelecek bir mutasyon, bu hitlicrenin ¢ogalma yetenegini diger
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hiicrelere oranla artirabilir. Ancak tek bir mutasyon, hucrenin
kontrol mekanizmalarindan kagabilmesi i¢in yeterli degildir. Bu
hiicrede meydana gelen ve timoér supresdér gen, protoonkogen ve
mutatér genlerin fonksiyonlarnni etkileyebilecek ek mutasyonlarnn
birikimi sonucu hicre, normalde gogalmasini durduracak sinyallere
ragmen bolinmeye devam eder. Bu noktada, kanserlesen hcre

komsu dokular: istila edip vicudun diger bélgelerine yayilabilir (16).

Ortaya ¢iktiklar1 bdlgede kalmayip komsu dokulan istila ederek
ve kan ve lenfoid dolasimu yoluyla vicudun baska bdlgelerine
metastaz yaparak yayilan timorler malign olarak tanimlanir.
Olustuklart bdlgedeki konumlarimi koruyan ve vicudun diger
bélgelerine yayilma olasihiklan digidk olan timodrler ise benign
timorlerdir (13).

Beyin veya omurilik bélgesinde olusan thmédrler, ister benign
ister malign olsun, 6limcil olabilir, ¢inkd sinir sistemi, insanin
yapisimi olusturan milyarlarca hicre arasindaki hizli i¢ iletigimi
saglar. Bu tir bir iletisim olmadan, insanda hucresel aktivitelerin
dizenlenebilmesi ve koordine edilebilmesi mimktin degildir (17, 18).

1.3 insanda Sinir Sistemi ve Sinir Dokusu

Sinir sisteminin fonksiyonu, i¢ ve dig uyartilann almaktir. Bu
uyartilar daha sonra analiz edilir ve gesitli organlarda uygun cevaplar
olusur. Sinir sistemi i¢inde, Ozellesmis hicreler olan néronlar, bir
_haberlesme ag1 olusturur (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 (a) Noron hicresi, (b) Hemotoksilen-eozin ile boyali néron (N)
hiicreleri (beyin dokusu), (c) Néronal ag sistemi
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Sinir sisteminin fonksiyonlari, néronlarin uyarilabilme
Ozelliklerine dayanir. TGm hucrelerde oldugu gibi, uyanlmarmus bir
ndéronun plazma membrani boyunca elektriksel potansiyel yaratan
iyonik gradient mevcuttur. Uyarima ile, uygun uyaranlara karsi
membran gecirgenli§inde degisiklik meydana gelir ve plazma
membranmi depolarize olur. Aksiyon potansiyeli olarak bilinen bir
depolarizasyon dalgasi plazma membrani boyunca yayilir. Membran
daha sonra hizla dinlenme halindeki potansiyeline déner, yani
repolarize olur. Bitigik néronlar arasindaki iletisgim bolgeleri olan
sinapslarda, bir néronun depolarizasyonu, bitisik néronda aksiyon
potansiyeli baslatan kimyasal transmiter maddeler, vyani

norotransmiterler salgilamasina neden olur (19).

Sinir sistemi anatomik olarak, beyin ve omuriligi kapsayan
merkezi sinir sistemi (MSS) ve merkezi sinir sistemi disindaki tim
sinir dokusunu igeren periferal sinir sistemi (PSS) seklinde incelenir.
Fonksiyonel olarak ise sinir sistemi, istemli fonksiyonlarda gérev alan
somatik sinir sistemi ve istemsiz fonksiyonlan kontrol eden otonom
sinir sistemi olarak ikiye ayrilir. Histolojik olarak incelendiginde, tim
sinir sistemi, ndronlar ve bunlara destek gorevi gbéren hucrelerin

farkl sekillerde dlizenlenmelerinden olusur.

Buytkltukleri ve sekillerinde farkhhiklar gorilse de tGm
noéronlarin temel yapis1 aynidir. Genel olarak, bir sinir hicresi Gg¢
kisimdan olusur: dendritler, esas hicre kismu (hicre govdesi) ve
akson. Dendritler ve aksonlar, esas hticre kismimin uzantilandir.
Uyartilar, sayilan bir ya da daha fazla olan dendritlerle hicreye
alinir, aksonla hiicreden uzaklagtinlir. Aksonun ftzerinde miyelin
denilen yagh bir tabaka vardir. Miyelinin tzerinde ise, nérilemma
(Schwann kilifi) denilen hiicresel bir yap: bulunur. Miyelin kilif, her

sinir hlicresinde gbérilmez. Miyelin kilifi olan sinir hiicrelerinde, iletim
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hiz1 blylk 6l¢tide artmustir. ClinkQ miyelin kilif ¢ok iyi bir yalitkandir
(Sekil 1.1).

Merkezi sinir dokusu, ¢ok sayida noron ile bunlarin destek
htiicreleri icine gdmuld olan uzantilarindan meydana gelir. Bu destek
hicreleri, néroglia olarak adlandirilir. Noroglia hucreleri, néronlara
mekanik ve metabolik destek saglar. D6rt tip nodroglia hutcresi
mevcuttur. Bunlar; oligodendrositler, astrositler, mikroglia ve

ependimal htcrelerdir (19).

Oligodendrositler, merkezi sinir sisteminde aksonlarin myelin
tabakayla kaplanmasindan sorumludur. Tek bir oligodendrosit 50

sinir fiberinin myelinle kaplamasinda rol oynayabilir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 Oligodendrosit hiicreleri

Astrositler, néronlara destek gorevlerinin yaninda merkezi sinir
sistem dokusunda meydana gelen hasarlarin tamirinde 6nemli rol
oynarlar. Astrositlerin ayrica ndéronlar ve kan arasindaki metabolik

aligverislerde aracihik yaptig1 da dGstnular (Sekil 1.3).

G L

Sekil 1.3 Astrosit hiicreleri
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Mikroglia htcreleri , diger glial hiicrelere oranla merkezi sinir
dokusunda daha az sayida bulunurlar. Mezensimal orijinli
hﬁcrele.rden koken alan bu hicreler, fotal gelisimin ge¢ bir evresinde
merkezi sinir sitemini kusatirlar. Doku hasan meydana geldiginde
mikroglia  hucreleri, bayltk  amipsi  fagositik  hucrelere
dénustiklerinden, makrofaj-monosit savunma sisteminin bir pargasi

olarak fonksiyon gorurler (Sekil 1.4).

Sekil 1.4 Mikroglia hiicreleri

Ependimal hucreler, ventrikillerin ve spinal kanalin epitelyal
astarini olustururlar. Diger epitel hucrelerin aksine, ependimal
hticreler bir bazal membran tizerinde bulunmazlar. Luminal ylizeyleri
lizerinde bulunan sillerin beyinde ventrikiiller icindeki serebrospinal

swvinin hareketinde rol aldiklan dasanualir (Sekil 1.5).

Sekil 1.5 Ependimal hiicreler

T RIS O
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Beyin ve omuriligin dig yUzeyi, meningler olarak bilinen
ozellesmis bag dokusu katmanlari ile kaphdir. Sinir dokusmm
ylizeyinde pia mater denen ve fibroblastlari, kollajen fiberleri ve
astrosit uzantilarini igeren mening tabakasi bulunur. Bu tabakanin
lizerinde araknoid mater olarak isimlendirilen fibréz tabaka
mevcuttur. Pia., ve araknoid -tabakalar arasindaki bulunan ve
subaraknoid bélge olarak tanimlanan bosluk, arter ve venleri igerir
(19) (Sekil 1.6).

Araknoid mater Subaraknoidal bogluk
Pia mater
Kan damari Beyin

Sekil 1.6 Meningler

Sinir sistemi htucreleri de, diger viicut hiicreleri gibi kanser
huicrelerine  doénuUsebilir. Kanser olusumu, hicrede Dbirgok
mutasyonun birikimini gerektirdiginden ve bu sﬁre.g yullar
alabildiginden, g¢ocuklarda kanser eriskinlere oranla daha seyrek
gorultar (16). Merkezi sinir sistemi tUimérleri 0-4 yastaki ¢ocuklar
arasinda 100.00Q'de 3.1 siklikla g6ralir (17)

1.4 Merkezi Sinir Sistemi (MSS) Tiimorleri

Merkezi sinir sistemi timérleri, Dlinya Saglik Orgiiti (WHO)'ya
gére, glial neoplazmlar; néronal, karigtk néronal-glial, ve
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noroendokrin neoplazmlan; pineal neoplazmlar; omurilik
neoplazmlar;; meningeal ve melanositik neoplazmlar; vasktler
neoplazmlar; sinir kilifi neoplazmlari; hematopoetik neoplazmlar;
germ hiicre neoplazmlari ve teratomalar; malformatif ve neoplastik
olmayan kutle lezyonlari, sekonder neoplazmlar; paraneoplastik
sendromlar; ve  sinir sistemi  neoplazmlarimin  terapdtik

komplikasyonlar olarak siniflandinlir.

Astrositomalar, ¢ocuklarda ve yetigkinlerde gorilebilen, primer
beyin timédrlerinin en sik gorilen formlandir. Beyin kdékilinde,
serebellumda, omurilikte gdrilebilen bu tiimérlerin benign ve
malignant formlan vardir ve merkezi sinir sistemi disina metastaz

yapmazlar. Glioblastome multiforme, bu tar timérlere 6rnektir.

