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Noroblastom Hucre Hatlarinda Epigenetik Degisiklikleri Dizenleyen Genlerin

ifade Oriintiisiiniin Arastiriimasi

Dokuz Eylll Universitesi, Tip Fakdltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD.
Balgova-lzmir
burcuozcimen@hotmail.com

Noroblastom (NB) sempatik OSZIEI:' sistemine farklilagsan noral krest
hicrelerinden kdken alan embriyonik bir timdrdidr. Spontan remisyondan hizli
metastatik progresyona kadar varan farkl klinik davranislar gosterir. NB, karyotipik
agidan segmental kromozom aberasyonlari ile karakterizedir. Sik gézlenen rekiran
kromozom anomalileri 1 no’lu kromozomun kisa kolunda (1p) ve 11 no’lu
kromozomun uzun kolunda (11q) gbzlenen kayiplar; 17 no’lu kromozomun uzun
kolundaki (17q) kazanimlardir. NB olgularinin % 22’sinde MYCN geni amplifikasyonu
ileri  hastalik evresi, metastatik hastallk ve agresif Kklinik seyirle Dbirliktelik
gOstermektedir. Ayrica, 1p, 11q delesyonlari ve 17q duplikasyonu kotu prognozla
iligkilendirilmistir. Buna karsin, s6z konusu kromozom segmentlerinde, NB
patogenezinde rol oynayan gen ya da genler bugune kadar tanimlanamamigtir.
Erigkin tUmorlerinde gozlenen kanser genleri de NB tumoérlerinde tutulum
gOstermemektedir.

Bu calismanin c¢ikis noktasi NB’deki bu prognostik faktorlerin sitogenetik
anomaliler haricinde baska etmenlere dayandirilabilecegi disuncesidir. GlUnumuzde
kanser Uzerine yapilan arastirmalarda karsinogenez surecinde epigenetik faktorlerin
de rol oynadiginin bulunmasi ve NB tumorlerinde bu tarz c¢alismalarin fazla
olmamasi, NB timoér fenotipindeki bu cesitlilige epigenetik faktorlerin neden
olabilecegi sorusunu dogurmustur.

DNA metilasyonu normal gelisim surecinde rol oynayan bir epigenetik
faktordur ve metilasyon oruntinin bozulmasi karsinogenezde dogrudan rol
oynamaktadir. Buna ek olarak histon modifikasyonlarinin, protein komplekslerinin
DNA'’ya baglanma surecini olumlu ve olumsuz yonde etkiledikleri, bu sebeple genom
uzerinde belirli bdlgelerin gen ifadesinde arttirici veya susturucu etkisi oldugu
bilinmektedir.

Proje kapsaminda epigenetik dedisikliklere yol acan 84 tane genin ifade

degisimleri gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu analizleri ile belirlenmistir.
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Analiz sirasinda MYCN amplifikasyonu gorulmeyen iki (2) adet NB hicre hatti kontrol
grubu olarak kullaniimis ve MYCN amplifikasyonu gbézlenen bes (5) adet NB hiicre
hatti Gzerinde ilgili genlerin ifade degisimleri saptanmistir.

AACt formalu kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda, hedef grup ile
kontrol grubu karsilastirildiginda AURKB geninin ifadesinde 6.45 kat, ESCO2 geninin
ifadesinde 6.75 kat, HDAC2 geninin ifadesinde 5.41 kat, PRMT8 geninin ifadesinde
5.80 kat ve RNF2 geninin ifadesinde 4.12 kat artis gozlenmigtir. Ayni sekilde yapilan
karsilastirma sonucunda HDAC9 geninin ifadesinde 4.51 ve NEK6 geninin ifadesinde

ise 4.66 kat azalis gozlenmisgtir.

Anahtar kelimeler: Néroblastom, epigenetik, gen ifadesi
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Expression Profiles of the Genes that are Regulating Epigenetic Mechanisms in
Neuroblastoma Cell Lines

Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Medical Biology and Genetics,

Balcova-1ZMIR,

burcuozcimen@hotmail.com

ABSTRACT

Neuroblastoma(NB) is an embryonic tumor originated from neural crest cells
which are origined to sympathetic nervous system. The clinic feature of this tumor
has a wide spectrum changing from spontaneous remission to metastatic
progression. NB is characterized by segmental chromosome abnormalities. The most
common recurrent chromosome abnormalities in NB tumors are the deletion of the
short arm of the chromosome 1(1p), deletion of the long arm of the chromosome
11(11qg) and addition of the long arm of the chromosome 17(17q). In the 22% of the
NB cases, MYCN amplification is associated with advanced disease stage,
metastasis and aggressive clinical behavior. Moreover, the deletions of 1p and 11q
and the duplication of 17q are associated with poor prognosis. Nevertheless, there
has not been any genes are detected in these chromosome segments that might play
a role in NB pathogenesis. Also the cancer genes characterized in adult tumors are
not involved in NB tumors.

The origin of this study is that, the prognostic factors of NB may arise from
different factors rather than cytogenetic abnormalities. Nowadays, it is known that the
epigenetic factors play role in cancer progression and there has been a limited study
for the effect of the epigenetic mechanisms on NB development. This information led
to the question that the diversity of NB tumor phenotypes can be caused by
epigenetic factors.

DNA methylation is an epigenetic factor that plays a role in normal
development process and the corruption of methylation patterns plays a direct role in
carcinogenesis. In addition to this, it is known that the histone modifications regulate
the binding of the protein complexes to DNA in a positive or negative manner, so that
specific sites on the genome is said to have enhancing or silencing effects the gene
expression.

In this project, the expression profiles of 84 genes involved in the epigenetic

mechanism are detected by real time polymerase chain reaction analysis. Two (2)
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MYCN-non-amplified cell lines were selected as control group and five (5) MYCN-
amplified cell lines were analyzed in order to determine the gene expression profiles.

The relative gene expressions were calculated by AACt formula and the
results gained from the comparison of MYCN-non-amplified and MYCN-amplified cell
lines demonstrated that there has been a 6.45-fold increase in AURKB, 6.75-fold
increase in ESCO2, 5.41-fold increase in HDAC2, 5.80-fold increase in PRMTS, 4.12-
fold increase in RNF2, 4.51-fold decrease in HDAC9 and 4.66-fold decrease NEK6

respectively.

Keywords: Neuroblastoma, epigenetics, gene expression
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1. GIRIS VE AMAG

Noroblastom (NB) sempatik sinir sistemine farklilasan noral krest
hicrelerinden kdken alan embriyonik bir tumordar. Spontan remisyondan hizli
metastatik progresyona kadar varan farkh klinik davraniglar gosterir [1]. NB karyotipik
agidan segmental kromozom aberasyonlari ile karakterizedir. Sik gézlenen rekiran
kromozom anomalileri 1 no’lu kromozomun kisa kolunda (1p) ve 11 no’lu
kromozomun uzun kolunda (11q) gozlenen delesyonlar; 17 no’lu kromozomun uzun
kolundaki (17q) kazanimlardir. NB olgularinin % 22’sinde MYCN geni amplifikasyonu
ileri hastalik evresi, metastatik hastallk ve agresif Klinik seyirle birliktelik
gOstermektedir. Ayrica, 1p, 11q delesyonlari ve 17q duplikasyonu kotu prognozla
iligskilendirilmistir [2-4]. Buna karsin, s6z konusu kromozom segmentlerinde NB
patogenizinde rol oynayan gen ya da genler bugline kadar tanimlanamamistir.
Erigkin tumorlerinde gobzlenen kanser genleri de NB tumorlerinde tutulum
gostermemektedir. Bu calismanin ¢ikis noktasi, NB’deki bu genetik ve prognostik
faktorlerin sitogenetik anomaliler haricinde baska etmenlere dayandirilabilecedi
dusuncesidir. Gunumuizde kanser Uzerine vyapilan arastirmalarda epigenetik
faktorlerin de rol oynadiginin bulunmasi ve NB tumodrlerinde bu tarz galismalarin
fazla olmamasi, NB tumor fenotipindeki bu cesitlilige epigenetik faktorlerin neden
olabilecegi sorusunu dogurmustur [5].

DNA metilasyonu normal gelisim surecinde rol oynayan bir epigenetik faktordur ve
metilasyon oruntisinin bozulmasi karsinogenezde dogrudan rol oynamaktadir [6].
Buna ek olarak, histon modifikasyonlarinin protein komplekslerinin DNA’ya baglanma
surecini olumlu ve olumsuz yonde etkiledikleri, bu sebeple genom uzerinde belirli
bdlgelerin gen ifadesinde arttirici veya susturucu etkisi oldugu bilinmektedir [7].

Proje kapsaminda:

e epigenetik degisimlere yol agcan 84 tane genin gen ifadelerindeki degisimleri
KELLY, SIMA, SHSY-5Y, SK-N-AS, CHP-126, IMR-32 ve MHH-NB-11
ndroblastom hicre hatlari Uzerinde arastirilip, MYCN-amplifiye olmayan hlcre
hatlari ile MYCN-amplifiye olan hicre hatlarinin kargilastirilagtiriimasi

e olasi ifade degisikliklerinin saptanip, bu degisikliklerin karsinojenezdeki

rolunun ve hastalik etiyopatogenezinin belirlenmesi
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amaclanmistir. Arastirilan genler siniflarina gére asagida belirtilmistir:

DNA metiltransferazlari: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B

Histon asetiltransferazlari: ATF2, CDYL, CIITA, CSRP2BP, ESCO1, ESCOZ2,
HAT1, KAT2A (GCN5L2), KAT2B (PCAF), KAT5 (HTATIP), MYST1, MYSTZ2,
MYST3, MYST4, NCOA1, NCOA3, NCOA6

Histon metiltransferazlarii CARM1 (PRMT4), DOTI1L, EHMT2, MLL1, MLLS3,
PRMT1, PRMT2, PRMT3, PRMT5, PRMT6, PRMT7, PRMT8, SETDB2, SMYD3,
SUV39H1.

SET domain proteinleri: ASH1L, MLL3, MLL5, NSD1, SETD1A, SETD1B, SETD2,
SETD3, SETD4, SETD5, SETD6, SETD7, SETD8, SETDB1, SUV39H1, SUV420H1,
WHSCL1.

Histon fosforilazlarii AURKA, AURKB, AURKC, NEK6, PAK1l, RPS6KAS3,
RPS6KAS.

Histon ubikitinazlari: DZIP3, MYSM1, RNF2, RNF20, UBE2A, UBE2B, USP16,
USP21, USP22.

DNA/Histon demetilazlari: AOF2, JARID1B, JARID1C, JMJD2A, JMJD2C, JMJD3,
MBD?2.

Histon deasetilazlari: HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDAC5, HDACG6, HDACY?,
HDACS8, HDAC9, HDAC10, HDAC11.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Noroblastom’un Tarihgesi

Noroblastom ile ilgili bilgi ve veriler 17. yuzyilla kadar dayanmaktadir. 1864
yihinda Alman fizikgi Rudolf Virchow, bir ¢gocukta karin boslugunda olusan timorin
‘gliom’ oldugunu belirtmigtir. 1891 yilinda Alman patolog Felix Marchand, sempatik
sinir sisteminden ve adrenal medulladan elde edilen timorun karakterisitk 6zelliklerini
fark etmistir [8,9]. 1901 yilinda ise William Pepper, hastaigin 4S evresinde olan
bebeklerde (karaciger metastazi bulunup kemige yayilmayan tira), hastaligi belirgin
bir sekilde acgiklamigtir [10]. 1910 yilinda James Homer Wright bu tUmoérin 6ncal
noral hucrelerden kdken aldigini anlamisg ve adina ‘Noroblastom’ demistir [10,11].
Wright daha 6nce sarkoma teshisi koyulan vakalari toplamis ve sonralarn fetal
adrenal medullada olgunlagsmamis hiicreler olarak nitelendirilecek olan néral fibril ve
demetlerini fark etmistir [11].

Yakin zamanda yayinlanan ve NB vakalari ile ilgili tarihsel bir bakis acisi
kazandiran bir galismada, birinci dinya savasi sonrasi hastalik Uzerine yapilan ilk
tedavi galismalari tanimlanmig ve ilk tedavi yonteminin pediatrik cerrahi mudahale
oldugu belirtilmigtir [10]. Daha sonrasinda yayinlanan bir ¢alismada ise, 217 vakada
cerrahi mudahale ile bdlgesel timoériun tedavisinde basari kazanildigr agiklanmigtir
[12]. Baska bir ¢calismada, buyuk tUmore sahip vakalarda veya cerrahi mudahalenin
yetersiz kaldigi durumlarda hastalardan bir grubunun X-ray sagaltimi ile iyilestirildigi
belirtiimistir [13]. Kemoterapinin kullaniimasindan yillar once hastaligin agir
seyrinden kurtulma sansinin, yasi blyuk ¢ocuklara nazaran bebeklerde daha ¢ok
oldugu godzlemlenmigstir. Sonrasinda klinik tedavi uzmanlari bebeklerde metastatik
yaylhmin deri ve Kkaracigerde tutulu kaldigini ayrica hastaligin tedavi
uygulanmaksizin kendiliginden gerileyebildigini fark etmislerdir [14]. 1960’larda ¢gocuk
hastalarda kemoterapinin ardindan sag kalimin arttigini bildiren arastirmalar

yayinlamig fakat hastaligin tekrardan nuksettigi gézlenmistir [15,16].
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2.2. Noroblastomun Epidemiyolojisi

NB tumoranun embriyo ve fetlste sempatik sinir sistemini olusturan noéral
krestten koken alan hucrelerden olustugu ve bu hicrelerin farklilasmanin erken
doneminde tutuluma ugradigi dusunulmektedir [17]. NB, gocukluk ¢agi kanserlerinin
%38-10’unu olusturmaktadir. Bu oran hastalarin cinsiyetine ve yasam suresine bagh
olarak, 5 yas alti cocuklarda 7000’de bir vakaya denk gelmektedir. Tani koyulan
hastalarin yaklagik %401 bir yas alti ¢cocuklar icermektedir [18]. Hastaligin gelisen
dokularda olugsmasindan kaynakli, tani yasi yaklasik 17 ay olarak hesaplanmistir.
Noroblastik tiumorler, primordial noral krest hicrelerinden farklilagip sempatik sinir
sisteminde 6zellikle adrenal medullada veya paraspinal gangliada, boyun bdlgesinde,
goguste, karin boslugunda ve pelviste orataya c¢ikmaktadir [19]. Bu timor en ¢ok
adrenal medullada tutulum géstermektedir ve bu oran %34 olarak belirlenmigtir [20].

Noroblastom olgular prognostik agidan alti grup altinda incelenmekte ve bu
gruplandirma genel olarak Uluslararasi Noroblastom Evreleme Sistemi'ne (ISSN)
uygun olarak yapilmaktadir. Gruplar belirlenirken, hastaligin yayilimi ve hasta
yasindan ayri olarak, timor histolojisi, farklilasma seviyesi ve tumaorin stroma igerigi
de prognostik deger olarak incelenmektedir [21]. Buna ek olarak kromozom sayisi,
allelik kayip, onkogen amplifikasyonu ve anormal gen ifadesi gibi genetik ve
molekuler ozellikler de klinik seyir ile iligkilidir. Yakin bir donemde bu biyolojik
belirtecler prognostik degerlendirmeye dahil edilmistir [22].

ISSN’nin yani sira, Uluslararasi Noroblastom Risk Grubu (INRG) ile hastanin
yasl, timodrin farklilasma seviyesi, Shimada histopatolojisi, MYCN proto-onkogeni
amplifikasyonu, 11q delesyonu ve DNA ploidisini gz 6nune alarak siniflandirma

yapiimaktadir [23].
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2.2.1. Noroblastom Yatkinligi ve Genetigi

2.2.1.1. Ailesel Noroblastom

Hastalarin yaklasik %1’inde ailesel NB gec¢misi gorulmektedir. NB soyagaci
genelde eksik penetransin goruldugu otozomal dominant olarak kalitilan bir oruntu
olarak gosterilmektedir. En az iki noral krest gelisim hastaligi NB olusumuna yuksek
risk icermektedir. Bu hastaliklar; distal kolonda bulunan ganglion hucrelerinin
eksikliginde ortaya c¢ikan ve islevsel obstriksiyona neden olan ‘Hirschsprung
hastaligr’ ile uyku sirasinda nefes almanin otonomik kontrolinin kaybedildigi,
‘Ondine hastaligr’ diye bilinen santral uyku apne sendromudur. Bu iki hastalik
genelde birbiriyle bagintih olmasa da, vakalarin gogunlugunda sempatik sinir
sisteminin farklilagmasinda ve katekolamin sentezinde gorev alan PHOX2B geninde
mutasyon gorulur [24,25]. PHOX2B geninin etkisi ailesel NB vakalarinda gorilmesine
karsin, sporadik NB olgularinda bu genin mutasyonlari nadirdir [26,27].

Yakin zamanda anaplastik lenfoma kinaz (ALK) geninde olusan germ hatt
mutasyonlarin NB’ye yatkinligi arttirdigi bulunmustur [28,29]. ALK geni, merkezi ve
perifer sinir sisteminde tercihen ifade olan bir transmembran tirozin kinaz reseptérini
kodlamaktadir [30]. Bugune degin NB tumorlerinde Ug tip ALK germ hatti mutasyonu
tanimlanmistir ve bu mutasyonlardan en sik goruleni R1275Q olarak belirlenmigstir
[31]. Hastalarin aile gec¢cmisi hakkinda yeterli bilgi edinilememesine ragmen bu
mutasyonlarin eksik penetrans gosteridigi ve ALK mutasyonu igeren NB tumorlerinin
daha agresif davranis gosterdigi disunulmektedir [32].

2.2.1.2. Sporadik Noroblastom

NB, ailesel gecmise dayandirilabilinse de ¢ogunlukla sporadik olarak ortaya
cikmaktadir. Yiksek ¢ozunurlikli CGH dizinlerinin gelistiriimesi ile, NB timdrlerinde
genom Olcegindeki genomik dengesizlikler ve bodlgesel kromozom aberasyonlari
saptanabilmektedir [33-38]. ikinci kromozomun p24 bdlgesinde bulunan MYCN proto-
onkogeni, timorlerin gogunlugunda %22 oraninda amplifiye durumdadir ve hasta
yasindan bagimsiz olarak kotu prognoz ile iligkilendirilir [39-41]. Primer NB
timorlerinde  MYCN amplifikasyonuna ek olarak, ¢ogunlugunu kromozom
materyalinin alelik kaybinin veya bitiin kromozom kazancinin olusturdugu birgok
sitogenetik degisiklik belirtilmistir. Ozellikle segmental kopya sayisi degisikligi sikga

gorulmektedir. Bunlardan kromozom kayiplari (1p, 3p ve 11qg) ve kromozom
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kazanimlar (1q, 2p ve 17q) ¢ogunlukla kot prognoz ile iliskilendiriimektedir [2,42-
45].

1p36 bolgesi kaybi NB tumorlerinin %23-35’inde gdzlenmektedir ve agresif
hastalikla anlamli derecede iliskili oldugu gosterilmigstir [3,46,47]. Bu sebeple 1p36
bdlgesinin, bir ya da birden fazla NB timor-baskilayici gen igerdigi dusunulmektedir
[48-50]. 1p36 kaybi sonrasi sag kalim, ¢cok degiskenli analizlerle incelenmistir fakat
bagimsiz prognostik degerler halen tartismalidir. Buna ragmen bazi galismalarda,
1p36 kaybi olan dislk ve orta dereceli NB’nin iginde bulundugu vakalarda, hastaligin
yuksek derecede nuksetmesine ragmen bu hastalarin yogun tedavi yaklasimlari ile
sag@altildigi belirtilmigtir [23].

Yakin zamanda, 11q kaybinin da NB hastalari Gzerindeki etki ve sonugclari
belirlenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, NB vakalarinin %24-44’inde 11923
bolgesi kaybi tespit edilmistir [51]. ilging bir sekilde, 11q kaybi NB’de kétii prognoz ile
iliskilendirilirken, bu kayip MYCN amplifikasyonu ile ters iliskilidir. Bu sebeple 11q
kaybi iceren agresif NB ve MYCN amplifikasyonu igceren agresif NB, molekuler
acgidan iki farkh alt grupta incelenmektedir [52-54].

NB vakalarinin %50’sinden fazlasinda dengesiz kromozom 17q kazanimi ve
hiperdiploid vakalarin %40’inda butin kromozom 17 kazanimi gorulmektedir [55].
17q kazaniminin alt gruplar arasinda prognostik degeri olmasina karsin, yeterince
guclu ve bagimsiz olmamasindan kaynakli, klinik deneyler i¢cine alinmamaktadir.

NB tumorleri genetik agidan incelenecek olursa, %8 oraninda rastlanan ALK
mutasyonlari hastalii patogenezini anlama konusunda bir atiim teskil etmektedir
[28,29,31,56]. ilging bir sekilde, somatik ve germ hatti ALK mutasyonlari farkllik
gOstermektedir. Bu aberasyon ile tumor biyolojisi arasindaki baglantt henitz
belirlenememisse de yayinlanan bilgiler 1Isinda ALK geni mutasyonlari ile agresif NB
alt gruplari arasinda bir iligki belirtiimemistir [29].

Almanya ve Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan g¢alismalarda ise, ‘near-
triploid’ tumorlere nazaran ‘near-diploid’ NB tumorlerinde, MYCN amplifikasyonu
olmamasina ragmen, 12-18 ay yas araliginda metastatik hastalik belirlenmistir [57-
59]. Buna ek olarak yakin zamanda hiperdiploid yapilya sahip ve MYCN

amplifikasyonu gorulen tumdrlerde prognozun iyi oldugu gézlenmistir [60,61].
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2.3. Noéroblastom’un Biyolojik ve Genetik Ozellikleri

Noroblastom (NB) sempatik sinir sistemine farklilasmis nodral krest
hdcrelerinden koken alan embriyonik bir tamdordur [62,63]. Sag kalim orani %50°’den
az olan [39] bu kanser turl, spontan remisyondan hizli metastatik progresyona
kadar varan farkl klinik davraniglar gostermektedir [64]. Klinik davranis farkliliklari;
hastaligin evresi, hasta yasi, tumorde bulunan kromozom seti sayisi [65] ve MYCN
amplifikasyonu gibi genetik mekanizmalara [39]; 1 no’lu kromozomun kisa kolundaki
(1p) delesyonlari ve 17 no’lu kromozomun uzun kolundaki (17q) kazanimlara ve
hatta HOXA9 ve RARB2 genlerinin ‘CpG’ adaciklarindaki hipermetilasyonlar gibi
epigenetik mekanizmalara baglidir [66].

NB karyotipik agidan segmental kromozom aberasyonlari ile karakterizedir.
Sik gézlenen rekiran kromozom anomalileri, 1 no’lu kromozomun kisa kolunda (1p)
ve 11 no’llu kromozomun uzun kolunda (11q) gobzlenen kayiplar; 17 no’lu
kromozomun uzun kolundaki (17q) kazanimlardir. NB olgularinin % 22’sinde MYCN
amplifikasyonu, ileri hastalik evresi, metastatik hastalik ve agresif klinik seyirle
birliktelik gostermektedir. Ayrica, 1p, 11q delesyonlari ve 17q duplikasyonu kot
prognozla iligkilendiriimistir [2-4,67]. NB ve Gliom’da ortak bulunan genetik
aberasyonlardan biri 19913 bodlgesinin heterozigotluk kaybidir [68-75]. 19913
bdlgesindeki bu kayip, agresif NB'nin karakteristik 6zelligidir [69]. Arastirmalar 19913
bdlgesinde, insan primer Gliom ve NB’de gelisim i¢cin dnemli olan en az bir tane
tumor baskilayici genin bulundugu fikrini ortaya koymustur. Bu konu ile ilgili yapilan
bir galismada, miyelin-iligkili epitel membran proteini EMP3’Un 19913 bdlgesinde
yerlesmis oldugu, NB ve Gliomda EMP3'Gn promotér bdlgesinde susturuima
gOzlendigi ve bu durumun hidcre buylumesini engelledigi gorulmustur. Bununla
beraber NB'de EMP3 geninin ‘CpG’ adaciklarinda olusan hipermetilasyon, kotu
prognoz ile iliskilendirilmistir [76].

NB timor tiplerinde, 1p bdlgesi Uzerinde genis arastirmalar yapiimigtir. NB
timorlerinde 1p bdlgesinde, %20-40 arasinda heterozigotluk kaybir (LOH)
gorulmektedir. Ayrica 1p kaybi, MYCN amplifikasyonu ve kotl prognoz ile
iligkilendirilmigtir [3]. Bu sebeple, agresif NB timorlerinde, bu bdlgede aktivitesi
durdurulmus bir timaor-baskilayici genin bulundugu duastncesi 6ne surulmustir.

Birinci kromozomun p kolundaki kayiplara sik¢a rastlanilmasina karsin, bazi
timorlerde klguk oranlarda kayiplar gorilebilmektedir. Caren ve arkadaslari [67]
calistiklar tumoér materyalinde D1S80 ve D1S244 belirtegleri arasinda kalan bolgede
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‘shortest region of overlap’ (SRO) sayilan kayiplar belirlemiglerdir [77,78]. Yapilan bu
calismada SRO bdlgesindeki yedi (7) genin mutasyon analizi yapilmis ve anlaml
sonuglar elde edilmistir [79-81] . Ayrica bu genlerin ifade dlzeyleri ve metilasyon
oruntUsu bilgilerine de sahip olunmustur. Kéti prognoza sahip NB’de iyi prognoza
sahip olana nazaran, gen urunlerinin ‘downregulasyon’a ugradigini ve bu durumun
‘CpG’ adaciklarindaki metillenme ile agiklanamayacagini gostermiglerdir [82].

Elde edilen tum veriler incelendiginde, s6z konusu kromozom segmentlerinde
NB patogenizinde rol oynayan gen ya da genler bugune kadar tanimlanamamistir.
Erigkin tUmorlerinde gozlenen kanser genleri de NB tumorlerinde tutulum
gostermemektedir. Bu galismanin ¢ikis noktasi NB’deki bu prognostik faktorlerin
sitogenetik anomaliler haricinde baska etmenlere dayandirilabilecegi dusuncesidir.
Gunumuzde kanser Uuzerine yapilan arastirmalarda, kanser gelisimi Uzerinde
epigenetik faktorlerin de rol oynadiginin bulunmasi ve NB tumorlerinde bu tarz
calismalarin fazla olmamasi, NB tiumor fenotipindeki bu cesitlilige epigenetik
faktorlerin neden olabilecedi sorusunu dogurmustur [5].

DNA metilasyonu, normal geligsim surecinde rol oynayan bir epigenetik
faktordir ve metilasyon oOruntusinin bozulmasi karsinogenezde dogrudan rol
oynamaktadir [6]. Buna ek olarak, histon modifikasyonlarinin, protein komplekslerinin
DNA'’ya baglanma surecini olumlu ve olumsuz yonde etkiledikleri, bu sebeple genom
uzerinde belirli bdlgelerin gen ifadesinde arttirici veya susturucu etkisi oldugu
bilinmektedir [7].
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2.4, Epigenetik Faktorler

Epigenetigin ilk tanimi 1942 yilinda Weddington tarafindan, programlanmis
degisiklikler ile genotipten dogan fenotip olarak yapilmistir [83]. 1983’te kesfinden
beri, insan kanserinde epigenetik, insan kanser genetiginin golgesinde kalmistir [84].
Epigenetik, DNA dizisinden bagimsiz olarak hicre bolinmesiyle kalitilabilen hicresel
bilgi olarak tanimlanmigtir. Bagka bir degisle, genotip fakhligina dayanmadan fenotip
uzerinde gorulen, tersinir potansiyeli olan ve hucre boliunmesiyle aktarilabilen bilgidir.
Kromatin yapisinin degisebilen durumu, ifade aktivitesi, ve memelilerde ‘CpG’ ikili
nukleotitlerinde gorulen sitozin-5 DNA metilasyonu epigenetik degisimlere 6rnek
gOsterilebilinir [85-88] .

Epigenetik kalitim, sineklerde konum-etki c¢esitliliginde, mayalarda telomer ve
esey tipi susturulmasinda, bitki ve hayvanlarda transgen ile induklenen gen
susturulmasinda rol oynar. Gen ifadesini kontrol eden epigenetik oruntiler, DNA
dizisinden bagimsiz olarak yavru hicrelere aktarilirlar [84].

imprintleme; gametogenez sirasinda maternal ve paternal genomun
kosullandiriimasi anlamina gelmektedir. Bu konuyla ilgili ilk veriler embriyolojik
calismalar sonucunda ortaya konmus ve 1980’lerin ortasina dogru yayinlamistir
[89,90].

imprintlenen genlerin gelisimdeki etkisi, nérogelisim hastaliklari olan Prader-
Willi (PWS) ve Angelman (AS) sendromlari ile kanitlanmistir. 15. kromozomun uzun
kolunun ayni ebeveynden aktarilmasi durumu ile bu hastaliklar ortaya cikmaktadir.
‘Uniparental dizomi’ diye adlandirilan bu olayda her iki kromozomun uzun kolu
anneden geliyor ise PWS, babadan geliyor ise AS olusmaktadir. 1980’lerin sonunda
farkh gruplar tarafindan yapilan bagimsiz ¢alismalarda, Wilms timorlerinde, 11p15
allelinde maternal allelin kayboldugu ve paternal allelin iki katina ¢iktigi, ebeveyn
kokenli (parent-of-origin) LOH saptanmistir [91-94]. NB’de vyapilan c¢alismalar
sonucunda ise, 1p35-36 bdlgesinde LOH bulunmus ve kaybolan allelin tercihen
maternal kokenli oldugu saptanmigtir. Fakat bu tumorde ebeveyn kdkene bagh kayip

tam olarak anlam ifade etmemektedir [43].
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2.4.1. Kanser ve Epigenetik

DNA metilasyonu, izole edilen DNA yapisinda korundugundan yararl bir
belirtectir ve PCR tabanli tekniklerle kolaylikla o&lgllebilmektedir. Bu sebeple
arastirmacilar, kanser hicrelerinde epigenetik durumun anlasiimasi igin i¢ ice gegmis
bir dizi teknik kullanmaya baslamislardir [95,96]. Bu teknikler arasinda DNA
metilasyonu ve transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi [97], gen ifadesi ve DNA
metilasyonu [98], DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari [97,99], epigenetik
inhibitorler ile gen ifadesi ve DNA metilasyonu [100-102] ve hatta gen ifadesi, DNA
metilasyonu ve histon asetilasyonunun U¢li kombinasyonu [103] bulunmaktadir.

Uzun zamandir bilindigi gibi timor hacreleri, timor baskilayici genlerin ‘CpG’
adaciklarinda bulunan 5-metilsitozinlerin hipometilasyonu ve hipermetilasyonu ile
degisiklige ugramaktadir [104-107]. ‘CpG’ adaciklarinin hipermetilasyonu kromatin
yapisinin degismesinde sadece bir boyut iken [108,109], bunun yaninda histon H3H4
deasetilasyonu [110], histon H3 lizin9 metilasyonu [111], histon H4 sumolasyonu
[112] ve histon H3 lizind metilasyonunun azaltilmasi [113,114] gen ifadesinin

susturulmasi ile sonuglanmaktadir.

2.4.1.1. DNA metilasyonu

Hipometilasyon, timoérlerde tanimlanan ilk epigenetik degisikliktir [115] ve
HRAS, siklin D2, MASPIN gibi biyumeyi tetikleyici genler tumdrlerde hipometilasyon
ile aktif hale getirirler. Ayni sekilde serviks kanserinin prognozunda énemli bir rolu
olan insan papilloma virisu (HPV16) geni, hipometilasyon ile aktif hale getirilir
[86,116].

‘CpG’ adaciklarindaki DNA metilasyonunun silinmesi, kanser hucrelerinde
saptanan ilk genetik anomalidir. Bu durum, Andy Feinberg ve Bert Vogelstein’in,
1982 vyilinda Johns Hopkins Universitesinde vyapilan ‘Tumoér Hicrelerinde
Heterojenite’ konulu sempozyuma katilmalariyla sekillenmistir. Sempozyum sonrasi,
yuksek siklikla gorulen mutasyonlarda, tumorin mikrogevresine adaptasyonunda ve
plastisitesinde hangi mekanizmalarin igledigi sorusu akillarina gelmistir [84]. Feinberg
ve Vogelstein, DNA metilasyonu ile dokuya 6zgul gen susturulmasi arasinda baglanti
olabileceg@i duslUncesinden yola ¢ikarak, kanser dokusu ve normal doku arasindaki
farklihklari arastirmislardir. Metilasyona duyarli restriksiyon enzimi ile pargalara

ayrilan DNA fragmanlarini ‘Southern Blot’ yontemi ile analiz edip, énemli miktarda
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‘CpG’ Dbolgelerinin - normal dokularda metillendigini ve kanser dokularinda
metillenmedigini bulmuslardir [115].

Ik bilinen timor baskilayici gen ise retinoblastom RB genidir. RB promotéri
kayda deg@er oranda, sporadik ve hatta kalitsal RB’de metilenmis durumdadir. Dryja
ve Horsthemke laboratuarlarina ait yayinlarda ‘“tumor baskilayici genlerin
susturulmasi epigenetik mekanizma ile olusabilir dusltncesi ilk olarak belirtiimistir
[117,118]. Tumor baskilayici genlerin susturulmasi ile promotdr hipermetilasyonu
arasinda baglanti oldugu, Retinoblastom ile iligkili olan RB geninde tanimlanmistir
[117]. Buna ek olarak P16, VHL (von Hippel-Lindau), MHL1, APC (adenomatosis
polyposis coli) ve E-cadherin gibi timér baskilayici genlerin  timorlerde
hipermetilasyona ugradigi gozlemlenmigstir [108].

Tumor baskilayict genlerin  epigenetik mekanizmalar ile susturulmasi
hakkindaki dogrulama, 1993 yilinda Sakai ve grubu tarafindan saglanmigtir. Bu
dogrulama retinoblastom timoarlerinde promotor hipermetilasyonu ile RB ifadesinin
%92 oraninda azalmasinin gdsterilmesi ile saglanmistir [119]. iki yil sonra, Baylin,
Jones ve Sidransky laboratuarlarinin yaptigi ¢calismalarla kanser hlicrelerinde sayisiz
lokusta promotor hipermetilasyonunu dogrulanmigtir. Edinilen bu bilgi P. Issa ve
arkadaglarinin, kanser hucrelerinde epigenetik gen inaktivasyonu ilkesini
desteklemistir. Bunun arkasindan P. Issa, elde edilen metilasyon profili verisi
Isiginda, insanda gorulen kanser turlerini sikga gorulen promotdr metilasyonu ve
nadir goértlen metilasyon grubu olarak iki farkli sinif altinda toplamistir. Bu
siniflandirma insan kanserlerinde ‘CpG’-adacigi metilator fenotipi (CIMP) terimini
tanimlamasina olanak saglamistir [120].

DNA hipometilasyonu gen aktivasyonuna yol acabilmektedir. Yakin zamanda
somatik hucrelerde birgok ‘CpG’ adaciginin metillenmis durumda oldugu bulunmustur
[121]. Bu metilenmis bdlgeler, kanser huicrelerinde hipometile hale gelebilirken
civarinda bulunan genler aktif hale gelebilmektedir. Bu duruma érnek olarak, normal
sartlarda testiste ifade olan HRAS [122] ve CT (cancer/testis) gibi onkogenler
hipometilasyondan etkilenip tumorlerde anormal olarak ifade edilebilmektedir. Bu
genlerin hipometilasyonu melanomda MAGE geninin ifadesine neden olmakta ve bu
durum immunoterapi i¢in umut verici olarak gortulmektedir [123].

Genomik metilasyon analizlerinin sonucunda [124,125] mide, bdbrek, kolon,

pankreas, karaciger, uterus, akciger ve serviks kanserlerinde hipometile bdlgelerin
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oldukca fazla oldugu belirlenmigtir [126-133]. Hipometilasyonun, kanserlerde gen
aktivasyonuna yol actigina yonelik gugli destekler bulunmaktadir. Bunlara ornek
olarak, ‘CpG’ adaciklarinda olusan demetilasyon, gastrik karsinomda siklin D2 [126]
ve MASPIN genlerinin asiri ifadesi [127], renal hicreli karsinomda MN/CA9 geninin
asin ifadesi [128], kolon kanserinde S100A4 metastaz-iliskili geninin asir ifadesi
[129] ve serviks kanserinde HPV16 insan papillomaviris 16 geninin ifadesi [121,131]
gosterilebilinir. Goggin ve arkadaslarinin yakin zamanda yapti§i pankreas kanseri
uzerindeki calismalarda, yaygin hipometilasyon ile 14-3-30 geninin de iginde
bulundugu htcre c¢ogalmasi ile iligkili genler arasinda iligki oldugu gosterilmistir
[132].

Ehrlich ve arkadaglari, yakin zamanda kromozomal karasizlik ile kanserde
hipometilasyon arasinda iliski kurmuslardir. Sentromere yakin satellitlerde olusan
hipometilasyon agir sonuglar dogururken, birtakim kanserlerde (Wilms tumora, over
ve meme kanserinde) 1. ve 16. kromozomlarin sentromere yakin bdlgelerinde olusan
kirllma noktalari sonucu dengesiz translokasyonlar olusmaktadir [134]. Bu yeniden
yapillanmalar kendine hastir ve genel genomik karasizliktan dolayr olmamaktadir.
Wilms timorlerinde t(1;16) parca degisimi bazen soliter anomali olabilmektedir. Bu
dengesiz parca degisimleri, 16. kromozom uzerindeki belirteglerde heterozigotluk
kaybi (LOH) Uretebilmekte ve bu durum tumaor anapilazi iligkilendirilmektedir [135].