Oligodendroglial timérler, oligodendroglial hicrelerden kdken
alirlar. Bu tGmorler yetiskinlerde gériltrler. Serebral hemisferlerde
gelisen oligodendroglial tiimérler, benign (oligodendroglioma) veya

malign (anaplastik oligodendroglioma) olabilirler.

Ependimal hiicre tiimérleri, ¢cogunlukla c¢ocuklarda omurilikte
gérﬁlﬁrler'. Bu tUimodrlerin benign (ependimoma) ve malignant

{anaplastik ependimoma) turleri vardir.

Néronal timérler, genc yetigkinlerde goérilir. Gangliositoma,

ganglioglioma bu timérlere 6rnek olarak verilebilir. Prognozlan iyidir.

Meningeal tumdrlerin en sik gdrilen formu, meningiomadir.
Meningiomalar yavas biylyen tGmorlerdir. Araknoidal htcrelerden
koken alirlar. Bu ttimérlerin biylk bir ¢ogunlugu benigndir, ancak
malign formlan da bulunur.
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Embriyonal hucreler, gesitli tip hucrelerden kéken alan ve
cesitli sekillerde farkhlasma gosteren tGmérler olusturabilirler.
Embriyonal timérlerin en sik gérilen formu, serebellumda olusan
medulloblastomadir. Primitif timoér hucrelerinden olusan, hizh
bliyliyen ve meningeal yayilma egilimi gdsteren bu tlmorler,
cocukluk c¢agi beyin timoérlerinin yaklasik %20’sini olusturur (20).
Diger bir embriyonal orijinli timér olan néroblastoma, genellikle
bebeklik ve erken gocukluk caginda ortaya c¢ikar (Sekil 1.7). Bu
timorlerin  seyri, klinik ve Dbiyolojik olarak, kendiliginden
regresyondan malignant ilerlemeye kadar gesitli sekillerde olabilir.
Tum pediatrik malignansilerin %10-12’sini olusturur. Agresif,
metastatik formlarinin tedaviye cevabi zayiftir. Bu timdr,
farklilagsmamis noreblastik hiicreler ve farklilasma halindeki hiicreleri
icerir. Bu hucreler, bliyltk nukleus ve belirgin nukleoluslarn ile
tipiktirler (21). Noroblastoma, embriyonik dénemde sempatik sinir
sistemini olusturacak olan néral krest hucrelerinden koéken alir.
Noroblastoma, bir bagka tiimér olan ganglionéromaya farklilasabilir.
(Sekil 1.7). Bu  farklilagmada ara  gegit evresi Iise,
gangliondroblastomadir (22-24) (Sekil 1.7b).

Ganglionéroblastoma, nodroblastomalarla birlikte, bebeklik ve
cocukluk doéneminin beyin diginda gelisen ikinci en sik gérilen
timorlerini olusturur. Ganglionéroblastoma tanisinda ortalama yas,
yaklagik 21 aydir. Cogu sporadik olarak ortaya ¢ikar, ancak nadiren
ailesel gecisli formlann da goralar (23, 24). Mikroskop altinda
gangliondroblastoma, néroblastlar ve bunlarin ara formlan ile, sinir

fiberlerinin birlikte bulundugu bir karigim olarak gozlenir.
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(@) (b} (c)

Sekil 1.7 {(a) Noroblastoma, (b) Ganglionéroblastoma, (c) Ganglionéroma

Gangliondroblastoma, ¢ok nadir gorilen bir tGmordGr. Ara
gecis evresi oldugundan, patolojik inceleme ile tespit edilebilmektedir.
Tamor gelisiminde rol oynayan genetik degisiklikler, sitogenetik,
molekiler sitogenetik ve molekdler genetik yéntemler ile belirlenerek,
tamoérlerin  siniflandinlmasinda  kullamilmaktadiriar.  Molektler
sitogenetik bir yéntem olan KGH, tim genomdaki DNA artis ve
azaliglaninmi gésterdiginden, kanser ¢alismalarinda kullanmilmakta ve
siniflandirmaya yardimec: olmaktadir.

1.5 Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon (KGH; Comparative
Genomic Hybridization ; CGH)

Hticrede, genomik materyalin yapisindaki tim dengesiz
kromozomal aberasyonlarin incelenmesine olanak taniyan, molektler
sitogenetik bir yéntem olan KGH, Kallioniemi ve arkadaslan
tarafindan gelistirilmistir (3). Bu y6nteme, dijital ve sitometrik
cahgmalarin eklenmesi ile dijital gorintd analiz sistemleri ortaya
cikmistir (25-27).

KGH, biri analiz edilecek timér dokusundan, digeri karyotipik
olarak normal bireyden elde edilen iki genomik DNA'nin, farkh renkte
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fioresan ile isaretlenip, prob sekline getirilerek normal metafaz

yaymalarina hibridizasyonu esasina dayanir (28).

KGH i¢in timér DNA'si, taze ve parafine gémuli doku
orneklerinden veya lésemiler i¢cin kemik iligi htcrelerinden elde
edilebilir (29-32). Ayrica, parafin blok kesitlerinden tGmérli doku
veya hucrelerin mikrodiseksiyonunu takiben DOP-PCR yéntemi
kullanilarak, direkt amplifikasyonla da genomik DNA eldesi
gerceklestirilebilir (33, 34). Normal DNA kaynag: ise genellikle normal
karyotipli bireylerden alinan periferik kandan izole edilir. Elde edilen
timor ve normal DNA'lar, iki farkh renkte fléresan dNTP (timér DNA
kirmizi, normal DNA yesil) ile direkt DOP-PCR ya da indirekt olarak
nick translasyon yéntemi kullanilarak isaretlenir (35, 36).

Normal kromozomlar, karyotipik olarak normal bireylerden
periferik kandan kGltGr kurularak, standart yontemlerle elde edilir
(37). KGH'da kullanilacak preparatlarin aymi kalttirden, bir defada
elde edilmesi gerekir. Preparatlar, kuru, temiz ve karanhk ortamda,
oda 1sisinda bekletilir. Prob DNA (farkh renkte fléresan ile isaretli
normal DNA ve timoér DNA's: ile, isaretsiz olan, kromozomlardaki
telomerik ve sentromerik heterokromatin bdlgeleri baskilayan insan
Cot-1 DNA'sinin karigimi) ve kromozomlar, FISH protokollerine uygun
olarak, 1s1 ve denatire edici ajanlar ile denatiire edilirler. Denattire
edilmis prob DNA, denattire kromozomlar ile hibridize edilip 37°C'de
2-3 gin inkdbasyona birakihir (38). Hibridizasyon sonrasi, spesifik
olmayan baglanmalar, yikanarak uzaklastinlir. Yikama basamag;,
KGH'da en 6nemli basamaklardan biridir. Preparatlar, inceleninceye
kadar karanlhkta ve +4°C'de saklanir. Optimal hibridizasyon orani,
uygun filtre sistemi tasiyan epifloresan mikroskoba bagh CCD
kamera ve gelistirilmis bir yazilim (software) programu ile elde edilir.
Elde edilen hibridizasyon oraninin artis ve azalis bicimleri dikkate
alinarak, DNA artig ve azaliglarinin kromozomal boélgeleri tespit edilir
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(39). KGH, en siklikla kanser alaninda uygulanmakla birlikte, klinik
genetikte, gen haritalamasinda, prenatal tami g¢alismalarinda da
bagvurulan bir yontemdir (40-44).

1.6 MSS Tiimadrleri ile Yapilan Sitogenetik ve KGH Caligmalar:

MSS timodrleri, beyin iginde veya beyin disinda gelisebilir. Beyin
ici timorlerinden malign seyreden glioma ve medulloblastoma,
benign ve malign formlart bulunabilen oligodendroglioma ve
ependidoma ve genellikle benign formlari bulunan meningioma ile
ilgili sitogenetik ¢calismalar sirhdir (45-47).

En sik gorilen glioma, astrositomadir. Astrositomada gérilen en
stk kromozom aberasyonu, anormal karyotipli olgularin %40’ inda
gortlen trizomi 7 ve Y kromozomu kaybidir. Kromozom 9p, 10, ve
22’nin kaybr da sik gorilen kromozomal anomali olarak
gérulmektedir (48).

Oligodendrogliomada yapilan karyotipik ¢alismada, +7, -X ve -Y
bulgular ile, oligodendrogliomanin astrositomaya benzerlik gosterdigi
bulunmustur (48,49).

Ependidomada gorilen en sik kromozomal abnormalitelerin

+7,+12 ve 22 oldugu saptanmistir (48).

Medulloblastomanin da dahil oldugu primitif néroktodermal
timorlerde yapilan ¢alhiymada, 22 olgunun 8'inde izokromozom 17q,
karakteristik bulgu olarak tanmimlanmistir (50, 51). Ayrica
t(11;22)(q24;12) ve t(8;11){(qll;pll), +7, -10, -17, -22, -X, -Y, 6q
delesyonu ve  dminller sitogenetik  olarak  tamimlanmis
anormalliklerdir (48).
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Meningiomali hastalarla yapilan ¢aligmalarn %’Gnde kromozom
22 kaybi gozlenmistir. Erkeklerin 1/3%inde ise Y kromozomu kaybi
bulunmustur (48).

Néroblastoma, MSS’nde beyin disinda gelisen, postganglionik
noronlardan orijin alan hicrelerin timéridar. Bu timérler, spontan
regresyon ile benign olarak seyredebilir veya malignant tGmoére
dontsebilirler. Cocukluk .déneminde sik goérillrler. Noroblastoma
olgularinin %70-80’inde goérilen en genel sitogenetik abnormalite,
kromozom 1lp’nin delesyonlarti veya 1lp'nin kanstug diger
abnormalitelerdir. Kromozom 1p delesyonundan sonra en sik gériilen
karyotipik anormallikler, hsr ve dmin’lerdir. Dmin’ler, hsrlerden 3
kat daha fazla goérilirler. Ayrica bazi néroblastoma olgularinda
t(1;17)(p36;912) translokasyonu gérdlmustar (48, 52-55).

Benign ve malign formlann bulunan, sinir kilifi htGcrelerinin
timord olan ndorinomada ise kromozom 22 kaybi, olgularin 2/3Gnde
gérilmektedir (48). Bu tiumdérde ayrica, -12, -15, -X, -Y ve +5- +7 ve
+20 saptanmustir (56). Noroblastoma ile ganglionéroma arasinda ara
gecis evresi olan gangliondroblastomada ve ganglionéromada
bildirilmis bir sitogenetik ¢caligma bulunmamaktadir .

Kanserde, konvensiyonel sitogenetik tekniklerin yaninda,
molekiler sitogenetik teknikler de kullanilmaktadir (4). KGH,
molekiler sitogenetik bir teknik olup, en ¢ok kanser calismalarinda
kullanilir. Yontem, gelisimi ve optimizasyonunu takiben basta sik
goérilen akciger, meme, melanoma ve néroblastoma gibi kanserler
olmak tzere, birgcok timor tiplerinde uygulanmistir (S7).

KGH kullanilarak ¢alisilan 35 noroblastomali olguda esas olarak

1p delesyonu ile birlikte 2p23-24 ve 17q11-23 amplifikasyonu tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada, kromozom 7, 9q, 11q, 12q, 13q, 14 q ve
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15 qgda tekrarlayan kromozomal amplifikasyonlar ve delesyon
belirlenmistir (58). Yapilan diger bir ¢alismada, 29 ndroblastoma
drneginde en sik olarak kromozom 17’nin amplifikasyonu tespit
edilmistir (59).

KGH ile glioblastdrna multiformede yapilan c¢alismada,
kromozom 7, 7p, 11q, 12q’nun amplifikasyonlan ile 9p, 10 ve 13%an
delesyonlan tanimlanmstir (60, 61).

KGH ile 10 glioma hicre hattinda yapilan ¢alisgma sonucunda,
kromozom 1, 4, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 18 ve X’te kayiplar ile, kromozom
7’de amplifikasyon oldugu gérdlmustir (62).

Cocukluk donemi merkezi sinir sistemi timoérd olan
medulloblastomada yapilan ¢alismada, en sik kromozom 17q ve 7’nin
amplifikasyonu tespit edilirken, 5pl15.3 ve 11¢g22.3"Gn asir1 DNA
amplifikasyonu ile birlikte degisik kromozomlarin delesyonlar
gozlenmigtir (30). KGH ile yapilan bir baska ¢aligmada, 12
medulloblastoma o6rneginde, 4p, 7p, 9p, 1l4q, 17p ve Xp
kromozomlarinda artiglar tespit edilmistir (63).

KGH ile, 5 gangliondroblastoma orneginde yapilan c¢alisma

sonucunda, 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18q artislan ile 1p delesyonu
bulunmustur (64).
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MATERYAL ve METOD

Bu c¢alismada, Akdeniz Universitesi, Tip Fakdiltesi, Patoloji
Anabilim Dali'ndan 1, ve Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji
Anabilim Dali'ndan ganglionéroblastoma tanis: konmus 4 olgu olmak
Uzere toplam S olgu ele alindi, ve bu olgularin parafine gomula arsiv

tamoér dokusu materyalleri Gizerinde ¢ahisildi.
2.1 Tiimér Dokusundan DNA izolasyonu

S olguya ait parafin blok doku materyalinden Sum'lik kesitler
alind: ve timdr bdlgesinin lokalizasyonunu tespit etmek amaciyla her
birinden 1 preparat hemotoksilen-eozin (H-E) ile boyand.
Boyanmamis preparatlar, H-E ile boyah preparatlar ile
karsilagtirilarak, tGmoérli hicrelerin %40-50 yogunlukta oldugu
bélgelerden mikrodiseksiyon yontemi ile kazima yapilarak hucreler
elde edildi.

2.1.1 Kullanilan Soliisyonlar
Parafini Uzaklastirma Tamponu

Dokulardan parafini uzaklastirmak icin, DOP-PCR Master Kit
(Boehringer Mannheim) igindeki tampon kullanildi.
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Tampon igerigi:

2X DOP-PCR Tampon
Brij-35 %0.01 (v/v)
10 mM Tris-HCl

100 mM KCl

3mM MgCl;

Digest Buffer (Sindirim Tamponu)

Tampon A:

0.1M Tris-HCI1 (pH 7.4)

0,5M EDTA (pH 8.0)

1000 pl Tris-HCl ile 40 ul EDTA kanstirilarak hazirlandi.

%10 Sodium Dodesil Stlfat (%10 SDS):
10 gr. SDS'e 100 ml steril bidistile su eklenerek 37°C su banyosunda
¢6z0ldu. 0.22 pum'lik filtre (Costar) ile filtre edildi.

Proteinaz K Cozeltisi:

Proteinaz K

10 mM Tris-HCl

10 mg Proteinaz K (Boehringer Mannheim), 1 ml Tris-HCIl iginde
cozaldu.

178 pl Tampon A, 6 pl %107uk SDS, 16 ul Proteinaz K kanistinlarak

hazirlanda.
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2.1.2 islemler

Kazinan doku parcalart steril 0.S5ml'lik kapakli ependorfa
alindi, Gzerine 250 ul parafini uzaklastirma tamponu ve 25 pl steril
bidistile su eklendi. 95°C'de 20 dakika inkdbe edildi. 12.000 rpm'de
10 saniye santrifijjden sonra, dokelti atildi. Kazinan doku parcalarim
iceren ¢okelti, %70'lik alkol ile yikandi, 12.000 rpm'de 10 saniye
santrif(ij edildi. Cokelti Gzerine 200 pl sindirim tamponu eklendi.
65°C'de 1 saat inkiibasyona birakildi. Uzerine 60 ul doymus NaCl
eklenip vorteksle karigtirildi. 10.000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi
ve dékelti temiz tipe aktanildi. Uzerine yaklasik 250 pl izopropanol
eklendi ve -20°C'de 25 dakika bekletildi. 12.000 rpm'de +4°C'de 13
dakika santrifiij edildi. Santrifij sonras: alkol uzaklastirildi, 6rnek
37°C etlivde kurutuldu, ve miktarnina goére belirlenen oranda steril

bidistile suda ¢ozilda.

2.2 Tiimor Dokusundan Elde Edilen DNA'dan Birinci Basamak
DOP-PCR Amplifikasyonu (65)

Tuamoér dokusundan elde edilen DNA'dan, 1. Basamak DOP-PCR
amplifikasyonu igin, DOP-PCR Master Kit (Boehringer Mannheim)
kullanildi.

2.2.1 Kullanilan Soliisyonlar

1) DOP-PCR master miks solusyonu (pH 8.3)

2X DOP-PCR Tampon

25 U Taq DNA Polimeraz, 20 mM Tris-HCI i¢inde

Brij 35, % 0.01 (v/V)
dNTP karistmi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, her biri 0.4 mM)



10 mM Tris-HCl1
100 mM KCl1
3 mM MgCla

2) DOP-PCR primer

Primer dizisi: 5'- CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTGG -3'
(N=A,C,G,T, yaklasik ayn1 oranda)

3) PCR igin steril su

4) Kontrol DNA's1, 1 ng/ul

2.2.2 iglemler

0,5 ml steril ependorf tip1 igerisinde toplam hacim S0 pl olacak
sekilde reaksiyon kosullar: asagidaki dtizenekte hazirlandi.