Satellit dizilerdeki demetilasyona ugramis bdlgeler kirilma ve yeniden
birlesmeye daha yatkin olabilmektedir. Bu kanserlerde 6ngorilen genel baglanti
kanitlanamamasina ragmen farkh arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda,
sitozin DNA metiltransferaz DNMT3B’de olusan fonksiyon kaybi mutasyonlarinin
gelisimsel bir hastalik olan ICF (immulnyetmezlik, kromozomal karasizlik ve yiz
anomalileri) sendromuna neden oldugunu bulunmustur [136-138]. ICF sendromunda,
gelisim sirasinda de novo metilasyondan sorumlu olan DNMT3B geninde olugsan
mutasyonlar bagisiklik sistemini etkilemektedir [137]. ICF sendromu hastalarinda,
immuanoglobin geninin susturulmasinda ve yeniden aktif hale getirilmesinde rol
oynayan DNMT3B geninin mutasyonu ile heterokromatin yapisinda bozukluklar
olusmaktadir [139].

Hirohashi ve grubu bobrek kanseri hastalarinda DNMT3B geninin en sik ifade
edilen Urandnd tanimlamiglardir [140]. Bu drin hdcrelere transfekte edildiginde,
sentromere yakin bolgelerde bulunan satellit dizilerde hipometilasyona sebep
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olmaktadir. Bu c¢alisma hipometilasyon ile tUmor olusumu arasindaki baglantiyi
desteklemektedir [140].

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan yontemler, tumor baskilayici genlerin yeniden
calistinimasiyla sonuglansa da uygulanan deneysel sistemlerin farkhligina dayali,
sonuglarda ¢esitlilik gortlmustar. Buna o6rnek olarak HCT116 hlcre hattinda
DNMT1?’in ‘antisens’ veya RNA interferans ile ‘acute’ safdigi birakilmasiyla CDKN2A
geni yeniden calistirilirken, ayni hicre hattinda bu genin yeniden aktif hale gegmesi
icin DNMT1 ve DNMT3B’nin ayni anda ‘somatic knock-out’ edilmesi gerekmektedir.
Elde edilen bu sonuglardan yola c¢ikarak DNMT3B’nin DNMT1 vyerine gorev
yapabildigi fakat tam olarak ayni gorevi yapmadigi bilgisi elde edilebilmektedir [84].
Kromatin olusumunda rol oynayan histon H3 lizin9 metilasyonu, daha once ‘knock-
out’ yontemi sirasinda DNA metiltransferaz ile yeniden aktif hale getirilen CDKN2A
geninin susturulmasinda rol oynamaktadir [141].

Cedar ve Graessmann’in yaptidi ¢alismada, c¢iplak DNA in vitro kosullarda
yari-metillenmis ve mikroenjeksiyon yolu ile hucrelere aktariimistir. Bu DNA parcalari,
ancak baskilanmis kromatin paketleri haline geldiginde ifadeleri susturulmustur
[142,143]. Bu ¢alismadan kisa bir sure sonra Adrian Bird ve grubu metilenmis CpG
adaciklarina proteinlerin baglandigini tespit etmis [144,145], Steve Baylin ve Alan
Wolfe gruplariyla yaptiklari ortak ¢alisma ile de, bu proteinlerin MECP2 ve MDB2
proteinleri olduklari bulmuslardir. MECP2 ve MDB2 proteinlerinin yani sira,
metilenmis ‘CpG’ adaciklarina metil transferazlarin da (DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B) baglandigini belirtmiglerdir [146-149].

DNMT1, replikasyon sirasinda hali hazirda bulunan metilasyon 6rtntisinun
devamhligini saglamakla sorumlu iken DNMT3A ve DNMT3B metillenmemis
bolgelere metil ekleyebilirler. Histon proteinlerindeki lizin kalintilarinin metillenmesi
uzun yillar boyunca bilinmesine karsin, bu modifikasyonun gen dizenlenmesinde
onemli oldugunu yakin zamanda Jenuwein ve arkadaslar belirtmiglerdir [150,151].
Jones’un kanser hucrelerinde, histon H3 lizin9 metillenmesi ile tumor baskilayici gen
olan CDKN2A’nin susturuldugunu bulmasiyla da bu duslince sabitlenmistir [152].
DNMT1 metiltransferazin kanser hicrelerinde asiri ifade edildigi bildirilmesine karsin
[153], karsit c¢alismalarda vyapilan kontrolli gergcek zamanli PCR deneyleri
sonucunda, bu genin ifadesinde belirgin bir artis olmadigi gosterilmistir [154-156].
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1984 yilinda Weinstein ve arkadaglar tarafindan, metiltransferazlarin
etkinligini engelleyen 5-azaCdR adli ilacin kultire edilmis hucrelerin farklilagsmasini
tetikledigi bulunmustur [157]. Bdylece daha once Taylor ve Jones tarafindan yapilan
calismada 5-azaCdR ilacinin hicre farkhlasmasinda olumlu etki gosterdigi bulusu
desteklenmistir [158].

Hipometilasyon ile kromozomal kararsizlik arasindaki bir diger potansiyel
baglanti, kolon kanserindeki L1 retrotransposon hipometilasyonudur ve bu durum
kromozomda yeniden dizenlemeye 6nayak olabilmektedir [159]. Hipometilasyon
kanserlerde ilag, toksin ve viral etkilere karsl bir mekanizma olusturmaktadir. Akut
miyelom I6semide gen amplifikasyonuna ek olarak, ¢oklu ila¢ direnci geni olan
MDRL1‘in hipometilasyonu gen ifadesini arttirmakta ve hucrenin ilaca kargi direng
olusturmasina neden olmaktadir [160].

Toksik karsinojenler de metilasyonda degisiklige neden olabilmektedir. Buna
ornek olarak kadmiyum, DNA metiltrasferaz aktivitesini bozarak akut hipometilasyona
onculik etmektedir. Bu durumun ardindan DNA hipermetilasyona ugramaktadir
[161]. Buna benzer bir sekilde arsenik, farelerde RAS geninin hipometilasyonuna
sebep olmaktadir [162].

Yakin zamanda kanserde gorulen hipometilasyon ile beslenme bigimi arasinda
bir baglanti oldugunun bulunmasi heyecan verici bir gelisme olarak gorulmustar.
Tumor baskilayici aktivite ile DNA metilasyonu arasinda bir iligki oldugu ilk defa 1993
yilinda West ve Baretin yaptigi c¢alismada gosterilmistir. Bu calismada ‘sryian
hamster’ hucrelerinde DNA metilasyona dayali tumor baskilayici aktivitede ilerleyen
bir kayip oldugu bulunmustur [163].

CpG adaciklarinda hipermetilasyon sliphe edildiginden daha az yaygin
olabilmektedir [164]. Ayrica timorlerde ilacla-indiklenen hipometilasyon ve DNA
metiltransferazlarin ‘knock-down’ edilmesi ile atktif hale getirilen gen sayisi kadar
susturulan genlerin  bulundugu bilgisi, hem hipometilasyonun hem de
hipermetilasyonun kanserlerde genlerin aktif hale getiriimesi ve susturulmasinda rol
oynadigini gostermektedir [102].

Lengauer ve arkadaglari, kanser hucrelerinde DNA metilasyonu igeren
retroviral yapili promotorler ile mismatch tamir sisteminin susturuldugunu ve bunun
sonucunda mismatch tamir sistemi ile metilator fenotipi arasinda bir baglant

oldugunu gostermiglerdir [165]. Kolodner ve grubunun mismatch tamir sistemi kusurlu
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olan tumorlerde, mismatch tamir sistemi geni olan MLH7'in ¢ogunlukla hipermetile
oldugunu gostermesi ile bu durum anlam kazanmigtir [166]. Buna ek olarak anormal
imprintleme, ¢ogunlukla mismatch tamir sistemi kusurlu olan kolon kanserlerinde
gOrulmektedir [167].

2.4.1.2. Histon Metilasyonu

Nukleozomlar, dkaryotik hucrelerde kromozomlarin siki bir bigimde paketlenip
duzenlenmesini saglayan makara bigimindeki protein yapilardir. Bu yapilar histon H3,
H4, H2A ve H2B proteinlerinden oktamerler olusturarak gen transkripsiyonunda
duzenleyici gorev Ustlenirler [168,169]. Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
ubigitinasyon gibi post-transkripsiyonel modifikasyonlar, histonlarin  kuyruk
kisimlarinda gerceklesmektedirler. Bu kuyruk bolgeleri proteazlara kargi duyarli
olmakla birlikte histonlarin yaklasik %25-30’luk kultlesini barindirdigindan, diger
proteinlerin  baglanabilmesi igin  ndkleozomdan  disari  yeterli  uzantilar
olusturmaktadirlar [170-173]. Yapilan ¢alismalar kromozom yapisinin histon-DNA ve
histon-histon etkilesimleriyle dizenlenebilecegini gdstermistir. Bu etkilesimler histon
proteinlerinin kuyruk kisimlarinin modifiye edilmesi sonucunda gergeklesmektedir
[174-176].

Histon proteinlerinin amino ucu kuyruk kisimlari fosforilasyon, ubiqunitasyon,
metilasyon ve asetilasyon gibi bir dizi post-transkripsiyonel modifikasyona ugrar
[177,178]. Histon metilasyonu; heterokromatin  olusumu, X kromozomu
inaktivasyonu, genomik imprintleme, ve homeotik genlerin susturulmasi gibi bir gok
biyolojik islemde gorev alir [179-182]. Anormal histon metilasyonu insanlarda, kanser
basta olmak Uzere, bircok hastalia neden olabilmektedir [183-187]. Metilasyon,
histon proteinlerinin amino ucunda bulunan lizin(K) ve arjinin(R) kalintilarinda
gerceklesebilir. Bunlardan metilasyona ugrayan lizinler H3-K4, H3-K9, H3-K27, H3-
K36 ve H4-K20 olarak belirlenmigtir [181,188]. Bu bdlgelerin metilasyonu, gen ifadesi
aktivasyonu/inaktivasyonu ve DNA hasari ile iligkilidir [188,189].

Lizin kalintilari mono-, di-, tri- metile olabilir. Farkli derecelerde metile olan bu
lizin kalintilari histon metilazlari, deasetilazlari, kromatin degistiricileri gibi degisik
kromatin “modifier’larina baglanma bdlgeleri olusturmaktadir ve bu durumun farkh
islevsel sonuglari bulunmaktadir [188]. Okromatik histon metilasyonu transkripsiyon
uzerinde hem aktive edici hem baskilayici 6zellik gosterebilmektedir. Histon H3-K4
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ve H3-K36 dimetilasyonu ve trimetilasyonu transkripsiyonu aktive edici olarak
belirlenmisken, H3-K9 metilasyonu Ookromatik genlerin promotoér bdlgelerinde
baskilayici etki gostermektedir [182]. Histonlar Uzerinde yapilan eski ¢alismalarda,
metilasyonun sabit ve geri donisimsiz oldugu distntlmekteydi [190,191], fakat H3-
K4 spesifik demetilaz enzimi LSDZ1’in bulunmasiyla histon metilasyonunun tersinir ve
dinamik bir iglem oldugu ortaya ¢ikmigtir [192]. LSD1’in bulunusundan 2 yil sonra
JHDM1 adinda ikinci bir histon demetilaz kesfedilmistir ve bu enzimin LSD1’den farkl
olarak bulunan JmjC “domain”i, H3-K36-me2 demetilasyonundan sorumlu oldugu
belirlenmistir [193]. JmjC domaini metalloenzimlerin cupin superailesine bagh olup
yaklasik 100 tane protein bu domaini tagimaktadir [194]. JmjC domaini tasiyan
protein gruplarindan bir tanesi JMJD2 super ailesidir ve bu aileye mensup olan
JMJID2A, IMJD2B, JMJD2C, JMJD2D proteinleri histon lizin trimetil demetilaz olarak
islev gostermektedir [195].

GuUclU transkripsiyon faktorlerinin promotorlere yerlesmesi ile histonlarin yer
degistirmesi, hucrelerin histon metilasyonu ile susturulmus genleri yeniden
aktiflestirmesi durumuna agiklama getirebilmektedir. Chinnaiyan ve arkadaslari
kromatin baskilanmasinda gorev alan EZH2 geninin asiri ifadesinin metastatik
prostat kanserinde hipermetilasyona ve gen susturulmasina neden oldugunu
aciklamistir [186]. Lenfomalarda ve kolon kanserinde ise, histon H4 lizinl6
asetilasyonu (H4K16ac) eksikliginin ve histon H4 [izin20 Ggli metilasyonunun

(H4K20me3) transkripsiyonu baskiladigi anlasiimistir [183].
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2.4.1.3. Histon Asetilasyonu

Asetilasyon, histonlarin amino ucunda bulunan pozitif yuklu lizin kalintilarini
notrledigi icin, amino uglarinin nukleozomda yer degistirmesi nukleozomlarin
acllmasina ve transktipsiyon faktorlerine alan olusturulmasina sebebiyet vermektedir
[196-199]. Histon asetiltransferazlar 2 grupta incelenebilir: TipA HAT’lar -nukleus
icinde sabitlenenler - histon proteinlerinin asetilasyonundan sorumludur ve
transkripsiyonun aktivasyonunda gorevlidirler; TipB HAT’lar ise sitoplazmada
sabitlenir ve DNA replikasyonundan once yeni sentezlenen histon proteinlerinin
asetillenmesinden sorumlu olup baglanma ile iligikilidirler [200].

Histon asetiltransferazlar (HATs) ve histon deasetilazlar (HDACs) histon
proteinlerinin amino ucunda bulunan lizin kalintilarinin asetillenmesinde goérev alarak
transkripsiyonun duzenlenmesinde rol oynarlar [169,201]. Birgok turde histon H3
proteini lizin 9, 14, 18 ve 23 bdlgelerinden asetillenirken, kendisi kadar aktif gorev
ustlenen H4 proteini de lizin 5, 8, 12 ve 16 bdlgelerinden asetilasyona ugramaktadir
[170,176,202]. Histon asetilasyonunun kararl (steady-state) ve dengeli kalmasini
saglayan durum, histon asetiltransferazlar ve histon deasetilaslarin ters aktiviteleri
arasindaki dengedir [203]. Genel olarak histon asetilasyonundaki artis
transkripsiyonun aktivasyonu ile iligkilendirilirken, azalis ise gen ifadesinin
baskilanmasi anlamina gelmektedir [203-205].

Okromatin ve heterokromatin yapilari  farkli  asetilasyon &rintisi
sergilemektedir. Histon H4 Uzerinde bulunan belirli asetilasyon bdlgelerine (K5, K8,
K12, K16) uygulanan 0zel antikorlar, aktif okromatin bdlgelerinin butin H4
asetilasyon bolgeleri tarafindan degistirildigini gdstermisken, heteroktomatin
bolgelerinde yerlesen H4 proteinlerinin hipoasetile durumda oldugu belirlenmigtir
[206,207] . Buna ek olarak, bu doért bolgeden higbiri inaktif X kromozomu Uzerinde
asetilasyona ugramamaktadir [208].

Buglne degin insan onkojenezinde histon deasetilaz grubu HDAC genlerinin
ifadesinde direkt bir degisiklik gézlenmemesine ragmen, HDAC proteinleinin anormal
aktivasyonunun, iyi karakterize edilmis hucresel onkojenez ve tumor baskilayici
genler ile iligkili oldugu, bunun sonucunda gen ifadesini degistirdigi bilinmektedir
[209-213]. HDAC enzimleri ¢ogunlukla yalniz c¢alismamakla birlikte baskilayici
kompleks olusturmak igin diger proteinlere ihtiyag duymaktadir. Bu kompleksin
olusturulmasi ve iglevini yerine getirmesi i¢in gereken ilk sinyal DNA Uzerinde
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bulunan CpG adaciklarina baglanan proteinler ve DNA metiltransferazlar tarafindan
gonderilmektedir [108,214,215]. HDAC proteinlerinin inhibisyonu histon proteinlerinin
hiperasetilasyonuyla sonuglanirken bu durum DNA yapisini gevseterek bir dizi genin
aktivasyonuna neden olmaktadir [E38]. HDAC inhibisyonunun in vivo ve in vitro'da
bayumeyi durdurdugu, farkhlasmaya veya kanser hucrelerinin apoptozuna neden
oldugu bilinmektedir [213,216-226].

HDAC proteinleri 2 farkli filogenetik grupta siniflandirilmistir. Bunlardan sinif 1
HDAC olarak bilinen HDAC 1, 2 ve 8 mayada transkripsiyonel dizenleyici olan RPD3
ile benzerlik gosterirken, sinif 2 HDAC proteinleri HDAC 4, 5, 6, 7, 9 ve 10 ise yine
mayada bulunan HDA1 deasetilaz ile benzerlik gdéstermektedir [205]. Yakin zamanda
bulunan HDAC11 ailesi, sinif 1 HDAC ailesi ile benzerlik géstermesine karsin dizi
benzerliginin ¢ok az olmasi nedeniyle yeni bir aile olarak isimlendirilmistir [227]. Sinif
1 HDAC proteinlerinin genel olarak bitlin hicre gesitlerinde ifadesi gozlenirken, sinif
2 HDAC proteinlerinin kisith sayida hucre gesidinde ifadesinin gdzlenmesi, bu sinif
proteinlerin hlcresel farkhlasma ve gelisimde rol oynadigi fikrini dodurmustur
[228,229].

Histon deasetilasyonu ve histon H3 lizin 4 metilasyonu, bazi modellerde DNA
metilasyonununa ve histon H3 lizin9 metilasyonuna sebep olmaktadir [230]. Bununla
birlikte Sp1 transkripsiyon faktorinun baglanmasinin, diger sistemlerde epigenetik
susturmayi bloke ettigi gortlmektedir [231]. Sp1 baglanma bdlgelerindeki DNA
metilasyonu, transkripsiyonunun uzamasina muidahale edebilmektedir [232,233].
Bunun yaninda Sp1 baglanma bdlgelerinin kaldirilmasinin zorunlu oldugu, fakat bu
kaldirma sonucunda transkripsiyonun susturulmasi ve ‘CpG’ adaciklarinin
hipermetilasyonu yeterli derecede olmadigi belirtiimistir [234].

DNA metilasyonunun epigenetik kontrolini destekleyici bir calismada,
gelisimsel suregte ifadesi diizenlenen SERPINB5 geninin DNA metilasyonun ihtiyag
duydugu [235] ve kanser hucrelerinde anormal olarak susturulan genlerin DNA
metiltransferaz inhibitérleri araciigi ile aktive edildigi, fakat sadece histon
deasetilazlar kullanilarak aktive edilmedigi bulunmustur [152,215,236,237]. Buna ek
olarak, inhibitdor deneylerinde, DNA demetilasyonunun ilk gerceklestigi, genin
tekrardan aktif hale geldigi ve ardindan histon kodlarinin tersine ¢evrildigi belirtiimistir
[237].
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2.4.1.4. Histon Ubiqutinasyonu

Ubiquitinasyon proteaz-bagimli veya proteaz-bagimsiz mekanizmalar yolu ile
transkripsiyonu duzenlemektedir [238]. Nukleozomunda ubiquitinasyona ugramis
H2A proteini iceren genlerin transkripsiyonunun arttigi disincesi; transkripsiyonu
surekli olan Hsp70 geninde bulunan H2A proteinlerinin %50’sinin ubiquitinasyona
ugradigi, buna karsilik transkripsiyona ugramayan satellit DNA yapisinda bulunan
H2A proteinlerinin  sadece %4’UnUn ubiquitinasyona ugradigi bilgisi ile
dogrulanmaktadir [239]. Okaryotik organizmalarda H2A proteininin amino ucunda
bulunan lizin119 kalinisindan yaklagik %5-15 oraninda ubiquitinasyona
ugramaktadir [240]. H2A’ya ek olarak H2B de, amino ucunda bulunan lizin120
kalintisindan ubiquitinasyona ugramakta, fakat bu oran %1-2’lere kadar dismektedir
[241]. H1 ve H3 proteinlerinin de ubiquitinasyona ugradigi belirtiimisse de bu iglemin

hangi bolgelerde gergeklestigi henlz bulunamamistir [242,243].

2.4.1.5. Histon Fosforilasyonu

Histon proteinlerinin fosforilasyonu ¢odunlukla mitoz, mayoz, apoptoz ve DNA
hasari durumlarinda, fakh histon kinazlari araciigi ile kromozomlarin kisalip
kalinlasmasi islevinde iliskilidir [195]. Bilhassa H1 ve H3 histonlarinin fosforilasyonu,
mitoz sirasinda kromozomlarin kisalip kalinlagmasiyla iligkilendirilmistir. Fakat
ginimize degin vyapilan calismalarda Ozellikle serin10’da goérilen H3
fosforilasyonunun, c-jun, c-fos ve c-myc gibi erken evre genlerinin tetiklenmesinde

gorev aldigini gostermektedir [244-248].
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2.4.2. Noroblastom ve Epigenetik

Belirli genetik anomalilerin hastaligin o6zelliklerinde ve klinik seyrinde etkili
oldugu gosterilmisse de, yakin zamanda yapilan ¢aligmalar epigenetik sapmalarin da
hastalik patogenezinde rol oynadigini ortaya koymustur. Yang ve arkadaslari,
RASSF1A, CASP8, HIN1 ve DCR2 gibi tumor-baskilayici genlerdeki
hipermetilasyonun kotu prognozla iligkili oldugunu gostermiglerdir [249-251].

Noroblastom prognozunun iyi veya kotu olmasina neden, birgok genin mRNA
dizeyindeki ifadesidir. Agresif NoOroblastomda, histon asetilasyonu ve DNA
metilasyonunun  hastallk patogenezinde rol oynayan genlerin ifadelerini
duzenleyebilecegi gosterilmistir [252-254]. NB tumdrlerinin histon deasetilaz (HDAC)
inhibitorleri ve DNA-demetilaz ajanlarla muamelesi ile etkili sonuglar elde edilmis ve
in vivo ¢alismalarda kullanilmasi dusuncesi ortaya atilmistir [252].

Yakin zamanda histone H3 Uzerindeki metil gruplarini uzaklastiran ve
sonucunda genlerin aktivasyonunu saglayan histon demetilazlar tanimlanmistir
[192,255]. Johannes ve arkadaslari lizin-spesifik demetilaz1 (LSD1) genini islevsel
onemini NB’de belirtmislerdir. LSD1’in bulunusundan sonra yapisal farkliliklar tasiyan
fakat hepsinde ‘jJumoniji’ bolgesi bulunan 30’°dan fazla histon demetilaz tanimlanmistir.
LSD1 6zel olarak androjen reseptorine [255] ya da buyuk kromatin-dizenleyen es
baskilayici kompleks ‘Co-Rest’'e baglanmaktadir [256]. Bu sebeple LSD1’in agiri
ifadesi noroblastlarda néron farkhlasmasini baskilamaktadir [257]. Ayni sekilde NB
hicrelerinin faklilasmasi sonucu LSD1 geni ‘downregulle’ olmaktadir. LSD1 geninin
RNA interferaz ile ‘knockdown’ edilmesi sonucunda hucresel bliyimede azalis,
farkhlasma ile ilgili genleri ifadesinin tetiklenmesi ve hedef gene 06zgu H3K4
metilasyonu gozlemlenmektedir. Buna ek olarak, NB htcrelerinde LSD1 geninin
monoamin oksidaz inhibitorleri ile ifadesinin baskilanmasi sonucu genel bir H3K4
metilasyonu ve hucresel buyumenin kisitlanmasi in vitro galismalarla bulunmustur
[257].

Bu c¢alismada, NB’deki heterojeniteye sebep olabilecek epigenetik
mekanizmalari incelemek amaci ile, yedi farkli NB hicre hatti Gzerinde deneyler
yapiimigtir. Deney kapsaminda; DNA metilasyonu, histon metilasyonu, histon
asetilasyonu, histon fosforilasyonu ve histon ubiqutinasyonu gibi epigenetik
degisimleri etkileyen genlerin ifade ortntileri arasindaki farkhliklar, gercek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu ile incelenmistir. inceleme sonucunda elde edilen veriler
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Isiginda, ifadesinde fakhlik gorulen genlerin islevi arastirilmig ve bu genlerin ifade

degisimlerinin NB patogenezindeki olasi rolu tartisiimistir.

34



3. GEREG VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

KB.SAG.2012.051 numarali proje ile elde edilen yedi adet Néroblastom hicre
hatti kullanilarak deneyler yurutulmastir. Proje kapsaminda deneysel arastirma
yontemleri kullanilmigtir. Bu kapsamda, epigenetik faktorleri etkileyen genlerdeki
ifade degdisimlerinin Noroblastom Uzerindeki etkileri incelenmis ve degisken olarak
nitelendirilen hedef genlerin ifade degisimleri, yedi Noéroblastom hlcre hatti
kullanilarak denetimli bir ortamda incelenmigtir. Deney siresince bagimsiz
degiskenler disindaki etkiler her grupta ayni dizeyde tutulmus, bagiml degiskenler

arasindaki farkhliklar karsilastirma ile analitik agidan degerlendirilmigtir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Proje kapsaminda yurutulen hdcre kdltard, RNA izolasyonu, cDNA sentezi
deneyleri 16.04.2012 - 01.05.2013 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi, Saglk
Bilimleri Enstitist, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda; gergek zamanlh
polimeraz zincir reaksiyonu deneyleri 18.02.2013 - 20.02.2013 tarihleri arasinda

Ankara ATQ Biyoteknoloji Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari
Proje kapsaminda Noroblastom hicre hatlari 6rnek olarak kullanilildigi igin, bu

arastirmanin evreni ve drneklimi bulunmamaktadir.

3.4. Calisma Materyali

Arastirmada kullanilan yedi adet hiicre hatti Dokuz Eyllil Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitusu, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda geg¢mis projelerden
elde edilip ¢ogaltilimis ve uygun kosullarda saklanmis olan Noroblastom hlcre hatti
orneklerinden temin edilmistir. Bu hicre hatlarindan iki tanesinde MYCN
amplifikasyonu bulunmazken, diger bes tanesinde MYCN amplifikasyonu

bulunmaktadir.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Proje kapsami; arastirma, deneysel ve analiz sirasinda olusacak problemlere
yanit aramak ve ornekleri test etmek amaci ile belgesel ve deneysel olmak uzere iki
baslik altinda modellenmistir.

Arastirmanin belgesel kismini olusturan bilgi ve verilerin bulundugu
literatUrlerin taramasi, U.S. National Library Medicine Pubmed veritabani kullanilarak
EndNote yazilim ortamina indirilmesi ile gerceklestirilmigtir. Bilgilerin derlenmesi,
konu ile ilgili ana basliklarin MeSH anahtar s6zclkleri ile taranmasi sonucunda,
makalelerin kiinye ve Ozetlerine erisilmesi ile saglanmistir.

Arastirmanin deneysel yapilandirilmasi bir dizi degiskenlere baglanarak, elde
edilecek verilerin karsilastiriimasi temeline dayandiriimistir. Teste tabi tutulacak
MYCN amplifikasyonu belirlenen hicre hatlari ile MYCN amplifikasyonu tasimayan
hiicre hatlari bagimsiz degiskenler ve kontrol grubu olarak kabul edilmistir. ilk bagimli
degisken olarak, epigenetik degisikliklerde roli bulundugu bilinen seksen dort (84)
genin ifade orintlleri arasindaki degisiklikler istatistiksel olarak karsilastiriimistir. Bu
karsilastirma, ifade acisindan sabitligi bilinen G¢ (3) farkli genin kontrol grubu ile
esitlenmesi sonucunda ortaya cikmistir. Ikinci bagimli degisken olarak, ilk bagimli
degiskenin anlam kazanmasi amaci ile yedi (7) farkli hicre hatti kullaniimig ve bu
sayede degerlendirme genigletiimistir. Projede bagimsiz degiskenlerin bagimli
degiskenler Uzerinde etkisi bulunmadigindan varyans hesaplamasina gerek

duyulmamistir.
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3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1. Kullanilan Cihazlar

Tablo 1: Projede kullanilan mevcut makine-teghizat listesi

ADI/MODELI

PROJEDE KULLANIM AMACI

Hava akiskanh kabinet/Nuve MN 090

Hucre kultara calismalari

icin
kullaniimistir.

CO2 inkubatéri/Sanyo MCO-5AC

Hucrelerin belli sicaklik ve CO02 iceren

ortamda buydtulmesi amaciyla

kullaniimistir.

PCR
GmbH

cihazi/PeqLab  Biotechnologie

Ters transkripsiyon ve cDNA sentezi igin

kullanilimistir.

inverted mikroskop/Olympus CKX41

Hucrelerin kontroli ve hucre sayimi

amaciyla kullaniimigtir.

Su Banyosu/Polyscience Digital | Hlicre ortamlari ve kimyasallar igin

Temperature Controller kullaniimistir.

Sogutmal Santriftj/Sigma 2-6 Hucre kaltara ¢alismalarinda
kullaniimistir.

Buzdolabi (-20°C,+4°C)/ Bosch

Kimyasallarin saklanmasi

igin
kullaniimistir.

Derin dondurucu (-80°C)/Hettich Freezer

Hucrelerin saklanmasi igin kullaniimigtir.

Nanodrop/Thermo Scientific 2000

DNA ve RNA miktarlarini dlgmek igin

kullaniimistir.

RT PCR cihazi/Rotor-Gene Q

Gergek zamanli PCR analizi igin

kullanilimistir.
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3.6.2. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Diger Gerecler

Tablo 2: Projede kullanilan sarf malzemeler ve diger geregler

Maddenin Adi

Markasi-Cat No:

RPMI 1640 besi ortami

Lonza/BE12-167F

DMEM besi ortami

Lonza/BE12-733F

Penicillin/Streptomycin

Gibco/15140

L-Glutamin

Gibco/25030

NE amino asitler

Gibco/1140-035

Fetal Dana Serumu (FBS)

Gibco/ 10500

Fosfat Tampon Solusyounu (PBS)

Lonza/BE17-516F

RNA izolasyon Kkiti

Qiagen RNeasy Minikit/ 74104

cDNA sentez kiti

Qiagen RT? HT First Strand Kit/ 330441

RT? SYBR Green ROX FAST

Mastermix

Qiagen/330620

100 kuyucuklu dizin

Qiagen Custom RT* Profiler PCR Arrays/

330131

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Calismanin suresi 24 ay olarak planlanmigtir. Calisma gizelgesi asagida gosterildigi

gibidir.

Tablo 3: Arastirmanin éngorulen ¢alisma suresi

Ay 3

6 9 12 15 18

21

24

Literatiir izleme

Hazirhk

Deney Optimizasyonlari

VeriToplama

Veri Analizi

Coziimleme

Makale ve Tez Yazimi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

3.8.1. Hucre Hatti Se¢imi
Homo sapiens NB hucre hatlari, MYCN amplifikasyonuna sahip ve sahip olmayan
olarak iki grupta secilmistir. Bu hticre hatlarina ait bilgiler www.atcc.org (erisim tarihi
17.01.2013) ve www.dsmz.de (erisim tarihi 17.01.2013) internet sitelerinden elde

edilmistir.

3.8.1.1. KELLY Hiicre Hatti: (DSMZ no: ACC 355)

Yapiskan, noritik birlesmeler ile yuvarlak yapiya erisebilen, tek ve c¢oklu tabakalar
halinde Ureyebilen bir NB hicre hattidir.

MYCN amplifikasyonuna sahiptir.

%90 RPMI1640 + %10 FBS +2 mM L-glutamin iceren besi ortaminda Ureyebilir.
37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren ortamda inkube edilir.

3-6 gun arasinda tripsin/EDTA kullanilarak 1:3-1:10 bdlme orani ile pasaji yapilabilir.
%70 RPMI1640 + %20 FBS + %10 DMSO iceren dondurma solusyonu iginde

3x10°%ml olacak sekilde dondurulabilir.

3.8.1.2. SIMA Hiicre Hatti: (DSMZ no: ACC 164)

Bipolar hicre sekline sahip, merkezden ¢evreye dodru odak noktasi etrafinda tek
tabaka halinde Ureyebilen bir NB hicre hattidir.

MYCN amplifikasyonuna sahiptir.

%90 RPMI1640 + %10 FBS + 2 mM L-glutamin iceren besi ortaminda ureyebilir.
37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren ortamda inkube edilir.

3-5 gun arasinda tripsin/EDTA kullanilarak 1:3-1:5 bdlme orani ile pasaji yapilabilir.
%70 RPMI1640 + %20 FBS + %10 DMSO iceren dondurma solusyonu iginde

1-2x10°%ml olacak sekilde dondurulabilir.

3.8.1.3. IMR-32 Hiicre Hatti: (DSMZ no: ACC 165)

Fibroblast-benzeri yapiskan, tek tabaka halinde Ureyebilen bir NB hicre hattidir.
MYCN amplifikasyonuna sahiptir.

80% RPMI1640 + 20% FBS + 2 mM L-glutamin + 1x esansiyel olmayan aminoasitler
iceren besi ortaminda ureyebilir.

37°C, %95 nem ve %5 CO, igeren ortamda inkibe edilir.
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3-5 gun arasinda siseye darbe veya pipetleme yontemi ile 1:2 bélme orani ile pasaiji
yapilabilir.
70% RPMI1640 + 20% FBS + 10% DMSO igeren dondurma solusyonu iginde

1.5 x 10° /ml olacak sekilde dondurulabilir.

3.8.1.4. MHH-NB-11 Hucre Hatti: (DSMZ no: ACC 157)

Yapiskan, fibroblast-benzeri tek tabaka halinde Greyebilen bir NB hicre hattidir.
MYCN amplifikasyonuna sahiptir.

%90 RPMI 1640 + %10 FBS + 2 mM L-glutamin + 1x esansiyel olmayan aminoasitler
iceren besi ortaminda Ureyebilir.

37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren ortamda inktbe edilir.

4 gunde bir tripsin/EDTA kullanilarak 1:2 bdlme orani ile pasaji yapilabilir. Besi
ortaminin asitliginden kaynakli hucrelerde kimelenme olustugundan tripsin
muamelesinden sonra giringa yardimi ile hicreler ayristirilir.

%70 RPMI 1640 + %20 FBS + %10 DMSO igceren dondurma solusyonu iginde

3x10°%ml olacak sekilde dondurulabilir.

3.8.1.5. CHP-126 Hucre Hatti: (DSMZ no:ACC 304)

Suspanse halde kimeler seklinde Ureyebilen kiresel hicrelerden olusur. Poly-L-lizin
kapl siselerde yari-yapigkan ve tek tabaka halinde ureyebilen NB hicre hattidir.
MYCN amplifikasyonuna sahiptir.

%80 RPMI 1640 + %20 FBS + 2 mM L-glutamin igeren besi ortaminda ureyebilir.
37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren ortamda inkube edilir.

3-5 gunde bir santrifij ile hicreler c¢oktiurulerek 1:2-1:3 bdlme orani ile pasaj
yapilabilir. Kimelegsen hucreleri ayirmak amaci ile bolme igleminden sonra pipet
araciligi ile hicreler ayristirilir.

%70 RPMI 1640 + %20 FBS + %10 DMSO iceren dondurma solusyonu iginde

4x10°%ml olacak sekilde dondurulabilir.
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3.8.1.6. SH-SY5Y Hiicre Hatti: (DSMZ no: ACC 209)

Epitelyum/n6ron benzeri uzamis tek tabaka ve hucre kimeleri halinde Ureyebilen NB
hiacre hattidir. Kimelerin yapistigi yuzeyden kalkip suspanse halde buyumelerinden
dolayi hucreler sige ¢geperini tamamen kaplayacak kadar uremezler.

MYCN amplifikasyonuna sahip degildir.

%80-85 Dulbecco’s-MEM + %15-20 FBS + 2 mM L-glutamin i¢ceren besi ortaminda
ureyebilir.

37°C, %95 nem ve %5 CO; iceren ortamda inkube edilir.

Haftada bir besi ortami santrifij islemi ile c¢oktlrtlerek ve yapigkan hicreler
tripsin/EDTA kullanilarak 1:2-1:3 bdlme orani ile pasaji yapilabilir. Kimelesen
hicreleri ayirmak amaci ile bdlme igleminden sonra pipet araciligi ile hucreler
ayristirlir.

%70 Dulbecco’s-MEM + %20 FBS + %10 DMSO igeren dondurma solusyonu iginde

2x10°%ml olacak sekilde dondurulabilir.

3.8.1.7. SK-N-AS Hiicre Hatti: (ATCC no: CRL-2137)

Yapiskan, epitelyum-benzeri bir NB hicre hattidir. Beyin ve kemik iligi dokularindan
elde edilir.

MYCN amplifikasyonuna sahip degildir.

%90 Dulbecco’s-MEM + %15-20 FBS + 2 mM L-glutamin + 0.1mM esansiyel
olmayan amino asitler iceren besi ortaminda Ureyebilir.

37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren ortamda inkube edilir.