DOP-PCR kosullan

2X DOP-PCR Master Mix Solusyonu 25 pl

DOP-PCR Primer 25 p
DNA (100 ng/pl) 2 ul
Deiyonize su 20,3 ul
Extra Taq Polimeraz 0,2 ul

Toplam Hacim 50 ul
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Thermal Cycler'da (Techne) Uygulanan Amplifikasyon Kogullar
94°C 1 dakika 1 dénga
30°C 1,5 dakika
30°C-72°C 3 dakika 5 déngi
72°C 3 dakika
94°C 1 dakika
62°C 1 dakika 35 donga
72°C 2 dakika
72°C 7 dakika
Urinlerin Agaroz Jelde Gézlenmesi
Birinci Basamak DOP-PCR drunleri, %1,2'lik agaroz jelde 80
Voltta, EcoRI/Hind III DNA marker'ina (Fermentas) karsilik olarak
yurGtildd, ve 200-2000 bp arasindaki DNA fragmentleri elde edildi.
(sekil)
2.3 Kontrol DNA'larinin Periferik Kandan Eldesi
2.3.1 Kullanilan Soliisyonlar
Lizis Tamponu (pH 8.0)
155 mM NH4Cl

10 mM KHCO3
1 mM EDTA (pH 8.0)
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1 litre lizis tamponu hazirlamak igin, 8,28 g NH4CI (Sigma), 1 g
KHCO3 (Sigma), 4 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma) 200 ml bidistile
suda ¢6zllerek sollisyon hacmi bidistile su ile 1 litreye tamamlanda.
Otoklavda steril edildi.

White Blood Lysis (WBL) Tamponu (pH 7.4):

100 mM NacCl
25 mM EDTA

100 ml WBL tamponu hazirlamak i¢in, 2,5 ml 4 M NaCl
(Merckjve 5 ml 0,5 M EDTA (Sigma), toplam hacim 100 ml olacak
sekilde, bidistile suda ¢6zildu. Otoklavda steril edildi.

%10 Sodyum Dodesil Stilfat (SDS) Soltsyonu:

10 g SDS (Boehringer Mannheim}, toplam hacim 100 ml olacak
sekilde bidistile suda 37°C'ta ¢o6zGldd, ve 0,22 um'lik filtreden

gecirilerek, steril edildi

Proteinaz K Codzeltisi (10 mg/ml)

Proteinaz K
10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

10 mg Proteinaz K (AppliChem), 1 ml 10 mM Tris-HCI, icinde
¢ozulda.

Amonyum Asetat (Am-Ac) Soltisyonu (9,5 M)

50 ml Am-Ac solisyonu hazirlamak i¢in, 36,613 g Am-Ac
(Sigma), 15 ml bidistile suda ¢o6zildd, ¢ozildikten sonra toplam
hacim bidistile su ile 50 ml'ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi



2.3.2 Islemler

Normal bir erkek ve normal bir kadin bireyden, K3-EDTA iceren
tiplere 10'ar ml kan alindi. Tip igindeki kan, homojenizasyon
amaciyla iyice altist edildi. Kanlar, 50 mllik Falkon taplerine
aktarildi. Uzerlerine 40 ml'ye tamamlanacak sekilde lizis tampon
eklendi. Kanlar Falkon tapleri icinde, eritrositlerin lizisini
kolaylastirmak amaciyla 15 dakika -20 °C'de bekletildi. 1500 rpm'de,
+4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: dékelti
uzaklastirildi, ve elle tlpe wvurularak ¢okelti homojenize edildi.
Uzerine 30 ml lizis tampon eklendi. 1500 rpm'de +4°C'de 10 dakika
santrifiij edildi. Santriftij sonrasi dokelti uzaklastinidi, elle tlpe
vurularak c¢okelti homojenize edildi. Homojenizasyonu tamamlanan
¢okelti Gizerine 9,4 ml WBL, %10 SDS, ve 50 ul proteinaz K ilave
edildi, ve 37°C'de gece boyu inkUbasyona birakildi. Ertesi glin her
ornek tizerine 3,7 ml 9,5 M Am-Ac eklendi. S000 rpm'de, 25°C'de, 25
dakika santriftij edildi. DNA'y1 iceren ddékelti temiz tipe aktarildi,
Uzerine 1:2 oraninda izopropanol eklendi ve tip yavasca altlist
edilerek DNA'nin ¢okmesi saglandi. DNA 1,5 ml'lik ependorfta SO0 pl
%70'lik alkol i¢inde yikandi. 13.000 rpm'de 10 dakika santrif(ij edildi.
DNA, miktarina bagh olarak 100-200 pl bidistile steril su iginde
¢ozltlda ve 37°C ettivde yaklasik bir saat ¢dzlinmeye birakildi. Stire

tamamlandiktan sonra +4°C'de saklandi.

2.4 Periferik Kandan Elde Edilen Normal DNA'dan 1. Basamak
DOP-PCR Amplifikasyonu (65)

Periferik kandan elde edilen normal DNA'dan birinci basamak
DOP-PCR amplifikasyonu gerceklestirildi. Timoér dokusunda da
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kullanilan DOP-PCR Master Kit (Boehringer Mannheim) kullanildi, ve
ayni iglemler gerceklestirildi (Bkz. 2.2.2).

2.5 Normal Kigilerden Periferik Kandan Kromozom Eldesi (37)

2.5.1 Periferik Kan Kiiltiiriinde Besi Ortama

RPMI Medium 1640 HEPES (Irvine Scientific) 100 ml
Foétal calf Serum (FCS) (Seromed) 15 ml
Fitohemaglutinin (PHA) (Seromed) 0,75ml
L-Glutamin (Sigma) 1ml
Penisilin-Streptomisin (Irvine Scientific) 0,1 ml

2.5.2 Islemler

Normal bir erkek ve normal bir kadindan heparinli enjektoér
kullanilarak alinan periferik kandan kromozom eldesi icin, Moorhead
ve arkadaglarimin yontemi modifiye edilerek uyguland: (37). 5 ml
RPMI 1640 HEPES besi ortamu igeren steril deney tplerine, 0,4 ml
kan damlatilarak kaltGr kuruldu. Tapler, agizlari parafilmli olarak
toplam 72 saat 37°C etlivde bekletildi.

2.5.3. Kromozom Eldesi
2.5.3.1 Kullanilan Soliisyonlar:
Kolgisin Soliisyonu
1 mg'hk kolgisin tableti 10 ml bidistile suda ¢6zildG. Bu stoktan

1 ml alnarak, tUzerine 9 ml bidistile su eklendi ve final
konsantrasyonunun 10 pg/ml olmas: saglandi.
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Hipotonik Solisyonu:

0.075 M KC1

100 mllik solisyon hazirlamak igin 0.5592 g KCl1 (Merck)
tartilip, distile su ile 100 ml'ye tamamland: ve ¢alisma 6ncesi 37°C
etive birakildi.

Fiksatif Soltisyonu

Metanol (Merck) ve Glasial Asetik Asit (GAA) (Merck), 3:1
oranunda taze hazirlanarak kullanildi.

2.5.3.2 islemler

Kualtare 70. saat sonunda, final konsantrasyonu 0.1 mgr/ml
olacak sekilde 0.05 ml (1 damla) kolgisin eklendi, hafifce kanstirildi.
2 saat, 37°C etGvde bekletildi. Tap i¢indeki kGltlr materyali, pastér
pipeti ile dereceli konik santrifij tiplerine aktarildi, hafif¢ce pipetaj
yapildi. 1570 rpm'de, oda 1sisinda, 8 dakika santrifijj edildi. Dokelti
atildi ve ¢okelti pastdr pipeti ile hafifce kanstirildi. Uzerine 8 ml
hipotonik soliisyonu eklendi ve 10 dakika 37°C etlivde bekletildi.
1570 rpm'de, oda 1stsinda, 8 dakika santrif(iyj edildi. Dékelti atildiktan
sonra ¢okeltinin pipet ile hafifce kantigmas: saglandi. Cokelti Gizerine 4
ml fiksatif solGsyonu hizla eklenip, hemen pipetaj yapildi. 1570
rpm'de, oda 1sisinda, 8 dakika santrifiij edildi. Fiksatif ile yikama
basamagi, 2 kez daha tekrar edildi. Son yikamada, c¢okeltinin
miktarina bagh olarak bir miktar fiksatif solisyonu birakilip, iyice
pipetaj yapildi. Onceden beyaz sabun ile bidistile suda yikanmig ve
bidistile suda bekletilmis olan lamlar kurulandiktan sonra hohlama

yontemi ile nemlendirildi ve lamlarn Gzerine kQltir solisyonundan 1
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damla damlatilarak havada kurutuldu. Yayma yapilan preparatlar,
oda sicakliginda saklanda.

2.6 Normal DNA ve Tiimér DNA'sinin ikinci DOP-PCR
Kullanilarak Floresan ile isaretlenmesi (65)

2.6.1 Kullanilan Soliisyonlar

dNTP'ler:

Her bir dNTP sollisyonu igin, 100 mM stoktan S pl dNTP
(Fermentas) alinip, Gizerine 95 pl ddH20 konularak hazirlandi.

Spectrum Red dUTP:

Lyofilize haldeki SO nmol Spectrum Red-dUTP (Vysis) lizerine
50 pl ddH20 konularak hazirland.

MgCI2:

25 mM hazir MgCl; karisimi (Fermentas).

PCR Tamponu, (MgCla'siz):

Hazir soliisyon kullanildi.

Tampon Karigima:
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Normal DNA i¢in:

5 mM dATP 2u
S5 mM dCTP 2 ul
S5 mM dGTP 2 ul
Spectrum Red-dUTP (S0 nmol) 2 ul
MgCl2 (25 mM) 3ul
PCR tamponu ‘ 14 ul
Toplam Hacim 25 ul
TUmor DNA'st igin:

S5 mM dATP 2 ul
5 mM dCTP 2 ul
S mM dGTP 2 ul
Spectrum Green-dUTP (50 nmol) 2l
MgCl2 (25 mM) 3ul
PCR tamponu 14 pul
Toplam Hacim 25 ul

2.6.2 Ikinci Basamak DOP PCR Kosullar

Hem normal DNA hem de timér DNA'st i¢in asagida verilen
kosullar uygulanarak, ikinci DOP-PCR amplifikasyonu
gerceklestirildi.