Haftada iki kere tripsin/EDTA kullanilarak 1:5-1:10 bélme orani ile pasaji yapilabilir.
%95 besi ortami + %5 DMSO igeren dondurma solusyonu iginde 1x106/ml olacak

sekilde dondurulabilir.
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3.8.2. Hucre Kulturu
3.8.2.1. Hucre Cozme Protokoll

Tablo 4: Hucre kulturunde kullanilan malzemeler ve miktarlari

KELLY SIMA IMR-32 MHH-NB-11 | CHP-126
40ml
RPMI 1640 45ml (%90) | 45ml (%90) | 40ml (%80) | 45ml (%90) (9%80)
0
10ml
FBS 5ml (%10) 5ml (%10) 10ml (%20) | 5ml (%10)
(%20)
_ 100pl 100l (%1) | 100ul 100pl 100ul
L-Glutamin
(%1) 2mM 2mM (%1) 2mM (%1) 2mM (%1) 2mM
Penicilin/Streptom 100ul
_ 100pl (%1) | 100l (%1) | 100l (%1) | 100l (%1)
ycin (%1)
Esansiyel olmayan 100ul 100ul
amino asitler (0.1mM) (0.21mM)
50ml 50m| 50ml 50m| 50ml

Tablo 5: Hucre kiltirinde kullanilan malzemeler ve miktarlari

SH-SY5Y SK-N-AS
D-MEM 40ml (%80) 40ml (%80)
FBS 10ml (20) 10ml (20)
L-Glutamin 100pl (%1) 2mM 100ul (%1) 2mM

Penicilin/Streptomycin

100pl (%1)

100ul (%1)

Esansiyel olmayan amino asitler

100p1 (0.1mM)

50ml

50ml
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. Tabloda belirtlen maddeler 50ml’lik falkon tup igerisinde pipet araciligi ile
karistirildi. Kullanimdan sonra +4°C’ de muhafaza edildi.

. Hucre kultard igin kullanilan su banyosu 37°C’ye isitild1.

3. Hazirlanan besi ortami su banyosu iginde isitild1.

. Duzey 2 kabinet (NUve/MN090) UV lambasi agilarak 15 dakika boyunca sterilize
edildi.

. Sterilizasyon islemi sonrasi hicre kultirinde kullanilacak besi ortamlari, steril
pipetler, flasklar ve pipet uclari %70 etil alkol ile temizlenerek kabinet icine alindi.

. -80%de cryovial tupler icinde dondurulmus hicre hatlari alinarak 37°C’ye isitiimig
su banyosu iginde hizli bir sekilde ¢ozuldu.

. Cozme isleminden sonra hicreler icinde 5 ml ortam bulunan 10 ml'lik santrifj
tupune pipet araciligi ile aktarildi.

. Hucreler santrifij cihazi ile 5 dakika boyunca 1000 g’de ¢okturtlerek DMSQO’dan
arindirildr.

. Tup icindeki ortam pipet araciligi ile uzaklastirilarak ¢oken hucreler Uzerine besi

ortami eklendi.

10. Pipetleme iglemi ile hiicreler sispanse hale getirilerek 25 mm?lik flaska aktarild.
11. Flask 37°C, %95 nem ve %5 CO, iceren steril inkibatore kaldirildi ve hucre

kUltarinun bayume slresine uygun olarak inktibatorde bekletildi.
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3.8.2.1.1. Yapigkan Hucre Hatti Pasaj Protokolu
Hucreler %70 oraninda flaskin tabanini kaplamig ise pasaj yapildi. Bu asamada

flask igindeki hiicreler mikroskop altinda incelendi. Su banyosu 37°C’ye 1sitild1.

2. Hazirlanan besi ortami ve tripsin/EDTA su banyosu icinde 37°C’ye 1sitild1.

Duzey 2 kabinet (Nuve/MN 090) UV lambasi agilarak 15 dakika boyunca sterilize
edildi.
Sterilizasyon iglemi sonrasi hiicre kiltariinde kullanilacak besi ortamlari, steril

pipetler, flasklar ve pipet uclari %70 etil alkol ile temizlenerek kabinet i¢ine alindi.

5. Flaskin igindeki ortam pipet araciligi ile uzaklastirildi.

6. 4 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) hicreler Gzerine pipet araciligi ile eklenerek

yikama yapildi, PBS uzaklastirildi.

1-2 ml Tripsin/EDTA karisimi 25 mm?lik flaska eklendi, hiicreler yiizeyden
ayrilana kadar 37°C’de inkuibasyona birakildi.

Tripsin inaktivasyonu icin 6 ml FBS igerikli besi ortami pipet aracilidi ile flaska
eklendi.

Flask icindeki ortam-hucre karigimi pipetleme islemi ile sispanse hale getirilerek
hiicre hattinin bdliinebilme oraninda bir miktar cekilerek yeni 25 mm?lik flasklara
aktarildi.

10.Flask i¢cindeki miktar 4 ml olacak sekilde Uzerine besi ortami eklendi.
11.Elde edilen flasklar 37°C’de %95 nem ve %5 CO2 altinda inklibasyona birakildi.

a k~ 0N

3.8.2.1.2. Suspanse Hucre Hatti Pasaj Protokolu
Hucre hattinin buyime potansiyeline uygun bekleme suiresi sonrasinda hicre
yogunlugu uygun gorilen flasklar pasaj icin ayrildi. Bu asamada flask igindeki
hlcreler mikroskop altinda incelendi.
Su banyosu 37°C’ye isitild1.
Hazirlanan besi ortami su banyosu iginde 37°C’ye i1sitild1.
Duzey 2 kabinet, UV lambasi acilarak 15 dakika boyunca sterilize edildi.
Sterilizasyon islemi sonrasi hticre kuiltirtiinde kullanilacak besi ortamlari, steril
pipetler, flasklar ve pipet uclari %70 etil alkol ile temizlenerek kabinet icine alindi.
Flaskin igindeki hlicre-besi ortami karisimi pipet aracihgi ile 10 ml’lik propilen

santriflj tipune aktarildi.
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7. Tap icindeki karisim 5 dakika boyunca 1000 g'de santrifuj edilerek hucreler
cokturulda.

8. Tup uUzerinde kalan besi ortami pipet araciligi ile uzaklastirildi.

9. Yikama islemi icin tlp igerisine 5 ml PBS eklendi ve pipetleme islemi ile hicreler
suspanse hale getirildi.

10.Tap igindeki karisim 5 dakika boyunca 1000 g’'de santriflij edilerek hicreler
¢cOkturdaldu.

11.Tap Uzerinde kalan PBS pipet aracihigi ile uzaklastirildi.

12.Tup igerisine 4 ml besi ortami eklenerek pipetleme islemi ile hiicreler stispanse
hale getirildi.

13.Hucre suspansiyonundan 10 ul alinarak mikrosantriflij tipUine aktarildi. Hicre
uzerine 10 pl Tryphan Blue boyasi ve 30 pl besi ortami eklenerek pipetleme islemi
ile karistirldi.

14.Neubauer lami Uzerine lamel kapatildi.

15.1:5 oraninda dilisyonu yapilan hicre ¢ozeltisinden 10 pl alinarak neubauer lami
ile lamel arasina pipet araciligi ile yerlestirildi.

16.Mikroskop altinda boyayi igine almayan hucreler sayildi. Sayma igslemi 10 kare
belirlenerek yapildi.

17.[(hiicre sayisi/10) x diliisyon faktérii x 10%= hiicre sayisi/ml] formiliinden 1ml
icindeki hticre miktari bulundu ve flask igindeki 4 ml’lik ¢ozelti icindeki hicre
miktari hesaplandi.

18.Hucre hattinin bdélinebilme oraninda (split ratio) bir miktar pipet ile gekilerek 25
mm?lik flasklara aktarildi.

19.Flask icindeki miktar 4 ml olacak sekilde besi ortami eklendi.

20.Elde edilen flasklar 37°C’de %95 nem ve %5 CO2 igeren inkubatore kaldirildi.
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3.8.3. RNeasy mini kit ile hayvan hiicresinden RNA izolasyonu

1. RNA izolasyonu yapilacak bolge yuzeyi DEPC iceren su ile muamele edildi.

2. Kullanilacak kit igerikleri, pipetorler ve pipet uglari DEPC igeren su ile muamele
edildi.

3. Kit igerisinde bulunan RPE tamponuna hacminin 4 kati miktarda %96 etil alkol
eklendi.

4. Flask igindeki besi ortami pipet araciligi ile uzaklastirildi.

5. Hucreler 4 ml PBS ile yikandiktan sonra PBS pipet araciligi ile uzaklastirildi.
Suspanse hucre hatti pasajinda hucre-besi ortami polipropilen santrifdj tiptne
aktarilarak 5 dakika boyunca 1000 g'de ¢Okturuldu ve besi ortami pipet aracihigi
ile uzaklastirildi. Bu sebeple siispanse hticre hatlari igin tripsin/EDTA muamelesi
yapiimadi.

6. Yikama isleminden sonra flaska 1-2 ml tripsin/EDTA karisimi eklenerek hucreler
yapistiklari yizeyden kaldirildi.

7. Tripsin/EDTA miktarinin 3 kati kadar FBS iceren besi yeri eklenerek tripsin
inaktive edildi.

8. Karigimdan 100 ul alinarak 100 pl tryphan blue boyasi ile karistirildi. Neubauer
lami ile hucre miktari tayin edildi. SUspanse hucre hatlar igin bu islem santrifdj
oncesi yapildi.

9. Ornek, pipet aracihigi ile 5x10° hiicre yogunluguna sahip miktar flasktan
polipropilen santrifiij tipune transfer edildi.

10. Huacreler 5 dakika boyunca 300 g'de santriflj edildikten sonra Ustte kalan besi
ortami pipet araciligi ile uzaklastiridi.

11. Tupe 350 pl RTL tamponu ve 350 ul %70 etil alkol eklenerek pipetleme islemi ile
hlcreler pargalandi.

12. Homojenize edilen hicre-tampon karisimi pipet araciligi ile 2 ml’lik toplama tipu
igine yerlestiriimis RNeasy spin kolonuna aktarildi ve kolonun kapagi kapatildi.

13. Tup 15 saniye boyunca en yuksek hizda (10000 g) santrifuj edildi.

14. Santrifij sonrasi RNA kolona yapigirken hicre kalintilar ¢ozelti ile beraber
toplama tupunde birikti. Toplama tapundeki solisyon uzaklastirildi ve kolon tekrar
tlp icine yerlestirildi.

15. Kolon i¢ine 700 pl RWI tamponu eklendi, kolonun kapagi kapatildi.

16. Tup 15 saniye boyunca en yluksek hizda (10000 g) santriflj edildi.
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17. Santrifij sonrasi toplama tipunde biriken solisyon uzaklastirildi ve kolon tekrar
tup igine yerlestirildi.

18. Kolon igine 500 ul RPE tamponu eklendi, kolonun kapagi kapatildi. RPE
tamponu kolonun yikanmasi ve RNA harici hucre kalintilarinin uzaklastiriimasi
icin kullanildr.

19. Tup 15 saniye boyunca en yuksek hizda (10000 g) santrifuj edildi.

20. Santrifij sonrasi toplama tlplnde biriken sollisyon uzaklastirildi ve kolon tekrar
tup icine yerlestirildi.

21. Kolon i¢ine 500 ul RPE tamponu tekrar eklendi, kolonun kapagi kapatildi.

22. Tup 2 dakika boyunca en yuksek hizda (10000 g) santriftj edildi.

23. Kolon yeni bir 1.5 ml'lik toplama tlptne yerlestirildi ve tzerinde 30-50 pl arasi
RNaz-free su eklendi, kolonun kapagi kapatildi.

24. Tap 1 dakika boyunca en yuksek hizda (10000g) santriftj edildi.

25. Santrifij sonrasi kolona yapisan RNA su ile ¢ozlinerek solusyon iginde kaldi,
bdylece hticre kalintilarindan ayrismis saf bir DNA elde edildi.

26. RNA'nin safligini ve miktarini anlamak igin nanodrop cihazi ile optik yogunlugu
(O.D.) dlguldd. RNA igin 260 nm’de ve 1cm’lik saptama bolgesinde 1.0 absorbans
degeri 40 pg/ml oldugundan odlglimler 40 degeri Uzerinden yapildi. Olgimler 3
kere tekrarlanip hesaplanan yogunluk degerlerinin ortalamasi alindi.

27.Az60:Az30 de@eri 1.7°den buyuk ve Aseo:Azgo degeri 1.8 ile 2.0 arasinda olan RNA
ornekleri cDNA sentezine uygun olarak belirlenip, bu degerlere sahip ornekler -
80°C’ye kaldirihp bekletildi.
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3.8.4. RT First Strand Kit ile cDNA sentezi

1. cDNA sentezi yapilacak bolge yuzeyi DEPC iceren su ile muamele edildi.

2. Kullanilacak kit igerikleri, pipetorler ve pipet uglari DEPC igeren su ile muamele
edildi.

3. Kit igerisinde bulunan GE2 ve BC4 solUsyonlari muhafaza edildigi -20°C’den
cikartildi ve buz Uzerinde ¢ozulda.

4. RNA oérnekleri muhafaza edildigi -80°C’den c¢ikartildi ve buz Gzerinde ¢oézuldu.

5. 500 pl'lik steril PCR tliplne 8ul RNA 6rnegi aktarildi.

6. RNA 06rnedi Uzerine 6 uyl GE2 solusyonu eklendi ve pipet araciligi ile iyice
karigtinldi.

7. Tiap 1 dakika boyunca 1000 g'de santrifuj edildi.

8. Tup PCR cihazi icerisinde 5 dakika boyunca 37°C’de inklibe edildi.

9. Tup igerisine 6 ul BC4 solusyonu (ters transkripsiyon karisimi) eklendi ve pipet
araciligi ile iyice karigtirildi.

10.Tap 1 dakika boyunca 1000 g’de santriftij edildi.

11.Ters transktipsiyon islemi icin PCR cihazi programlandi. Program 42°C’de 15
dakika, ardindan 95°C’de 5 dakika ve 4°C sonsuzda bekletme olacak sekilde 1
dongu olarak ayarlandi. PCR cihazinin kapagi kapatildi ve islem baglatildi.

12.Ters transkripsiyon igleminin ardindan cDNA’'nin safligini ve miktarini anlamak
icin nanodrop cihazi ile optik yogunlugu (O.D.) dél¢ildid. DNA icin 260nm’de ve
1cm’lik saptama bolgesinde 1.0 absorbans degeri 50 ug/ml oldugundan dlgimler
50 degeri tzerinden yapildi. Olglimler 3 kere tekrarlanip hesaplanan yogunluk
degerlerinin ortalamasi alind.

13. Olcim islemi sonrasinda érnekler alinip -20°C’de muhafaza edildi.
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3.8.5. RT? Profiler PCR Dizin igin Gergek Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

1.

-20°C’de muhafaza edilen 2X RT? SYBR Gren ROX FAST Mastermix ve cDNA
sentez reaksiyonu santriflj ile ¢okturaldu.

2X RT? SYBR Gren ROX FAST Mastermix igerigindeki HotStart DNA Taq
Polimeraz enzimi sadece isi ile aktive oldugu icin reaksiyon oda sicakliginda

hazirlandi.

Tablo 6: Gergek zamanl PCR analizi igin hazirlanan karigim

Dizin Formati Rotor-Gene 100
2x RT? SYBR Green ROX FAST 1150l
Mastermix
cDNA sentez reaksiyonu 102ul
RNaz-free su 1048l
Total hacim 2300l

3. Tabloda belirtilen hacimlerdeki PCR icerikleri 5 ml steril propilen tup igerisine pipet
araciligi ile eklendi, tipun kapagi kapatildi.

4. Tup icerisindeki icerikler calkalama yontemi ile karistirildi. Cozelti Gzerinde olusan
hava kabarciklari pipet araciligi ile uzaklastirildi.

5. -20°C’de muhafaza edilen RT? Profiler PCR dizini kapali posetinden gikarilarak
QIAgility pipetleme cihazina yerlestirildi. Pipetleme islemi i¢in gerekli 50 ul’lik steril
pipet uclari ve 5 mllik tlip igerisinde hazirlanan PCR igerigi cihazin uygun
kisimlarina yerlestirildi.

6. QIAgility cihazi her kuyucuga 20 ul igerik aktaracak sekilde programlandi.

7. islem tamamlandiktan sonra dizin cihazdan c¢ikariip Rotor-Disc Heat Sealer
cihazi ile Rotor-Disc Heat Sealing filmi dizin Gzerine kaplandi.

8. RT? Profiler PCR Dizin, Rotor-Disc100 kilitteme yiizii§l icerisine sabitlendi ve

Rotor-Disc 100 Gergek Zamanl PCR cihazi igerisine yerlestirildi.
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Tablo 7: Rotor-Gene Q cihazi igin uygun dongu profili

Dongu sayisi | Zaman Sicaklik Yorum
1 10 dakika 95°C HotStart DNA Taq Polimeraz
aktive edilir.
40 15 saniye 95°C Floresans veri toplama
30 saniye 60°C dongusu

9. Tabloda belirtilen sicaklik ve dongu sayisi programa yuklenip gercek zamanh
polimeraz zincir reaksiyonu baglatildi.
10.islem sonrasinda esik deger belirlenip expresyonun basladigi déngliyii ifade eden

Cr degerlerine ulasildi.

3.8.6. Verilerin Degerlendirilmesi

3.8.6.1. AACT Yoéntemi ile Verilerin Degerlendirilmesi

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunun temeli, floresan 1sima
yapabilen isaretleyici molekullerin 1sima miktarlarinin tespitine dayanmaktadir.
Reaksiyonda déngu sayisi arttikga nikleik asit miktarinda goézlenen artis floresans
Isimanin miktari ile belirlenir [258].

Goreceli gen ifadesi, ilgili genin verilerinin bazi kalibrasyon 6gelerine veya
icsel kontrol genlerine bagh olarak elde edilmesidir. Goreceli gen ifadesinin
belirlenmesinde sikga kullanilan yontem karsilastirmali CT yontemidir ve 2-A ACT’
ile ifade edilir [259]. CT yodntemi ilgili genin ifadesinin test ile referans o6rnek
arasindaki farkhligini belirlemek amaci ile kullanilir [260].

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda nicel olarak dlgim yapilabilen
donglye esik degeri dongistu (CT) denir. Bu esik degeri Grin olusumunun lineer
fazdan logaritmik faza gecis noktasini, baska bir degdisle amplifikasyonun
eksponansiyel artigsinin bagladigi noktayi ifade etmektedir. Sayisal olarak CT degeri
reaksiyondan elde edilecek trln miktari ile ters orantilidir [261].

Goreceli dlgumde gergek zamanli PCR verisi, ilgili genin i¢ kontrol denen bagka bir
genin ifadesine bagintili degderini vermektedir.

Elde edilen verilerin degerlendiriimesinde 2-AACT esitligi kullaniimaktadir. Bu

esitlikte iki farkli 6rnek iginde ifadesi belirlenen ilgili gen ve bu genlerin ifade
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duzeylerini belirlemek igcin kullanilan i¢gsel kontrol genleri kullaniimaktadir.
Orneklerden ilki ifadesinde farkliik aranan geni igermektedir. Bu farklihk kanser
hicresinde ifade degisikligi, ilaca maruz kalmis hicrelerdeki ifade degisikligi veya
mutasyon belirlenen genin ifade degisikligi olabilir. ikinci érnek ise kontrol grubu
olarak, ilgili genin normal kosullarda ifadesinin belirlenmesi igin kullanilir. Normalize

edilmis bu esitlik 2-AACT ile formule edilir ve ‘kat-degisim’ olarak isimlendirilir [259]:

AACT =[Ornek 1(CT ilgili gen — CT i¢ kontrol) — Ornek 2(CT ilgili gen — CT i¢ kontrol)]

ic kontrol gen olarak, ifade diizeyi her hiicrede sabit olan ‘housekeeping’
genleri kulanilir [262]. Bu genlerin ifade dizeylerinin sabitlenmesi hususunda, daha
dogru sonu¢ elde edilmesi acgisindan 3 ya da 4 tane kullaniimasi onerilmektedir.
Genlerin ifade duzeylerinin her dongude exponansiyel olarak artmasindan kaynakili,
kullanilan genlerin CT degerlerinin normalizasyonu geometrik ortalama ile
hesaplanir. Geometrik ortalama ile bulunan deger, aritmetik ortalama ile bulunan
degerden daha dogrudur [263,264].
Geometrik ortalama formulu soyledir:
Geometrik ortalama= nva1a2.....an
a = ‘housekeeping’ genlerin CT degerleri

n = igleme koyulan ‘housekeeping’ gen sayisi

Elde edilen CT verilerinin analizi igin http://www.sabiosciences.com/ (erigim tarihi

24.03.2013) internet sitesinde bulunan PCR-dizin verisi analiz programi kullaniimigtir.
Analiz sirasinda MYCN amplifiye olmayan hicre hatlari kontrol grubu olarak
kullaniimis ve MYCN amplifiye olan hucre hatlarindaki hedef genlerin genel ve
bireysel ifade duzeylerindeki dedisiklikler belirlenmigtir. Buna ek olarak MYCN
amplifiye olmayan hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimig ve MYCN amplifiye
olmayan hicre hatlarindaki hedef genlerin ifade dulzeyleri bireysel olarak
belirlenmistir. Veri analizi su sekilde yapiimigtir:

1. Gergek zamanl PCR sonucu elde edilen CT degerleri Excel dosyasina aktarildi.

2. Rotorgene cihazi igin amplifikasyonun sinir déngisu 33 oldugundan dolayi, bu
degerin ustundeki degerler ve degeri olmayan kisimlar yerine 33 yazildi.
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. Veri analiz programi bulunan http://www.sabiosciences.com/ (erigim tarihi

24.03.2013) internet sitesine gidildi ve ‘Kaynaklar’ (Resources) menusunden ‘Veri
analizi’ (Data Analysis) sekmesi segildi.

. Acllan sayfada deney icin kullanilan ‘RT? Profiler PCR Dizin’ basligi altindaki
‘Web-based software for Cataloged and Custom Arrays’ segildi.

. Yeni agllan sayfada ‘Standard RT? PCR Array’ diigmesine basildi ve sayfanin
saginda ¢ikan ‘Select Cataloged PCR Array’ kismindan deneyde kullanilan dizinin
katalog numarasi olan PAHS-085Z secildi.

. Ayni sayfada bulunan ‘File’ kismina elde edilen CT degerlerinin Excell formati
yuklendi ve ‘Upload’ dugmesine basildi.

. Elde edilen veriler analiz programina yuklendikten sonra, sol sutunda dizin
uzerindeki gen sembolleri ve bulunduklari kuyucuk numarasi ortaya c¢ikti.
Kuyucuk numarasindan veya gen sembollerinden faydalanarak genlerin ifade
dizeylerini sabitlemek amaci ile kullanilacak olan ‘housekeeping’ genler
isaretlendi. Dizin Gzerinde bulunan bes ‘housekeeping’ genden HPRT1 geninin
CT degeri digerlerine nazaran yiuksek ve RPLPO geninin CT dederi digerlerine
nazaran dusuk oldugu icin bu genler normalizasyon igin kullanilmazken kalan ¢
gen isaretlendi.

. MYCN amplifiye olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlari, isimlerinin altinda
bulunan grup secimi dugmesinden ‘kontrol grubu’ olarak isaretlenirken diger
hlcre hatlari ‘grup 1’ olarak biraklidi.

. Gen sembolerinin Ust kisminda bulunan ‘update’ dugmesine basilarak gruplar
sabitlendi.

10.Sabitlemenin ardindan ‘Select Housekeeping Genes’ digmesine basilarak

normalizasyon islemi baslatildi. Agilan sayfada yontem sec¢imi kisminda ‘manuel
secim’ belirlendi. Normalizasyon geometrik ortalama ile yapildi ve CT esik degeri
Rotor-Gene Q igin tavsiye edilen ‘33’ sayisina c¢ekildi. ‘Perform Normalization’

tusuna basilarak analiz baglatildi.

11.Normalizasyon igsleminden sonra ‘Analysis’ kismina gecildiginde, kontrol grubu ve

test grubu icin elde edilen ortalama ACt ile 2**°* degerleri, her genin p-degeri ve
test grubundaki gen ifadelerinin kontrol grubundakilere goére azalis ya da artis

miktarlari elde edildi.
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12.'Plots and Charts’ kismina gegcildiginde yapilan analize en uygun oldugu
dusundlen ‘Scatter Plot’ segildi ve genlerin kat duzenlemeleri (fold-regulation)
tablo Uzerinde goéruldl. Tablonun Uzerindeki ‘Export Data’ tusundan tablo verileri
Excel formatinda elde edildi.

13.Grafik verilerinin ardindan ‘Export Data’ kismindan analiz sonucu elde edilen

veriler Excel formatinda elde edildi.

3.8.6.2. MYCN Transkripsiyon Faktérii ile ilgili Genler Arasindaki liskinin
JASPAR Veritabani Araciligi ile Aragtiriimasi

Genlerin degismeyen bir kimesinden farkli hicre tiplerinin olusturulmasi gen
aktivitesini dizenleyen biyokimyasal slrecler tarafindan yonetilir. Gen ifadesinde ilk
adim olan traskripsiyon, duzenleyici mekanizmalarin merkezini olusturmaktadir.
Transkripsiyon, transkripsiyon faktorlerinin (TF) DNA dizisinde bulunan cis-
duzenleyici elemanlarina baglanmasi ve ilave kofaktorlerin kromatin yapisini
tanimasi ile sekillenir. Transkripsiyon faktérlerinin de iginde bulundugu trans-isleyen
proteinler, cis-dlzenleyici dizilere baglanarak genlerin ifade duzeylerini kontrol
ederler [265].

Genlerle baglantili cis-duzenleyici dizilerin belirlenmesi i¢in kullanilan
hesaplama yontemleri ile tanimlanabilmesi igin zor laboratuar yontemleri ve uzun
ugraslar gerektirmektedir. Gen analizindeki ilk adim, dizenleyici kontrol elemanlarini
barindirma potansiyeli olan blylk bolgeleri belirlemektir. Cesitli hesaplama araclari
sonucunda cis-duzenleyici elemanlarin yeri hakkinda tahmin yudrutebilmeyi
kolaylastirmistir. Bu araglar, promotor (transktipsiyon baglama konumu; TSS) ve
hizlandirici bolgelerin (enhancer) tespiti olarak iki kategoriye ayrilirlar. Kullanilan
yontemler, ortolog genler arasindaki korunmus dizileri (filogenetik footprinting),
nukleotid birlesimlerini ve mevcut ifade verilerinin degerlendirilmesini incelerler. Veri
toplama surecinde, duzenleyici dizilerin transkripsiyon baglama konumuna yakin
bolgelerde aranmasi ve en ¢ok bu bolgelerde bulunmasi bilgisinin ¢ikis noktasi,
deneysel agidan ispatlanmis verilere gore distal bolgelerdeki duzenleyici dizilere
nazaran iglevsel dnemi ylksek olan duzenleyici dizilerin ¢ogunun TSS noktasina
yakin oldugu bilgisidir. Buna karsin, transkripsiyon baslama konumunun belirlenmesi
gug olabilir. Bunun sebebi, artan sayida genin degisik baglangi¢c konumlarini segerek
kullanmasi ile durumun karmagiklagsmasidir [266].
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‘Eukaryotic Promoter Database (EPD) algoritmasi, promotor tahmini igin
kullanilan referans koleksiyonlarindan biridir [267]. Bu veritabaninin kullandigi yeni
nesil algoritma, promotér bdlgesi tahmini icin birden fazla TSS igeren promotoér dizi
bilgisini sunmaktadir. Birgok genin birden fazla transkripsiyon baslama konumuna
sahip oldugu g6z Onune alindiginda, bu degisiklik biyokimyasal agidan dogru
olmaktadir. insan genomunda promotér dizilerin baskin 6zelligi CpG diniikleotidleri
fazlalikla bulundurmasidir. DNA metilasyonu, gen aktivitesini dizenleme agisindan
onemli bir rol oynamaktadir. Duzenleyici dizlerdeki CpG dizileri metillenmemis
durumdadir. Buna karsin diger bolgelerde bulunan CpG dizilerinin %80’i sitozin
nukleotidinden metillenirler ve sitozin nikleotidi yiksek oranda adenozine donusur.
Bunun sonucunda dizenleyici bdlgeler disinda kalan dizilerde CpG dizileri %20’ye
kadar azaltiir ve dulzenleyici dizinin bulundurmasi gereken CpG miktarini
karsilayamazlar. Hesaplama acgisindan CG dinUkleotidleri arasindaki dengesizlik
promotdr dizisi igerebilecek bdlgelerin bulunmasinda gugli bir ara¢ olarak
kullanilabilinir [268].

Duzenleyici dizilerin hesaplanmasi ve analiz edilmesi genom ve transkriptom
verilerinin  yorumlanmasi agisindan giderek daha oOnemli hale gelmektedir.
Transkripsiyon faktorlerinin - baglanma 6zgunligunu belirleyen yuksek kaliteli
modelere sahip olmak, cis-duzenleyici elemanlar hakkinda guvenilir tahminlerde
bulunmayi saglar [266]. Bu modeller gogunlukla, tahminsel TF baglanma bolgelerinin
bosluksuz hizalamalarini saglayan matrisler tarafindan olusturulur [269]. JASPAR
veritabani, ¢cok sayida TF baglanma bolgesi profiline sahip bir biyoinformatik aractir
[270-275]. JASPAR veritabanini, ¢ok hucreli dkaryotlarin yayinlanan TF baglanma
noktalari verilerini icermektedir. JASPAR CORE, deneysel agidan kanitlanmis olan
123 tane TF baglanma bdlgesi icermektedir [276]. Sandelin ve arkadaslari JASPAR
veritabaninda bulunan 174 tane phylo-FACTS matrisi ile JASPAR-CORE matrislerini
benzerlik acisindan degerlendirmek icin Pearson lliski Katsayisr'ni  (PCC)
kullanmiglardir. Sonug olarak JASPAR-CORE aracinin igerdigi memeli matrislerinde
0.8’den yliksek bir benzerlik bulmuslardir. 0.8 degeri PCC icin yiksek benzerligi ifade
eden deneysel bir degerdir [277]. Bilgisayar hesaplamalari sonucunda elde edilen
potansiyel TF baglanma bdlgeleri hakkindaki bilgilerin ¢odu deneysel agidan

kanitlanmadigindan ve hizlandirici bdélgelerin uzunlugundan kaynakli, JASPAR-
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CORE deneysel acidan kanitlanmis baglanma bdlgeleri hakkinda sinirli miktarda
bilgi verebilmektedir [278].

Yapilan bu calismada ifade duzeylerinde kontrol grubuna nazaran artis
belirlenmis genlerin promotdr dizileri, ‘Eukaryotic Promoter Database (EPD)
veritabanindan elde edilmistir (http://epd.vital-it.ch/, erisim tarihi 24.03.2013) . Bu
diziler JASPAR veritabaninda bulunan JASPAR CORE aracindaki MYCN

transkripsiyon faktéri baglanma bdlgesi ile eslestirimis ve genlerin ifade

duzeylerindeki artisin  MYCN  amplifikasyonu ile iligkisi  arastiriimigtir
http://jaspar.genereg.net/, erigsim tarihi 24.03.2013).
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3.9. Arastirmanin Sinirliliklan

Calismada gen ifadesi tespiti yalnizca Noroblastom hucre hatlarn Gzerinde
yapilmistir. Calismada kullanilacak htcre hatlarini temsil edebilecek herhangi bir
doku bulunmamasindan kaynakli normal doku ile Noroblastom hucre hatlari arasinda
gen ifadesi bakimindan bir karsilastirma yapilamamigtir. Arastirmanin temel
elementinin hicre hatti olmasi nedeni ile elde edilen veriler tim organizmayi temsil
etmemektedir. in vitro kosullarda gercgeklestirilen deneyler sonucunda hucrelerin
organizma igerisindeki komsu hucrelerle etkilesimleri g6z ardi edilmektedir. Verilerin
gercegi tam yansitmasi i¢in, hayvan modelleri ile deneylerin devam ettirilmesi ve
sonuglarin karsilastirimasi gerekmektedir. Buna ek olarak kullanilan hicre hatt
sayisinin yedi(7) ile sinirlandiriimasi, arastirmanin genellenmesi agisindan sinirlama
getirebilir. Proje kapsaminda ilgili genlerin ifade degisimleri mMRNA dizeyinde gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit edilmistir. Tespit edilen ifade
degisimlerinin  MYCN amplifikasyonu ile ilgilisini arastirmak icin, JASPAR
veritabaninda ilgili genlerin promotor dizileri ile MYCN transkripsiyon faktérinin
baglanma dizisi eslestiriimistir. Baglanma dizisinin kisa ve dejenere olmasindan
kaynakh, elde edilen ylzdeler tahminsel verilere dayanmaktadir. Literatir
taramasinda yeterli bilgi elde edilemediginden ilgili genlerin ifade degisimlerinin
MYCN geni amplifikasyonuna dayandirilabilmesi icin “DNA footprinting” deneyleri
gerceklestiriimelidir. Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen
verilerde analiz igin yetersiz olan gen ifadelerine rastlanmistir. Bu yetersizlikten
kaynakli elde edilen kat belirlemesi degerlerinden bir kismi gercegi ifade
etmemektedir. in vitro kosullarda gerceklestiriien hicre kaltiri galismalar
sonucunda, in vivo galismalarda goézlenmemesi dusunulen ifade degisimleri tespit
edilmistir. Calismanin hicre hatlar ile birlikte Noéroblastom timér dokular ile de

gergeklestiriimesi daha kesin sonuclar elde etmek igin gerekli olabilir.
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3.10. Etik Kurul Onay:

Dokuz Eylul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Mudurliigi
tarafindan KB.SAG.2012.051 sayi ile desteklenen “Noroblastom Hicre Hatlarinda
Epigenetik Degisiklikleri Diizenleyen Genlerin ifade Orlintlisiiniin Arastiriimasi” isimli
proje Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakdiltesi, Klinik ve Laboratuar Arastirmalari Etik
Kurulundan 15.12.2011 tarihinde alinan 2011/39-08 sayili karar ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR

Dokuz Eylil Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Mudurligi
tarafindan desteklenen KB.SAG.2012.051 numarali proje kapsaminda SK-N-AS, SH-
SY5Y, KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 Noroblastom hicre
hatlarinda epigenetik degigiklikleri etkileyen 84 adet genin ifade duzeyleri
arastinimistir. Calismada yer alan hicre hatlari MYCN geni amplifikasyonu olanlar ve

olmayanlar olmak tzere iki farkh grupta incelenmistir.

4.1. Gergek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucunda elde edilen
bulgular

MYCN amplifiye olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hucre hatlar ile MYCN
amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 hicre hatlari
arasinda, ilgili genlerin ifade diizeyleri arasindaki farkliliklar incelenmistir. inceleme
icin Qiagen Rotor-Gene Q gercek zamanli PCR cihazi ve 330231 PAHS-85ZR

katalog numarali RT? Profiler PCR Dizin kullaniimistir.
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Sekil 1: RT2 Profiler PCR dizin R Formati. 1-84 kuyucuklar epigenetik faktorleri
etkileyen genleri icermektedir. 85-89 arasindaki kuyucuklar normalizasyon igin gerekli
housekeeping genleri, 90 numaral kuyucuk genomik DNA kontrolu ve 91-93
arasindaki kuyucuklar ters transkripsiyon kontrollerini icermektedir. 97-100 arasindaki
kuyucuklar herhangi bir prob icermemektedir.
(http://www.sabiosciences.com/Manual/1075380.pdf erisim tarihi 20.03.2013)
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RT? Profiler PCR Dizin Data Analysis version 3.5 yazilimi kullanilarak MYCN
amplifiye olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hidcre hatlarn kontrol grubu olarak
kullaniimig ve MYCN amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126
hicre hatlari Grup1 igerisinde incelenmistir. Her hicre hatti icin calisma iki kez
tekrarlandigindan dolayi kontrol grubunda dort adet ve Grup1’de on adet Ct degeri
bulunmaktadir. inceleme sirasinda gergcek zamanh PCR sonucu elde edilen Ct
degerleri ve normalizasyon icin ifade duzeyleri yakin olan ACTB, B2M ve GAPDH
‘housekeeping’ genleri kullaniimigtir. HPRT1 ve RPLPO ‘housekkeping’ genlerinin
ifade duzeyleri digerleri ile uyumluluk gostermediginden, bu genlerin Ct degerleri

normalizasyona katilmamistir.

Tablo 8: Genlerin delta(Ct) degerleri ve standart sapmalari. MYCN amplifiye olmayan
SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve MYCN
amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 hucre hatlari Grup1
olarak kullanilmigtir. Hesaplama sonrasinda kontrol grubunun ve Grup?’in Ct

degerleri ortalamasi ve bu degerlerin standart sapmasi tabloda oldugu gibidir.