Tampon Kansimi 25 ul
DOP-Primer 1,5ul
Taq DNA Polimeraz 0,5 ul
DNA (1. DOP-PCR urtnd) 1 pl (100 ng)
dH20 22 ul
Toplam Hacim S0 ul

Uriinlerin Agaroz Jelde Gézlenmesi
ikinci Basamak DOP-PCR drinleri, %1,2lik agaroz jelde 80

Voltta, EcoRI/Hind III DNA markerina (Fermentas) karsiik olarak
yurttaldd, ve 200-2000 bp arasmdaki DNA fragmentleri elde edildi.
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2.7 Prob Presipitasyonu

2.7.1 Kullanilan Soliisyonlar

3 M Sodyum Asetat (Na-Ac).3H20 Soltisyonu

81,62 g Na-Ac (Merck), 200 ml dH20'da ¢o6ztildd. pH'st 7.0'a

ayarlanda.

Prob Solisyonu

5 ml Formamide (Sigma), 1 ml dekstran silfat (Sigma), 4 ml
2XSSC (Salin Sodyum Sitrat) karistinlarak 10 ml olarak hazirlandi.

2.7.2 Islemler

100 ng tiimoér DNA's1, 100 ng normal DNA, 10 pl human (insan) Cot-1
DNA’s1, 2,5 ul 3M Na-Ac, ve 66 ul %1001tk saf etanol, 0,5 ml'lik
ependorf tiplinde kanstinldi, 1 saat slreyle -20°C'de bekletildi.
13.000 rpm'de, oda 1sisinda 30 dakika santrifiij edildi. Dokelti
uzaklastinidi. Cokelti 20 dakika 37°C ettivde kurutuldu, daha sonra
10 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 10 dakika sonunda
cokelti 15 pl prob solusyonunda ¢6zialda, 15 dakika karanlikta oda
1sisinda bekletildi, arada bir vorteks ile kanstirildi.

2.8 Prob Denatiirasyonu

Prob DNA'si, 70°C su banyosunda, 5 dakika denatiire edildi,
12.000 rpm'de 10 saniye santrifij edildi. 37°C su banyosunda 30
dakika bekletildi.
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2.9 Kromozomlarin islenmesi ve Denatiirasyonu
2.9.1 Kullanilan Soliisyonlar
2XSSC:

20XSSC'den (Sigma) 100 ml alinip bidistile su ile 1000 ml'ye
tamamlanarak kullanild. '

10 mg/ml RNaz A (Boehringer Mannheim)
RNaz A Soltsyonu:

10 ul RNaz A, 1 ml 2XSSC (pH 7.0) ile 1,5 mllik ependorf
tiptinde hazirlandi, kullamimdan 6nce 15 dakika 37°C etlivde
tutuldu.

100 mg/ml Pepsin (Sigma)
Pepsin Soltisyonu:

Dik salede S0 pl pepsin stok tUzerine, 1 ml 1IN HCl ve 99 ml
ddH20 konulduktan sonra kanstirilarak hazirlandi ve kullanimdan
20 dakika once 37°C su banyosunda tutuldu.

IXPB_S Tamponu:
8 gr. NaCl, 0,2 gr KCl, 1,44 gr NasHPO4, ve 0,24 gr. KH2PO4 800

ml suda ¢ozildd, pH's:t 7.4'e getirilip, bidistile su ile 1000 ml'ye
tamamlandiktan sonra otoklav edilerek steril hale getirildi.
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Post-fiksasyon Solisyonu:

1XPBS
50 mM MgClz
%350 Formaldehit

20 ml Formaldehit (Birpa), 80 ml 1XPBS ve 1 ml 50 mM MgCl
karistirilarak hazirlandi.

2.9.2 islemler

Onceden yayilmis ve oda sicakhginda bekletiimekte olan
preparatlar incelenerek, yaklasik 600 bant uzunlugundaki
kromozomlan iceren en az 10 metafazin bulundugu bélge, elmas
kalemi ile igaretlendi. Preparatlar, 2XSSC'de (pH 7.0), oda 1sisinda, 5
dakika tutuldu. Daha 6nce 37°C su banyosunda bekletilen RNaz A
soliisyonundan, her bir preparat tizerine 200 pul eklendi, 6nceden
elmas kalem ile isaretli bélge Gizerine 24X50 mm'lik lamel kapatilarak
37°C'de moist chamber'da (nemli kutu)} 60 dakika ink(ibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda lamel uzaklastirildi.

Preparatlar, RNase A'nin uzaklastinnlmas: amaciyla 2XSSC'de
(pH 7.0) oda sicakliginda 3 kez S'er dakika streyle yikandi.
Preparatlar pepsin sollisyonu i¢inde 37°C su banyosunda 8 dakika
slireyle inktbe edildi. Preparatlar 1XPBS'te (pH 7.0) oda sicakhginda
2 kez S'er dakika sireyle yikandi. 1XPBS+50 mM MgCl; ile 5 dakika
oda sicakhfinda yikama yapidi. Preparatlar post-fiksasyon
sollisyonunda, 10 dakika, oda sicakliginda tutuldu. 1XPBS'de, oda
sicakliginda S5 dakika sUreyle yikama yapildi. Preparatlar, buz
ustiinde srasiyla %70, 90, ve 100'ltik alkol konsantrasyonlarinda her
birinde 3'er dakika stUreyle tutularak dehidrate edildi. Preparatlar
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dikey pozisyonda tutularak, kurutma kagdi tzerinde havada
kurutuldu.

2.10 Metafaz Kromozomlarinin Denatiirasyonu

2.10.1 Kullanilan Soliisyonlar

Denatlirasyon Soliisyonu:

%70 Formamid, 2XSSC (pH 7.0)

Proteinaz K Soliisyonu:

10 pl stok Proteinaz K (1 mg/ml, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5)
(Boehringer Mannheim) ve 100 ml Tris-CaClz (20 ml Tris-HC1 pH 7.5,
2mM CaClz pH 7.5) kangtirilarak hazirland.

2.10.2 islemler

Metafaz kromozomlari, 68°C'de, %70 Formamid (Sigma),
2XSSC (pH 7.0) icinde 1 dakika 1S saniye streyle denatire edildi.
Preparatlar, buz dstlGnde swraswyla %70, 90, 100Gk alkol
konsantrasyonlannda 3'er dakika streyle her birinde 3 kez tutularak
dehidrasyon saglandi. Preparatlar dikey pozisyonda havada
kurutuldu. Proteinaz K solisyonu ile oda sicakliginda 7,5 dakika
boyunca inkibasyon gergeklestirildi. Preparatlar buz stiinde
swrasiyla %70, 90, 100'lik alkol konsantrasyonlarinda 3'er dakika
stireyle her birinde 3 kez tutularak, dehidrasyon saglanda.
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2.11 Hibridizasyon
2.11.1 islemler

Preparatlar 37°C hot-plate Uzerinde bekletildi. Daha &nce
hazirlanmig ve denatiire edilmis prob, 12.000 rpm'de 10 saniye
santrifij edildi. Preparatta, daha once elmas kalemi ile isaretlenmis
kismin orta bdlgesine 15 pl prob konuldu. 24X24 mm'lik, %70 alkol
ile yikanmig lamel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi.
Lamelin etrafi yapistirici (Punto fix) ile kapatildi. 37°C'de moist
chamber i¢inde 2 giin hibridizasyona birakiidi.
2.12 Yikama ‘
2.12.1. Kullanilan Soliisyonlar
%50 Formamid, 2XSSC (pH 7.0)
1XPN Tampon Sollisyonu

58.99 gr NaH>P04.2H>0 (Merck) ve 88.99 gr. NazHPOs (Merck)

500 ml bidistile suda ¢6zilerek hazirlandi.
DAPI (4, 6'-diamidino-2-phenylindole) (Sigmaj:
1 mg/ml DAPI'dan 2 pl alinarak, 198 ul bidistile suda ¢ozalda.
2.12.2 islemler

Hibridizasyonu takiben, preparatlar ftzerindeki lameller

uzaklagtirildi. Preparatlar, %50 Formamid , 2XSSC'de (pH 7.0)
45°C'de 3 kez 10'ar dakika streyle yikandi. 2XSSC'de (pH 7.0) oda
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45°C'de 3 kez 10'ar dakika streyle yikandi. 2XSSC'de (pH 7.0) oda
sicakhiginda 10 dakika tekrar yitkandi. Yikama sonrasi, preparatlar,
%0,1 Nonidet P-40 (NP-40) iceren 1XPN tampon solisyonunda, oda
sicakliginda 10 dakika silreyle bekletildi ve sonra 10 dakika bidistile
suda yikandi. Preparatlar dikey pozisyonda havada kurutuldu. 20 ul
DAPI soltsyonu, preparatta isaretli bdlgenin ortasina gelecek sekilde
konuldu, 24X50 mm buayukligindeki lamel ile, hava kabarcig
birakmayacak sekilde kapatildi. Lamelin etrafi oje ile kapatilds,
inceleninceye kadar +4°C'de tutuldu.

2.13 Hazirlanan Preparatlarin Gériintiileme Sistemi ile Analizi

Hibridizasyon sonras: elde edilen metafazlar, cooled charge-
coupled (CCD) kamera (COHU), Ugli floresan filtre (DAPI, FITC, Texas
Red), ve Perceptive Scientific Instruments (PSI) Workstation Mac
Probe Version 4.0 yazilim programi baglantih fléresan mikroskopta
(Olympus BX 50) incelendi.

Yesil floresan izotiyosiyanat (FITC), kirmizi tetraetilrodamin
izotiyosiyanat (Texas Red), ve mavi (DAPI) floresan filtreler
kullanilarak elde edilen metafaz goértintilerinden, fléresan bant

modeline gére her bir metafazin karyotipi yapildi.

Her hasta icin 10 metafaz incelendi, yesil spektrum isaretli
timoér DNA's: ve kirnizi spektrum isaretli normal DNA'min normal
kromozomlar uzerindeki yesil/kirmuizi (Y/K) orami belirlendi. Bu
oranlarin ortalama hibridizasyondan sapmalari, DNA artis ve
azaliglan olarak kromozomlar Gizerinde gosterildi.

Kromozomlar boyunca, floresan yogunluk oran profilleri
olusturuldu. Ortalama oran degisiklikleri ve standart sapmalar,

41



Perceptive Scientific Instruments (PSI) workstation bilgisayar yazilim
programui kullanilarak belirlendi. Ust ve alt oran esikleri, artiglar icin
1.5 ve azalislar igin 0.5 olarak belirlendi. Bu smirlarin disinda ¢ikan
herhangi bir oran, DNA kopya sayis! degisikligi olarak yorumlandi.
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BULGULAR

Akdeniz Universitesi, Tip Fakdltesi, Patoloji Anabilim Dali'ndan
1, Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali'ndan 4
olmak {izere, ganglionéroblastoma tanis: almis toplam S olgu ¢aligildi.
DNA izolasyonlari, fléresan isaretleme ve karsilagtirmali genomik
hibridizasyonu takiben elde edilen metafazlar, PSI-gérintd analiz
sistemi ile analiz edilerek, timér DNAlarindaki kopya sayisi
degisiklikleri belirlendi.

3.1 Ganglionéroblastomali Dokulardan Elde Edilen DNA’larin ve
Normal DNA’larin Olciim Sonuclar:

Parafine gémult dokulardan elde edilen S olguya ait DNAlarin
ve normal bireylerin kanlarindan salting-out yontemi ile elde edilen
DNA’larnn verimleri ve konsantrasyonlar: sirasiyla Tablo 3.1 ve 3.2'de

verilmistir.

Tablo 3.1. Gangliondroblastomali 5 olgunun parafine gomiilii dokularindan direkt
DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen DNA'larin 6l¢im sonuglan.

Olgu No. |DNA Verimi DNA Konsantrasyonu (u.g/ml)
1 1.62 600
2 1.45 640
3 1.40 600
4 1.65 680
5 1.42 670
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Tablo 3.2. Normal DNA'larin verimleri ve konsantrasyonlart.

Olgu No. DNA Verimi DNA Konsantrasyonu (ug/ml)
1 (disi) 1.75 2705
2 (erkek) 178 2560

3.2 Direkt DOP-PCR Amplifikasyonu ile Elde Edilen Uriinlerin

Agaroz Jelde Gosterilmesi

Direkt DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen normal DNA'lar

ve timér DNA’lar, %1.2'lik agaroz jelde yarttilerek 200-2000 bp
arasinda DNA trunleri elde edildi (Sekil 3.1, 3.2).

Sekil 3.1 Direkt birinci DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen normal DNA'larin
% 1.2'lik jelde géruntiisi. M: Eco RI/Hind III ADNA marker 1: Disi Normal DNA;  2:
Erkek Normal DNA
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Sekil 3.2 Direkt birinci DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen tlimér DNA'larinin
% 1.2'lik jelde gortintiisii. M: Eco RI/Hind III ADNA marker, 1-5: olgu DNA’lar:.

3.3 Ikinci DOP-PCR Kullanilarak Floresan isaretleme Sonucu
Elde Edilen Uriinlerin Agaroz Jelde Gosterilmesi

Birinci DOP-PCR ile direkt amplifiye edilen timoér DNA'sinin
kirmizi, normal DNAmin yesil spektrum ile ikinci DOP-PCR
kullanilarak floresan isaretlenmesi sonucu elde edilen Urtnler, Sekil

3.3'de gdsterilmistir.



M1234567

Sekil 3.3 Ikinci DOP-PCR kullanilarak isaretlenmis normal ve timér DNA'larin
%1.2'lik agaroz jeldeki goériintiisti. M: Eco RI/Hind III ADNA marker, 1-2: kirmizi
spektrum isaretli normal erkek ve disi DNA, 3-7: yesil spektrum isaretli timor
DNA’lar1.

3.4 Hibridizasyon Sonrasi Gerceklestirilen Dijital Gériintii Analizi

Sonuclar

Isaretlenmis timér ve normal DNA'larin metafaz yaymalan ile
hibridizasyonunu takiben, preparatlar floresan mikroskop altinda
incelendi. Metafazlar, DAPI boya ile gértiintr hale getirildi. Mavi
(DAPI), yesil (FITC), kirmuzi (TRITC) filtreler kullamilarak metafaz
gorunttleri elde edildi (Sekil 3.4).

46



Sekil 3.4 a) Mavi (DAPI), b) yesil (FITC), c) kirmuzi (TRITC) d) yesil ve kirmizi fléresan
filtreler kullanilarak elde edilen metafaz goértintileri

(V)
€ YUNSIROS vim AR
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DAPI boya ile gériintir hale getirilen metafazlardan, DAPI band
“modeline gore karyotipler elde edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. DAPI band modeline gére elde edilmis karyotip drnegi.
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Elde edilen Kkaryotiplerden, yesil/kirmizi  oranlarinin
belirlenmesi igin, daha énce yapilan ve sistemin islerligini gosteren
normalizasyon iglemi gerceklestirildi. Analiz éncesi gerceklestirilen ve
normal smurlar (0,5 ve 1,5) i¢inde yesil/kirmizi orami veren
hibridizasyon profili, Sekil 3.6'da verilmektedir.

Sekil 3.6. Yesil/kirmiz floresan yogunluklarinin normalizasyonu
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Her bir olgu icin, elde edilen karyotiplerden, PSI MacProbe 4.0
yazihim programi kullanilarak hibridizasyon oranlar: belirlendi
(Sekil 3.7).

~INOD
rm
AV T
e
R §)

701D

AL B

Sekil 3.7. 3. olguya ait incelenen 10 metafazin profil degerleri. Soldaki cizgi
delesyon, sagdaki  ¢izgi  amplifikasyon ve  ortadaki - mavi  ¢izgi
amplifikasyon/delesyon ortalama degerini g&stermektedir.
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Ayrica her olguya ait amplifikasyon ve delesyon oranlari,

kirmiz1 ve yesil gubuklarla gosterildi (Sekil 3.8).

z
| | ‘
n-0 ! x=1
1} = | ‘ ’ ‘ I l
| & B
- oo =i
ra i B [ = 1
4 n=18 n=20

\ LBl 1B

FEL BRI Cmron g 18],

19 n=19 20 n=19 21 n=20

Sekil 3.8. incelenen 10 metafaz érnegindeki her bir kromozoma ait amplifikasyon
ve delesyon oranlari. Kirmizi qubuklar delesyonu, yesil cubuklar amplifikasyonu
gostermektedir.
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Her bir olgu i¢in incelenen metafazlarin ortalamasi alinarak
butiin olgular icin amplifikasyon ve delesyon oranlari saptandi

(Sekil 3.9).

v et
i ) R -
= B b o Blga agsh
? Al
bl & H Kl 3 ; Bl R
n=65 n=65 3 n=84 4 n=82 5 n=84

? (] £ g T
203 AP SEIHR-IIS
n=g4 7 n=64 8 n=62 11 n=85 12 n=81
f { .
; E ] g i E ‘ |
na81 14 nui4 17 ne8g3 18 ne=82
A8
5] x}{! % 7
X n=42 L g n=43

Sekil 3.9. Karyotipteki bitiin kromozomlar icin elde edilen hibridizasyon oranlari.
Sol taraf (kirmizi) delesyon, sag taraf (yesil) amplifikasyon ve ortadaki mavi ¢izgi,
amplifikasyon/delesyon ortalama degerini gostermektedir.
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17

Elde edilen hibridizasyon oranlarina gore, amlifiye olan
kromozomlarin profilleri, Sekil 3.10’da verilmigtir.

i G/R
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Sekil 3.10 Amplifiye olan kromozomlarn profilleri
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Max: 1.80

na79

Max: 3.30

ne42

A S

Min: 1.00

Max: 2.31

Min: 1.00

(Sekil 10’un devamu)
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Amplifikasyon ve delesyon gézlenen kromozomlar tek tek

incelenerek, amplifikasyon ve delesyonlarin kromozomal bdlgeleri

saptand: (Sekil 3.11).