AVG Delta(Ct) Srandart Sapma
Pozisyon Sembol Kontrol Grup Grupl Kontrol Grup Grupl
A0l ASHI1L 24,51 24,91 1,48675 2,139216
A02 ATF2 22,37 22,42 1,152288 1,41545
A03 AURKA 24,37 23,44 0,279583 1,572651
A04 AURKB 25,13 23,28 1,031665 2,587832
A05 AURKC 27,93 29,57 1,329486 1,859492
A06 CARM1 24,77 25,19 0,859011 2,820785
A07 CDYL 25,5 27,02 0,421347 2,547652
A08 CITA 33 33 33 33
A09 CSRP2BP 24,12 24,24 1,012172 1,362654
A10 DNMT1 23,54 24,03 0,273557 2,165556
All DNMT3A 25,08 24,98 0,72844 2,05376
Al2 DNMT3B 28,88 28,64 0,637358 2,366473
BO1 DOTIL 26,46 27,17 0,38863 2,421402
B02 DZIP3 26,28 25,19 1,681596 1,433411
BO3 EHMT2 24,07 24,46 0,351805 2,652379
B0O4 ESCO1 24,89 25,11 1,2685 1,063569
BO5 ESCO2 24,84 22,91 0,900389 0,914065
B06 HAT1 22,24 21,81 1,565256 0,575906
BO7 HDAC1 24,05 24,6 0,722911 1,52371
BO8 HDAC10 27,49 28,4 0,61684 2,674342
B09 HDAC11 29,15 29,62 0,902626 2,071866
B10 HDAC?2 22,4 20,8 1,150692 0,894197
B11 HDAC3 23,92 24,93 1,224255 3,132483
B12 HDAC4 25,08 25,23 0,43546 2,012671
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Cco1 HDAC5 25,36 25,41 0,907267 2,777908
Co2 HDACG6 26,19 26,76 0,505066 2,574132
CO03 HDAC7 24,77 25,59 1,501022 2,253147
co4 HDACS8 24,67 25,27 0,590508 1,235134
C05 HDAC9 22,75 25,76 0,25632 4,427322
C06 KAT2A 23,53 24,08 0,592199 2,085623
cov KAT2B 26,17 27,09 0,281943 1,921604
Co8 KATS 25,77 26,63 1,095213 2,878613
C09 KAT6A 24,55 24,75 1,371496 2,142206
C10 KAT6B 23,7 23,9 1,04618 1,560319
Cli KAT7 24 24,01 0,621611 2,003652
C12 KATS8 22,86 23,04 1,263075 1,208463
D01 KDM1A 21,21 21,47 0,921245 1,376703
D02 KDM4A 24,08 24,57 0,743819 1,141588
D03 KDM4C 25,76 26,04 0,385789 1,978734
D04 KDM5B 22,08 22,13 1,348357 1,042329
D05 KDM5C 26,08 27,13 0,891179 2,278969
D06 KDM6B 25,49 25,76 0,400115 2,506387
D07 MBD2 21,84 23,06 1,863205 1,281102
D08 MLL 25,02 25,16 1,165686 2,376275
D09 MLL3 24,93 25,39 0,985102 2,827067
D10 MLL5S 22,13 22,13 1,59266 1,854335
D11 MYSM1 25,26 25,1 2,043973 1,652691
D12 NCOAl 24,07 24,27 1,097068 0,940777
EO1 NCOA3 24,94 24,43 1,496538 1,039086
EO02 NCOAG6 22,82 23,14 0,993479 1,531731
EO3 NEKG6 25,39 28,45 1,453717 2,802895
EO4 NSD1 24,84 25,88 0,160208 3,021082
EO5 PAK1 24,19 23,56 0,161967 1,08212

EO6 PRMT1 21,36 22,05 0,908125 1,555426
EQ7 PRMT2 23,58 23,93 1,300881 1,417731
EO8 PRMT3 23,87 24,31 1,657858 1,881237
EO09 PRMT5 23,82 23,89 2,492957 2,086456
E10 PRMT6 26,78 27,29 1,02367 3,140598
E1ll PRMT7 24,26 24,18 1,381192 1,193026
E12 PRMT8 32,92 31,22 0,155 1,69331

FO1 RNF2 26,3 25,09 4,433339 1,223166
FO2 RNF20 23,71 24,35 2,015118 2,118685
FO3 RPS6KA3 23,09 23,84 1,852359 1,435413
F04 RPSG6KAS 25,59 25,81 1,395215 1,982327
FO5 SETD1A 25 25,74 0,296915 2,440824
FO6 SETD1B 26,31 27,5 0,858307 2,940605
FO7 SETD2 23,64 23,45 0,949474 1,751039
FO8 SETD3 23,49 24,41 0,908676 2,654266
F09 SETD4 23,72 24,75 1,639044 0,655141
F10 SETD5 22,69 22,68 0,299819 1,887258
F11 SETD6 24,92 25,31 3,103718 1,465001
F12 SETD7Y 24,93 24,91 2,711562 2,464707
GO01 SETDS8 23,86 24,89 1,586527 1,751856
G02 SETDB1 23,33 23,78 1,325016 1,891845
GO03 SETDB2 2491 24,78 2,019596 1,185646
G04 SMYD3 24,57 24,32 1,753786 1,778133
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GO05 SUV39H1 28,21 28 1,336675 1,868581
G06 SUV420H1 22,73 22,99 0,966484 1,184569
GO7 UBE2A 2341 24,02 1,667223 0,86213
GO08 UBE2B 22,67 21,81 3,096864 0,684609
GO09 USP16 22,8 22,96 1,758797 0,473362
G10 uspP21 24,72 25,57 0,446542 1,948391
G111 usp22 25,84 26,87 2,470093 4,298257
G12 WHSC1 23,45 23,35 0,721734 2,915202
HO1 ACTB 16,83 18,07 0,521824 2,668417
HO2 B2M 19,95 20,04 3,657899 1,168135
HO3 GAPDH 17,86 18,91 0,315529 3,023883
HO4 HPRT1 24,17 23,3 1,605293 1,84883
HO5 RPLPO 15,44 15,08 2,075966 0,850153
HO6 HGDC 33 33 33 33

HO7 RTC 22,84 24,39 0,19721 3,1405
HO8 RTC 24,06 23,25 2,6028 0,966623
HO9 RTC 24,81 23,97 4,183765 2,057005
H10 PPC 18,68 18,76 0,268995 0,744458
H1l PPC 18,81 18,57 0,460072 0,294846
H12 PPC 18,82 18,62 0,5096 0,308842
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Sekil 2: MYCN amplifiye hucre hattina ait kat duzenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 hlcre hatlari
tek grup icerisinde incelenmistir. Kirmizi halkalar ifade duzeyleri kontrol grubuna
nazaran artig, yesil halkalar ise ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran azalig

gOsteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 9: SK-N-AS hicre hattina ait kat dizenlemesi degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 hucre hatlari
Grup1 igerisinde incelenmigtir. Pozisyonlar problarinin dizin igerisindeki kuyucuk
numaralarini belirtmektedir. Kat dizenlemeleri pozitif olan genlerin ifade duzeyleri
kontrol grubuna nazaran fazla iken, negatif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol
grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda ‘OK’ ile ifade edilen genlerin Ct degerleri
analiz icin yeterli iken ‘B’ ile ifade edilen genin Ct degeri hem kontrol grubunda hem
de Grup1’de 33’ten buylk oldugundan dolayi ifade dizeyleri analiz igin dusuk
demektir.

Grup 1 ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Dlizenlemesi Yorumlar

A04 AURKB 6,4535 OK
BO5 ESCO2 6,7556 OK
B10 HDAC2 5,4136 OK
E12 PRMTS 5,8021 B

FO1 RNF2 4,1284 OK
CO05 HDAC9 -4,5187 OK
EO3 NEK6 -4,6603 OK

AACt formult kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda Grup1 ile kontrol
grubu karsilastinildiginda AURKB geninin ifadesinde 6.45 kat, ESCO2 geninin
ifadesinde 6.75 kat, HDAC2 geninin ifadesinde 5.41 kat, PRMT8 geninin ifadesinde
5.80 kat ve RNF2 geninin ifadesinde 4.12 kat artis gozlenmigtir. Ayni sekilde yapilan
karsilastirma sonucunda HDAC9 geninin ifadesinde 4.51 ve NEK6 geninin ifadesinde

ise 4.66 kat azalis go6zlenmisgtir.
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Yapilan ikinci galismada ‘RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5’
yazilimi kullanilarak MYCN amplifiye olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlari
kontrol grubu olarak kullaniimig ve MYCN amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11,
IMR32 ve CHP-126 hicre hatlari her biri birer grup olacak sekilde incelenmigtir. Her
hucre hatti icin ¢calisma iki kez tekrarlandigindan dolayi, kontrol grubunda dort adet
ve diger gruplarda ikiser adet Ct degeri bulunmaktadir. inceleme sirasinda gergek
zamanli PCR sonucu elde edilen Ct degerleri ve normalizasyon igin ifade duzeyleri
yakin olan ACTB, B2M ve GAPDH ‘housekeeping’ genleri kullaniimigtir. HPRT1 ve
RPLPO ‘housekkeping’ genlerinin ifade duzeyleri digerleri ile uyumluluk
gOstermediginden bu genlerin Ct degerleri normalizasyona katiimamigtir. Genlerin Ct
degerleri ve bu degerlerin kontrol grubuna orani hesaplanarak her genin MYCN
amplifiye olan hicre hatlarindaki ifade dizeyleri goreceli olarak hesaplanmistir.
Hesaplama sonrasinda her hucre hatti icin ifade dizeyi fazla ve az olan genler

belirlenmis ve bu genler diger gen gruplarindan ayrilarak incelemeye alinmistir.
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Tablo 10: Hlcre Hatlarina ait delta(Ct) degerleri ve standart sapmalari. MYCN amplifiye olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre
hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve MYCN amplifiye olan KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve CHP-126 hlicre hatlari her

biri bir grup olacak sekilde kullaniimigtir. Hesaplama sonrasinda kontrol grubunun ve karsilastirilan hicre hatlarinin Ct degerleri

ortalamasi ve bu degerlerin standart sapmasi tabloda oldugu gibidir.

AVG Delta(Ct)

Standart Sapma

PST | Sembol Kontrol G.| KELLY SIMA | MHH-NB-11| IMR-32 | CHP126 |Kontrol G.| KELLY SIMA | MHH-NB-11| IMR-32 | CHP126
AO01 |ASHi1L 6,387887 |5,805605 |6,373093 |5,952073 6,340468 | 5,280258 | 0,215458 |0,042935 | 0,002995 | 0,074891 0,038434 | 0,054629
A02 |ATF2 4,240387 |1,700605 |4,158093 |4,097073 4,470468 | 2,880258 | 0,261167 |0,035864 | 0,03236 | 0,053677 0,137429|0,082914
AO03 | AURKA 6,240387 | 3,265605 |5,243093 |4,607073 4,930468 | 4,360258 | 1,136436 | 0,070202 | 0,039432 | 0,096104 0,018135|0,054629
AO04 | AURKB 7,005387 |5,040605 |4,768093 |4,297073 3,975468 | 3,495258 | 2,21859 0,0641480,109061 | 0,152672 0,067632 | 0,033416
A05 | AURKC 9,805387 |9,845605 |10,48809 | 10,65707 11,83546 | 10,21025 | 0,347317 |0,52275 |0,03236 |0,209241 0,172784|0,167766
A06 | CARM1 6,640387 | 7,450605 |5,428093 |6,547073 6,125468 | 5,575258 | 0,768599 |0,176268 | 0,03236 |0,124388 0,059647 | 0,231406
AQ07 |CDYL 7,375387 |6,170605 |7,043093|11,41707 10,04046 | 5,640258 | 1,157683 | 0,246979 |0,067716 | 0,237525 0,131272|0,068771
A08 |CIITA 14,875387 | 10,01560 |14,90309 | 14,98207 14,97046 | 15,33025 | 1,363194 |0,282334|0,017137 | 0,173886 0,773825 | 0,054629
A09 |CSRP2BP |5,997887 |3,760605 |5,793093 |5,637073 5,695468 | 5,535258 | 0,352606 | 0,063131 | 0,002995 | 0,152672 0,059647|0,033416
A10 | DNMT1 5,410387 |5,055605 |5,183093 |5,292073 5,175468 | 4,650258 | 1,17089 0,013633 | 0,039432 | 0,145601 0,003079|0,12534
A1l |DNMT3A |6,952887 |5,710605 |5,7930936,332073 6,775468 | 5,480258 | 1,767918 |0,246979 | 0,059563 | 0,173886 0,130358 | 0,167766
Al12 |[DNMT3B |10,757887 |10,01560 |9,883093 |10,00207 9,505468 | 8,985258 | 1,93621 0,282334 1 0,124284 | 0,173886 0,1445 0,118269
BO1 |DOTI1L 8,330387 |8,685605 |7,683093|8,272073 8,595468 | 7,810258 | 1,089738 | 0,155055 | 0,073706 | 0,287023 0,059647 | 0,139482
BO2 | DZIP3 8,150387 |4,590605 |6,433093 |6,637073 7,470468 | 6,005258 | 0,667736 |0,219712|0,116132 | 0,067819 0,003993 | 0,051437
BO3 | EHMT2 5,940387 |6,450605 |5,208093 |5,392073 5,360468 | 5,075258 | 1,607485 |0,050006 | 0,03236 |0,145601 0,032277]0,132411
B04 |ESCO1 6,762887 |3,760605 |6,693093 |6,662073 7,460468 | 6,160258 | 0,177543 |0,106575|0,017137|0,216312 0,038434 | 0,040487
B0O5 | ESCO2 6,710387 |0,990605 |5,483093|4,137073 5,030468 | 4,130258 | 0,8225 0,1055570,031279 | 0,180957 0,046419 | 0,054629
B06 |HAT1 4,112887 |-1,45439 |[4,288093 |3,317073 4,355468 | 3,730258 | 0,265831 | 0,112628 | 0,010066 | 0,166814 0,05349 |0,12534
BO7 |HDAC1 5,925387 |4,380605 |5,453093 |6,142073 6,375468 | 5,870258 | 0,682555 |0,078291 | 0,039432 | 0,131459 0,031363|0,111198
BO8 |[HDAC10 |9,367887 |10,01560 |8,723093|9,532073 10,90046 | 8,040258 | 0,816506 |0,282334 | 0,053574 | 0,258738 0,024292 | 0,001939
BO9 |[HDAC11 |11,025387 |10,01560 |9,403093|11,64207 12,00046 | 10,21525 |1,890444 |0,282334|0,067716|0,173886 0,236424 | 0,320137
B10 | HDAC2 4,277887 |-0,95939 |3,178093|1,692073 2,525468 | 2,770258 | 0,521614 |0,20557 |0,052492 |0,024104 0,067632 | 0,012203
B11 | HDAC3 5,795387 |7,835605 |5,373093]5,852073 5,390468 | 5,380258 | 0,643912 | 0,000509 | 0,031279 | 0,258738 0,060561 | 0,12534
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B12 | HDAC4 6,957887 |5,590605 |6,213093 |6,807073 7,545468 | 5,210258 | 1,008731 | 0,006562 | 0,073706 | 0,279952 0,05349 |0,082914
CO01 | HDACS5 7,235387 | 7,535605 |6,108093|7,087073 5,925468 | 5,605258 | 0,615781 | 0,225765 | 0,060645 | 0,364804 0,081774|0,146553
C02 | HDAC6 8,067887 |8,495605 |7,438093|7,862073 8,270468 | 6,935258 | 0,926074 | 0,155055 | 0,046503 | 0,20217 0,11713 |0,005132
C03 | HDACY 6,645387 |6,585605 |6,478093 |6,592073 7,405468 | 6,065258 | 0,465694 |1,061169 | 0,094919 | 0,151384 0,25148 |0,305995
C04 | HDACS 6,540387 |4,435605 |6,298093|7,167073 7,085468 | 6,580258 | 0,822877 |0,05606 |0,03236 |0,195099 0,095916 | 0,054629
CO05 | HDACY 4,620387 |4,160605 |14,90309 |4,662073 7,025468 | 3,230258 | 1,404312 |0,006562 | 0,017137 | 0,20217 0,102074|0,12534
CO06 | KAT2A 5,400387 |4,845605 |4,808093|5,077073 6,080468 | 4,775258 | 0,964058 |0,057077|0,060645 | 0,251667 0,145414 | 0,089985
CO7 | KAT2B 8,042887 |7,265605 |7,783093 |8,597073 9,635468 | 7,345258 | 1,513192 |0,367187|0,10199 |0,209241 0,003079 | 0,075842
C08 | KATS 7,642887 |8,990605 |6,993093|7,727073 7,825468 | 6,820258 | 0,92501 0,19041 |0,039432|0,13853 0,095916 | 0,040487
C09 | KAT6A 6,425387 |5,670605 |5,828093 |5,672073 6,470468 | 5,310258 | 0,081677 |0,050006 | 0,010066 | 0,032464 0,046419|0,082914
C10 | KAT6B 5,577887 |3,760605 |5,078093|5,077073 5,705468 | 5,090258 | 0,368308 | 0,048989 |0,074787 | 0,067819 0,025206 | 0,153624
C11 | KAT7 5,875387 |4,700605 |5,0430935,307073 5,535468 | 4,680258 | 0,786681 | 0,020704 | 0,025289 | 0,13853 0,05349 |0,12534
C12 | KATS8 4,732887 |2,000605 |4,493093|4,477073 5,335468 | 4,070258 | 0,439862 |0,20557 |0,130274|0,13853 0,08177410,111198
D01 | KDM1A 3,082887 |0,840605 |3,388093|2,112073 3,290468 | 2,905258 | 0,514568 |0,091415|0,046503 | 0,074891 0,046419|0,118269
D02 | KDM4A 5,955387 |3,195605 |5,498093 |6,647073 7,090468 | 5,605258 | 0,686451 |0,113646 | 0,066634 | 0,096104 0,066718 | 0,089985
D03 | KDM4C 7,630387 |6,360605 |6,243093|7,872073 8,395468 | 6,535258 | 1,088916 | 0,402542|0,116132 | 0,046606 0,073789|0,132411
D04 | KDM5B 3,955387 |0,700605 |3,978093 | 3,057073 4,565468 | 3,530258 | 0,207761 | 0,063131 | 0,046503 | 0,124388 0,073789|0,111198
D05 | KDM5C 7,955387 |8,265605 |7,573093 |8,597073 8,840468 | 7,580258 | 0,816238 |0,169197 | 0,265706 | 0,251667 0,060561 | 0,097056
D06 | KDM6B 7,367887 | 7,430605 |5,993093|6,727073 7,175468 | 6,665258 | 1,682463 |0,064148 | 0,124284 | 0,039535 0,067632 | 0,18898
D07 | MBD2 3,715387 |2,330605 |4,798093 |4,017073 4,915468 | 4,440258 | 0,682702 |0,063131 | 0,080777 |0,124388 0,045505 | 0,224335
D08 | MLL 6,892887 |6,610605 |6,338093|6,007073 6,060468 | 5,995258 | 0,606965 |0,27628 |0,094919 | 0,251667 0,102987 | 0,089985
D09 |MLL3 6,807887 |7,470605 |6,428093 |6,602073 6,805468 | 4,855258 | 0,39115 0,0641480,23634 | 0,244596 0,08177410,104127
D10 | MLL5 4,000387 |2,155605 |4,123093 | 3,227073 4,195468 | 2,170258 | 0,243669 |0,112628 | 0,011147|0,067819 0,05349 |0,167766
D11 |[MYSM1 7,132887 |5,055605 |6,938093 |5,962073 6,670468 | 6,080258 | 0,686879 |0,057077 |0,024208 | 0,145601 0,046419|0,210193
D12 |[NCOA1l 5,947887 |2,360605 |6,728093|5,727073 6,495468 | 5,250258 | 0,29319 0,006562 | 0,060645 | 0,110246 0,011064 | 0,153624
EO1 | NCOA3 6,812887 |2,080605 |5,7380936,427073 7,730468 | 5,370258 | 0,325076 | 0,035864 | 0,060645 | 0,110246 0,046419|0,181908
EO02 | NCOAG6 4,695387 |2,765605 |5,228093 | 3,867073 4,895468 | 4,130258 | 0,422806 | 0,041918 |0,117213|0,110246 0,087931 | 0,252619
EO3 | NEK6 7,267887 |10,01560 |11,61809 | 8,052073 7,955468 | 9,800258 | 0,320119 |0,282334 | 0,187924 | 0,216312 0,025206 | 0,181908
EO4 |NSD1 6,715387 |8,550605 |6,058093|6,917073 6,730468 | 6,330258 | 1,303422 |0,741953|0,131355|0,110246 0,018135|0,12534
EO5 | PAK1 6,060387 |2,265605 |5,458093 |5,042073 5,690468 | 4,520258 | 1,239059 |0,028793 | 0,046503 |0,117317 0,137429 |0,167766
EO06 | PRMT1 3,232887 |1,865605 |2,598093|3,777073 3,685468 | 3,535258 | 0,458925 |0,014651 |0,03236 |0,152672 0,045505 | 0,18898
EQ7 | PRMT2 5,457887 |3,475605 |5,238093|5,692073 5,490468 | 4,975258 | 0,296468 |0,070202|0,131355|0,159743 0,102987 | 0,146553
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EO8 | PRMT3 5,742887 |4,545605 |6,363093 |5,452073 5,825468 | 4,560258 | 0,329823 |0,070202 | 0,017137 | 0,173886 0,045505 | 0,181908
EQ9 | PRMTS5 5,690387 |4,815605 |4,968093 |4,792073 5,035468 | 5,045258 | 1,240602 |0,140913|0,018218 | 0,20217 0,095916 | 0,146553
E10 | PRMT6 8,650387 |10,01560 |6,468093|9,127073 7,880468 | 8,145258 | 1,860077 |0,282334 | 0,046503 | 0,322378 0,08086 |0,104127
E1l | PRMTY 6,137887 |3,285605 |5,828093 |5,202073 6,065468 | 5,705258 | 0,048742 ]0,170214 | 0,080777 | 0,188028 0,017221 | 0,146553
E12 | PRMTS8 14,797887 | 10,01560 |14,49309 |13,09207 12,68546 | 11,02025 | 1,403186 |0,282334|0,271695 | 0,145601 0,732312|0,157503
FO1 |RNF2 8,172887 |3,910605 |7,503093 |6,242073 6,835468 | 6,145258 | 3,151415 |0,643976|0,110142 | 0,032464 0,05349 |0,291853
FO2 | RNF20 5,580387 |5,175605 |5,443093|5,387073 6,170468 | 4,750258 | 0,776652 |0,225765|0,017137|0,124388 0,102987 | 0,054629
FO3 | RPS6KA3 [4,960387 |3,200605 |5,003093 |5,352073 6,250468 | 4,590258 | 0,654791 |0,091415|0,053574 | 0,230454 0,01015 |0,082914
FO04 | RPS6KA5 |7,462887 |6,390605 |6,783093|6,792073 7,800468 | 6,485258 | 0,110133 | 0,00758 |0,039432|0,173886 0,03227710,104127
FO5 |SETD1A |6,872887 |7,300605 |6,518093|6,627073 7,145468 | 6,310258 | 1,160078 |0,063131 | 0,004076 | 0,13853 0,073789 | 0,097056
FO6 | SETD1B 8,182887 |10,01560 |8,248093|8,612073 8,055468 | 7,755258 | 0,613425 |0,282334 |0,088929 |0,117317 0,059647 | 0,005132
FO7 |SETD2 5,510387 |3,56565 |4,808093 |4,542073 5,400468 | 4,115258 | 0,501444 |0,155055 | 0,060645 | 0,173886 0,018135|0,104127
FO08 | SETD3 5,367887 |6,21065 |5,183093|6,032073 5,590468 | 4,225258 | 0,577746 0,219712]0,166711 | 0,173886 0,003993 | 0,160695
FO9 | SETD4 5,595387 |2,48565 |6,163093 |6,532073 7,395468 | 6,380258 | 0,306141 |0,140913 | 0,087848 | 0,244596 0,186926 | 0,068771
F10 | SETDS 4,567887 |3,145605 |4,0530933,917073 4,115468 | 3,375258 | 1,253361 | 0,084344 |0,031279 | 0,308236 0,003079 | 0,146553
F11 | SETD6 6,795387 |4,660605 |6,973093|5,847073 7,845468 | 6,445258 | 1,820788 |0,487395|0,138426 | 0,166814 0,031363 | 0,037295
F12 | SETD7 6,800387 |6,270605 |5,923093 |6,322073 6,655468 | 4,595258 | 1,348578 |0,078291|0,031279|0,159743 0,102074 | 0,132411
GO01 | SETDS8 5,735387 |4,940605 |6,653093|6,237073 6,185468 | 5,650258 | 0,294801 |1,110666 | 0,096 0,124388 0,031363|0,12534
G02 | SETDB1 5,205387 |4,115605 |4,923093 |4,637073 6,000468 | 4,430258 | 0,32796 0,140913|0,130274 | 0,180957 0,046419|0,12534
GO03 | SETDB2 6,780387 |3,460605 |6,733093 |6,222073 7,215468 | 5,455258 | 0,665027 |0,105557 | 0,087848 | 0,173886 0,017221|0,0617