1 2 lf 35 4 4, 59 X
|
|
| |
n=2 Max: 1.15
(@)
R
0 050 150
19 1 30 40 43 89 55 & 5 10 15 20 25 35 40 4 6,
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| F
| |
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=
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7|
("u
|
| |
[
| 1
| el
| )
.
| )
| <
L | |
|| ‘
|
| (18
L.} | =
nel Max: 1.00 10 Min: 1.00 n=1 Max: 2.31
(b) (©

Sekil 3.11 4 no.lu olguya ait farkl metafazlardaki 10 no.lu kromozomda gdzlenen

a) normal, b) delesyon ve c) amplifikasyon oranlari.
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5 olguda gdzlenen amplifikasyonlar, kromozomal idiogramlarda

gosterilerek, kromozomal lokuslari ve yerlesim yerleri belirlendi

(Sekil 3.12).

1 =

]

|
2l E

Y n=

S0

Sekil 3.12. Bes olguda gézlenen amplifikasyonlarin kromozomal idiogramda

gosterilmesi.
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Calismamiza aldigimiz S5 olgunun Ornekleri ayni c¢ercevede
degerlendirilerek, elde edilen sonuglar Tablo 3.3'te verilmektedir.

Tablo 3.3 Gangliondroblastomal: 5 olgunun, yas, cinsiyet ve KGH sonuglari.

No. Cinsiyet/Yas KGH Sonuclar: (Amplifikasyonlar)
K/4 4q34-qter, +7, +13, +22

2 E/4 2q37.1-qter, 2p25.1-pter, SplS.1-pter, +13,
18p11.31-pter, +20, +22

3 E/6 1p35, 5plS.1l-pter, 6p23, 12ql2-ql3.2,
12q924.2-qter, 13922-g31,17p12-p13,
Xq21.1-g21.3

4 K/4 2p, 4pl15.1, 4921.2-q22, 6926, +7, 8ql3,
10ql1.2-g21.2, Xql12-ql13

S E/1 1p35-pter, 2p24-pter, 4p, Spl5.1-pl3.3,

+6, +7, +8, 9q34.1-qter, +10, 12q24.32-
qter, 14923-q24, +15, *17, +18, +22,
Xpll1.4-21.2
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Bes olguya ait KGH sonuglan incelendiginde, bazi amplifiye
bélgelerin birgok olguda ortak oldugu bulundu. Olgularda ortak olan

bélgeler ve S olgudaki sikhg, Tablo 3.4'te verilmektedir.

Tablo 3.4 Bes olguda gozlenen ortak amplifikasyon boélgeleri ve sikhklar.

Amplifikasyon bolgesi S olgudaki sikhig:
2p25.1-pter 3/5
5p15.1-p15.3 3/5
+7 3/5
13gq22-q31 3/5
+22 3/5
1p35 2/5

4pl5.1 2/5
10ql11.2-g21.2 2/5
12q924.32-qgter 2/5
+13 2/5
17p12-p13 2/5
18p11.35-pter 2/5
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TARTISMA

Kanser arastirmalarinda ve rutin c¢alismalarinda, bircok
yontem kullanilmaktadir (14). Son yillarda gelistirilen molektler
sitogenetik ve molekiler genetik yontemler, hem konvensiyonel
yontemlerin zorluklarinl agmay: kolaylastirmakta, hem de sonuglarin
guivenilirlik derecesini artirmaktadir.

Konvensiyonel sitogenetik, kanserde hematolojik
malignansilerde ve solid timoér ¢alismalarinda vazgecilmez bir yontem
olmustur. Ancak, ozellikle solid timorlerle yapilan ¢calismalarda, elde
edilen canli hicre sayisinin az olmasi ve sadece Ureyen hcre
hattinin tasidigi kromozomal kurulusu gdstermesinden dolay:
sitogenetik, kanser teshisinde kisitlh sonu¢ vermektedir (3, 4). Solid
dokulardan elde edilen bu metafazlara, FISH uygulamasi da aym
kisith sonucu vermekte, sadece sitogenetik olarak tanmimlanamayan
marker kromozomlar igin spesifik problar kullanilarak marker
kromozom orijinini belirlemede yardimci olmaktadir (67). Ayrica,
spektral karyotipleme ve M-FISH de FISH ile ayni temelde g¢alisan
yontemler olup, ¢ok pahali olmalarindan dolay;, ancak &zel
durumlarda kullanilmaktadirlar (35). Molektler genetik teknikler ise,
genomdaki anormallikleri tek tek gOsterdiginden, kanser
arastirmalarinda kisith kalmaktadir (3, 4). Buna karsin, molektler
sitogenetik bir yéntem olan KGH, tGimér dokusundaki ve
hicresindeki toplam genomik DNA'nin normal metafaz ile
hibridizasyonu esasina dayandig: i¢cin, hem dengesiz anormallikleri
hem de sitogenetik olarak tamumlanamayan marker kromozomlarin
orijinlerini  belirleyebilmektedir. Bu nedenle, Kallioniemi ve
arkadaslarinin FISH prensipleri cergevesinde gelistirdikleri KGH
yontemi, kanserde genis bir kullanmim alani bulmustur (3).

59



Kanserli olgularda yapilan sitogenetik ¢caligmalarin sonuglar ile
KGH analiz sonuglan karsilastinldiginda, KGH sonuglarinin
genellikle sitogenetik bulgularin da dahil oldugu bir¢ok kromozomal
abnormaliteleri icerdigi bulunmustur. Ornegin, néroblastomada
yapilan sitogenetik ve FISH c¢alismalarinda, siklikla kromozom 1p
delesyonlart ve lp’nin ise kanstigis anormallikleri saptanmigtir (48).
Buna karsmn, KGH kullanilarak caligilan 35 néroblastomali olguda,
esas olarak 1lp delesyonu ile birlikte 2p23-24 ve 17ql1-23
amplifikasyonu tespit edilmistir. Aym1 ¢alismada, kromozom 7, 9q,
11g, 12q, 13q, 14q ve 15gda tekrarlayan kromozomal
amplifikasyonlar ve delesyonlar belirlenmistir (58). Yapilan diger bir
KGH calismasinda, 29 ndroblastoma oOrneginde en sik olarak
kromozom 17’nin amplifikasyonu ve 1p delesyonu tespit edilmistir
(59). Bu bulgular, toplam genomun incelenmesi agisindan KGH'nin,
noroblastomal: olgularda, sitogenetik bulgulan da iceren daha detayl

sonugclar verdigini gostermektedir.

Néronal orijinli bir timér olan glioblastoma multiformeli 20
olguda yapilan sitogenetik ¢aligmada, kromozom 10 ve 17p'nin kaybi
gbzlenmistir (48). Buna karsin, glioblastoma multiformeli 27 olguda
yapilan KGH c¢alismasinda, kromozom 7'nin polizomisi, 7p, 1lq,
12g’nun amplifikasyonlarn ile 9p, 10 ve 137Wn delesyonlan
tanimlanmistir (61). Bu iki ¢caligsma bize, sitogenetik caligmanin kisitli
oldugunu, KGH c¢alismasinin ise bltin dengesiz kromozomal
duzensizlikleri tespit ettigini géstermektedir. Cunki, solid dokudan
kurulan kaltirde, timoér igindeki sayisi az olmasina ragmen, sadece
ureyen bu hiicrelerden kromozomlar elde edilmis olabilir. Buna
karsin, KGH calismasinda timoérlii dokunun bltin hicrelerinin
genomik DNA’s1 prob olarak kullanildifindan, meydana gelmis olan
dengesiz kromozomal anormalliklerin tiimt tespit edilebilmektedir.
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Gliomal1 olgularin %40'inda sitogenetik bulgu olarak trizomi 7
ve 9p, 9, 10, 22 ve Y kromozomunun kayb: gézlenmistir (58).

Glioma hiicre hatlarinda, KGH ile yapilan ¢alisma sonucunda,
kromozom 1, 4, 6, 9, 9p, 10, 11, 13, 14, 18 ve X'te kayiplar ile,
kromozom 7'de amplifikasyon oldugu go6rGlmustir (62). Burada,
kromozom 7 artisi ve kromozom 9p, 9, 10'un kayiplarinin her iki
yontemle de tespit edilmisken, KGH ¢alismasinda daha fazla

kromozom kaybinin oldugu bulunmustur.

Gangliondroblastomali 5 olguda yaptigiimmz KGH calismasinda,
5 olgunun 3'inde gérilen, kromozom 2p25.1-pter, 5pl15.1-p15.3, +7,
13922-q31, +22 bulunmustur (Tablo 3.4). Ayrica incelenen 5 olgunun
2’sinde, 1p35, 4plS5.1, 10ql11.2-g21.2, 12q24.32-qter, +13, 17pl2-
pl3, 18pl1l.35-pter artislan da gozlenmistir (Tablo 3.4).
Calismamizda, 4. ve 5. olgulanmizda gérilen kromozom 2p ve 2p24-
pter amplifikasyonu, noéroblastomali olgularda en sik gorilen
amplifikasyon bdlgesi olup, N-myc onkogeninin bulundugu 2p23-p34
bdlgesini i¢ine almaktadir (54). Néroblastomanin birinci varyanti olan
gangliondroblastomada N-myc onkogen aktivasyonunun devam
ettigini gostermektedir.

Kromozom 5pl5.1-5p15.3'in amplifikasyonu, S5 olgumuzun
3'inde gordlmiGs olan ortak amplifikasyon bélgesidir (Tablo 3.4).
Beyin i¢i tmoér olan medulloblastomada yapilan KGH ¢alismasinda,
5p15.3 bolgesinin agit amplifiye oldugu bulunmustur (50, 51).
Ayrica sinir kilifi hucrelerinin  timéri olan nérinomada +5'in
bulunmasi, bu bélgenin hem beyin i¢i hem de beyin dis1 periferik
noronlann timdrigenizisinde ise kanstigimi gostermektedir (56).
Ganglionéroblastoma da bir periferik néronal timér olduguna gére,
bu bdlge, bizim olgularimizda da, timoér gelisiminde ve ilerlemesinde
ise kanismis olabilir. Calisgmamiuzda, S olgunun 3'linde gorilen
kromozom 7 artisi, sitogenetik olarak oligodendroglioma,
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ependidoma, nérinoma'da, KGH ile de noéroblastoma,
medulloblastoma, glioblastoma multiforme, gliomada olmak {izere
hemen hemen bitiin noéronal orijinli tmdrlerde tespit edilmigtir (48).
Olgu sayimizin az olmasina ragmen 3 olguda bulunan kromozom 7
artiginin, kromozom 7'nin tzerinde bulunan onkogenlerden (BERBI1,
EGFR, ARAF2, MYCLK1, RALA, PKS2, TTIM1, MET, EPHT, BRAF1P1,
BRAF1 ve TCL) birinin veya birkac¢inin aktivasyonu sonucu tumoér
gelisimi ve ilerlemesi saglanmig olabilir (68). Noéroblastomadan
gangliondroblastomaya geciste de kromozom 7 artisinin bulunmas:
bu abnormalitenin, néroblastomanin klonal gelisiminde O6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, ndronal olmayan
rabdomiyosarkoma ve miksoid liposarkomada 7p'nin artisinin
gbérulmuiis olmasi, burada yerlesen BERB1, EGFR gibi onkogenlerin
etkili oldugunun gostergesidir (68). Yine calismamizda, S olgunun
3'inde  gorGlmiis olan kromozom  13g22-g31  bdlgesinin
amplifikasyonu (Tablo 3.4), noéroblastomada yapilan KGH -
caligmasinda 13q amplifikasyonu olarak belirlenmisken, glioma
hicre hattinda yapilan KGH c¢ahsmasinda ise 13"Gn kayb
bulunmustur (62). Diger noéronal orijinli timérlerin kromozom 13 ile
ilgili bir abnormalite géstermemelerinden dolay:, kromozom 13'lin gq
kolundaki artisin periferik néron timérlerinde etkili oldugunu, 13'tin
kaybinin ise beyin i¢i timoérd olan gliomanin gelisgmesinde ve
ilerlemesinde rol oynadigin ortaya koymaktadir. Bizim olgularimizda
gorilen 13q22-q31 bolgesinin, nodroblastomada bulunan 13 g
bolgesine goére, daha dar bir bodlge olmasi, bu boélgedeki olasi
onkogenlerin yerlesimlerinin tespiti ve arastirilmas: bakimindan daha
cok 6nem kazanmaktadir.

Calistigimiz 5 gangliondroblastomali olgunun 3'linde kromozom
22 artis1 saptanmustir (Tablo 3.4). Ancak, néronal orijinli timérlerden
¢ogunlukla malign seyreden glioma, malign ve benign formlar

bulunan ependidoma ve medulloblastoma ve genelde iyi huylu olan
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meningiomada yapilan sitogenetik ¢alismalarda kromozom 22 kaybi
bulunmustur (48). Noronal orijinli timérlerde yapilan KGH
caligmalarinda ise, kromozom 22 kayb: bildirilmemistir (57-63). Bu
bize, sitogenetik analizlerde elde edilen kromozom 22 kaybinin, bu
anormalligi tasiyan hicrelerin, kiltirde ¢ogalarak oraninin
yukseldigini ve klonal kromozom anormalligi olarak tespit edildigini
gostermektedir. KGH ¢alismalart ile ndéronal orijinli timorlerde
gosterilmeyisi ise, sitogenetik bulgu veren hicrelerin toplam doku
icinde az bulundugunu ve buna bagh olarak da kullanilan prob
timér DNA i¢inde bu hicreye ait DNA oranmin ddsik oldugunu
isaret etmektedir. Bizim olgularnnmizin 3/5'inde (%60) bulunan
kromozom 22 artisinin, periferik ndéron  tGimora olan
gangliondroblastomada etkili oldugu, bu timérin gelisimi ve seyrini
ise, Uzerinde tasidigi  YESP, SIS, PDGB, NRASL2 onkogenlerinin
Grtnleriyle iligkili oldugu dustnutlmektedir (68). Noronal orijinli
timorlerde simdiye kadar kromozom 22 artisinin gbsterilmemis
olmasi, bu kromozom artiginin ara gegis evresi olan

ganglionéroblastomada, 6nemli olabilecegini ortaya koymaktadir.

Ayrica, olgularimizda tespit edilen 2/5 sikliktaki amplifikasyon
bolgeleri ve her olguya ait tek tek goézlenen kromozomal
amplifikasyonlarin, her olgudaki timoér gelisiminde ve timdrtin
klonal seyrinde 6nemli oldugu dustincesindeyiz. Her bir olgudaki
KGH sonuglarnnin farkli olmasi, timérin ameliyatla c¢ikanldig:
andaki seyri, alinip incelenen pargadaki ganglion hcrelerinin
proliferasyon evrelerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bu ayni
zamanda timoérlerin  kendi aralarinda ve kendi iclerinde
siniflandirmasini da saglayabilmektedir.

Keser ve arkadaslarmmin 5 ganglionéroblastomali olguda

yaptiklan KGH ¢alismasinda en sik 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18q
artislari1 ve 1lp delesyonu bulunmustur (64). Bizim ¢alismamizla
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kargilastirdigimizda, 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18q artislari, 5 no.lu
olgumuzdaki +8, 9q34.1-qter, +10, +17, +18 ile, 3 no.lu olgumuzdaki
17p12-p1l3 bolgelerinin  ortak amplifikasyon bolgeleri olarak
gortilmektedir. Keser ve arkadaglarimin yaprmus oldugu calismada 1
olguda 7p'nin bulunmasi, bu calismamizda buldugumuz kromozom 7
artis1 ile paralellik géstermektedir. Buna karsin, calismamizda 1p
delesyonu tespit edilememistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Cahgilan 5 olgumuz ile Keser ve arkadaglarmin 5 olguda yaptiklarn KGH
analiz sonuclarimn karsilastirilmasi.

Calismamiz Keser ve ark.
Kromozomlar Artis (%) Azalig(%) Artis (% Azalis (%
lp + (40 - - +  (40)
2p +  (60) - - -
4p15.1 +  (40) - - -
S5pl5.1-p15.3 +  (60) - - -
7 +  (60) - +  (20) -
8p - - + (80) -
9p 3 - +  (60) -
10p - - + (60) -
10qil.2g21.2 +  (40) - - -
12p - - + (80) -
12g24.32-qter + (40) - - -
13 +  (40) - - -
13g922-q31 + (60) - - -
17p +  (40) - +  (60) -
18p11.35-pter  + (40) - - -
18q - - + (100) -
22 +  (60) - - -




Ganglionéroblastomada yapilan bu iki KGH ¢aligmasinda, olgu
sayisiun az olmas istatistiksel agidan kiyaslamay1 engellemektedir.
Olgu sayis1 arttikca gangliondroblastomanin gelismesi ve
ilerlemesinde etkili olan kromozomal bélge ve bulundurduklan

onkogen veya tGmor supresor genlerin tespiti kaginilmaz olacaktir.

Sonu¢ olarak, S5 olgumuzda bulunan kromozomal
amplifikasyon bélgelerinde en sik gériilenlerden 2p25.1-pter, Sp15.1-
pl5.3, +7'nin diger ndéronal orijinli tGimoérlerde de sik olarak
bulundugu, ancak 3 olgumuzda gérilen ortak ve dar bir bélge olan
13q22-q31 bélgesinin ganglionéroblastoma i¢cin Onemli oldugu

distincesindeyiz.

Ayrica, S olgunun 3'Gnde gérilen ve néronal orijinli timérlerde
bulunmayan kromozom 22'ninin tam amplifikasyonunun, kromozom
22 Gzerinde bulunan onkogenlerle ganglionéroblastomanin

farklilagmasinda 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Kanser caligmalarinda genis bir alan bulan KGH'un, dengesiz
kromozomal anormallikleri tek bir hibridizasyonla gostermesi, bu
teknigin molekiler sitogenetik yontemler arasinda ne kadar gicla bir
yontem oldugunu ortaya koymaktadir.
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