G04 | SMYD3 6,440387 |4,555605 |5,928093 |5,587073 5,700468 | 5,045258 | 0,469077 |0,098486 | 0,074787 | 0,124388 0,018135|0,104127
GO05 | SUV39H1 |10,080387 | 8,355605 |8,783093 |9,862073 9,535468 | 8,675258 | 0,814103 |0,170214]0,124284 | 0,188028 0,073789 | 0,00901
GO06 | SUV420H1 | 4,602887 |1,940605 |4,538093 |4,577073 5,165468 | 3,950258 | 0,40855 0,064148 | 0,088929 | 0,096104 0,003079 | 0,139482
GO07 | UBE2A 5,280387 |2,105605 |6,483093 |4,952073 6,135468 | 5,640258 | 0,456207 |0,041918 | 0,002995 | 0,089033 0,102074 | 0,026345
GO08 | UBE2B 4,540387 |-0,43439 |4,1430933,047073 4,040468 | 3,470258 | 1,758688 |0,057077|0,152569 | 0,152672 0,095002 | 0,12534
G09 | USP16 4,670387 |-0,00439 |5,038093 |4,397073 5,475468 | 5,075258 | 0,485731 |0,000509|0,117213|0,13853 0,017221|0,104127
G10 |USP21 6,595387 |6,085605 |6,873093|6,972073 7,105468 | 5,995258 | 0,997045 |0,013633|0,152569 | 0,244596 0,045505 | 0,075842
G11 |USP22 7,712887 |7,355605 |14,90309 |5,832073 6,630468 | 4,835258 | 3,741769 |0,338902 | 0,017137 | 0,244596 0,173698 | 0,18898
G12 | WHSC1 5,320387 |5,785605 |4,323093 | 3,982073 4,340468 | 3,500258 | 0,800475 [0,127788|0,067716 | 0,066531 0,060561 | 0,111198
HOl1 |ACTB -1,299613 | 0,070605 |-1,83690 |-0,71292 -1,37453 |-0,57474 10,904219 |0,106575|0,017137 | 0,350662 0,017221|0,075842
HO2 | B2M 1,822887 |-1,57939 |2,8030930,897073 2,130468 | 1,125258 | 2,302993 | 0,020704 | 0,025289 | 0,469582 0,03227710,475701
HO3 | GAPDH -0,267113 |1,620605 |-0,65690 |-0,14292 -0,57453 |-0,49474 |1,102094 |0,091415]0,002995 | 0,081962 0,017221 | 0,358685
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HO04 | HPRT1 6,040387 |2,890605 |5,328093 |3,097073 5,440468 | 4,935258 | 0,32251 0,078291 | 0,046503 | 2,279775 0,088845 | 0,0617

HO5 | RPLPO -2,689613 |-6,61439 |-3,36190 |-3,72792 -2,49453 |-3,21974 |0,737058 |0,338902 | 0,010066 | 0,089033 0,087931 | 0,097056
HO6 |HGDC 14,875387 | 10,01560 |14,90309 | 14,98207 14,97046 | 15,33025 | 1,363194 |0,282334|0,017137 | 0,173886 0,773825 | 0,054629
HO7 |RTC 4,712887 |4,745605 |4,808093 | 4,822073 6,175468 | 6,620258 | 1,216859 |7,735239 | 0,03835 | 0,089033 0,045505 | 0,977747
HO8 | RTC 5,930387 |-0,68439 |4,758093 |4,787073 6,190468 | 6,420258 | 1,532843 |0,041918 | 0,018218 | 0,110246 0,066718|1,373726
HO9 |RTC 6,682887 |2,920605 |4,768093 |4,877073 6,170468 | 6,295258 | 3,066613 |5,126015 | 0,080777 | 0,096104 0,060561 | 1,19695
H10 | PPC 0,557887 |-4,36439 |0,488093|0,407073 0,555468 | 1,925258 | 1,316852 |0,791451|0,131355|0,166814 0,922317|1,649498
H11l | PPC 0,685387 |-4,14939 |0,503093|0,322073 0,595468 | 0,795258 | 1,110895 |0,925801 | 0,152569 | 0,103175 0,922317]0,13629
H12 |PPC 0,692887 |-4,24939 |0,5030930,287073 0,770468 | 0,965258 | 1,285835 |0,897517 | 0,096 0,209241 0,886962 | 0,348422
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Sekil 3: KELLY hicre hattina ait kat dizenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye olmayan
SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlar kontrol grubu olarak kullaniimig ve MYCN
amplifiye olan KELLY hucre hatti Grup1 olarak incelenmistir. Kirmizi halkalar ifade
duzeyleri kontrol grubuna nazaran artig, yesil halkalar ise ifade dizeyleri kontrol

grubuna nazaran azalis gosteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 11: KELLY hicre hattina ait kat dizenlemeleri degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hucre hatlarn kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan KELLY hudcre hatti Grup1 igerisinde incelenmistir. Pozisyonlar
problarinin dizin igerisindeki kuyucuk numaralarini belirtmektedir. Kat duzenlemeleri
pozitif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran fazla iken, negatif olan
genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda ‘OK’ ile
ifade edilen genlerin Ct degerleri analiz igin yeterlidir. ‘A’ ile ifade edilen genin Ct
degeri kontrol grubunda veya test grubunda fazlasiyla distik olmasindan kaynakli kat
dizenlemesi en dusik degere gore hesaplanmistir. ‘B’ ile ifade edilen genin Ct
degeri hem kontrol grubunda hem de test grubunda 33’ten buyuk oldugundan dolayi
ifade duzeyleri analiz icin dusuktir. ‘C’ ile ifade edilen genin Ct degeri hem kontrol

hem de test grubunda ‘cut-off’ degeri olan 33’ten ylksektir.

KELLY Hucre Hatti ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Diizenlemesi Yorumlar

A02 ATF2 5,815 OK
A03 AURKA 7,8614 OK
A08 CIITA 29,0362 C

A09 CSRP2BP 4,7151 OK
B02 DZIP3 11,7924 OK
B04 ESCO1 8,0127 OK
B0O5 ESCO2 52,7019 OK
B06 HAT1 47,4153 OK
B10 HDAC?2 37,7206 OK
co4 HDACS8 4,3013 OK
C12 KATS8 6,6451 OK
D01 KDM1A 4,7314 OK
D02 KDM4A 6,7729 OK
D04 KDM5B 9,5452 OK
D11 MYSM1 4,2201 OK
D12 NCOAl 12,0193 OK
EO1 NCOA3 26,5802 OK
EOQ5 PAK1 13,8785 OK
E1l1 PRMT7 7,2214 OK
E12 PRMT8 27,5176 B

FO1 RNF2 19,19 OK
F09 SETD4 8,6325 OK
F11 SETD6 4,3917 OK
G03 SETDB2 9,9851 OK
GO06 SUV420H1 6,3303 OK
GO07 UBE2A 9,0303 OK
G08 UBE2B 31,4455 OK
G09 USP16 25,5417 OK
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HO2 B2M 10,5728 OK
HO4 HPRT1 8,8752 OK
HO5 RPLPO 15,1872 OK
Bl1 HDAC3 -4,1131 A
EO3 NEK6 -6,7165 A

AACt formuli kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda KELLY hiicre hatti ile

kontrol grubu karsilastirildiginda 32 gende ifade artisi gozlenmigstir. Bunlardan CIITA
geninin ifadesinde 29.03 kat, ESCO2 geninin ifadesinde 52.70 kat, HAT1 geninin
NCOA3 geninin
UBE2B geninin

ifadesinde 47.41 Kkat,
ifadesinde 26.58 Kkat,

HDAC2 geninin ifadesinde 37.72 KkKat,
PRMT8 geninin ifadesinde 27.51 Kat,
ifadesinde 31.44 kat, ve USP16 geninin ifadesinde 25.54 kat artis gozlenmigtir.

Ayni sekilde yapilan karsilastirma sonucunda HDAC3 geninin ifadesinde 4.11 ve

NEK®6 geninin ifadesinde ise 6.71 kat azalis gézlenmistir.
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Sekil 4: SIMA hicre hattina ait kat dizenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye olmayan
SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlar kontrol grubu olarak kullaniimig ve MYCN
amplifiye olan SIMA hicre hatti Grup2 olarak incelenmistir. Kirmizi halkalar ifade
dizeyleri kontrol grubuna nazaran artig, yesil halkalar ise ifade duzeyleri kontrol

grubuna nazaran azalis gosteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 12: SIMA hicre hattina ait kat dizenlemeleri degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan SIMA hudcre hatti Grup2 igerisinde incelenmigtir. Pozisyonlar
problarinin dizin igerisindeki kuyucuk numaralarini belirtmektedir. Kat duzenlemeleri
pozitif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran fazla iken, negatif olan
genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda ‘OK’ ile
ifade edilen genlerin Ct degerleri analiz igin yeterlidir. ‘A’ ile ifade edilen genin Ct
degeri kontrol grubunda veya test grubunda fazlasiyla distik olmasindan kaynakli kat

duzenlemesi en duglk degere gore hesaplanmigtir

SIMA Hicre Hatti ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Diizenlemesi Yorumlar
A04 AURKB 4,7151 OK
E10 PRMT6 4,5387 OK
C05 HDAC9 -1245,6697 A
EO3 NEKG6 -20,3959 OK

AACt formula kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda SIMA hicre hatti ile
kontrol grubu karsilagtirildiginda AURKB geninin ifadesinde 4.71 kat ve PRMT6
geninin ifadesinde 4.53 kat artis gozlenmistir. Ayni sekilde yapilan karsilastirma
sonucunda HDAC9 geninin ifadesinde 1245.66 ve NEK6 geninin ifadesinde ise 20.39

kat azalig gozlenmigtir.
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Group 3 vs. Control Group
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Sekil 5: MHH-NB-11 hlicre hattina ait kat dizenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve

MYCN amplifiye olan MHH-NB-11 hlcre hatti Grup3 olarak incelenmigtir. Kirmizi

halkalar ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran artis, yesil halkalar ise ifade

duzeyleri kontrol grubuna nazaran azalis gosteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 13: MHH-NB-11 hiicre hattina ait kat dizenlemeleri degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan MHH-NB-11 hicre hattt Grup3 igerisinde incelenmistir.
Pozisyonlar problarinin dizin igerisindeki kuyucuk numaralarini belirtmektedir. Kat
duzenlemeleri pozitif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran fazla iken,
negatif olan genin ifade diuzeyi kontrol grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda

‘OK’ ile ifade edilen genlerin Ct degerleri analiz igin yeterlidir.

MHH-NB-11 Huicre Hatti ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Diizenlemesi Yorumlar
A04 AURKB 6,5356 OK
B0O5 ESCO2 5,9517 OK
B10 HDAC2 6,0035 OK
A07 CDYL -16,4691 OK

AACt formult kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda MHH-NB-11 hucre
hatti ile kontrol grubu karsilastirildiginda AURKB geninin ifadesinde 6.53 kat, ESCO2
geninin ifadesinde 5.95 kat ve HDAC2 geninin ifadesinde 6.00 kat artis gdzlenmistir.
Ayni sekilde yapilan karsilastirma sonucunda CDYL geninin ifadesinde 16.46 kat

azalis gozlenmigtir.
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Sekil 6: IMR-32 hucre hattina ait kat dizenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye olmayan
SK-N-AS ve SH-SY5Y hicre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve MYCN
amplifiye olan IMR-32 hucre hatti Grup4 olarak incelenmigtir. Kirmizi halkalar ifade
dizeyleri kontrol grubuna nazaran artig, yesil halkalar ise ifade dizeyleri kontrol

grubuna nazaran azalis gosteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 14: IMR-32 hlcre hattina ait kat dizenlemeleri degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan IMR-32 hucre hatti Grup4 igerisinde incelenmistir. Pozisyonlar
problarinin dizin igerisindeki kuyucuk numaralarini belirtmektedir. Kat duzenlemeleri
pozitif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran fazla iken, negatif olan
genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda ‘OK’ ile
ifade edilen genlerin Ct degerleri analiz igin yeterlidir. ‘B’ ile ifade edilen genin Ct
degeri hem kontrol grubunda hem de test grubunda 33’ten biylk oldugundan dolayi

ifade duzeyleri analiz igin duguktir.

IMR-32 Hiicre Hatti ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Diizenlemesi Yorumlar
A04 AURKB 8,1676 OK
E12 PRMT8 4,3242 B
AO05 AURKC -4,0843 OK
AO07 CDYL -6,3426 OK
C05 HDAC9 -5,2967 OK

AACt formUla kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda IMR-32 hicre hatti
ile kontrol grubu kargilastiriildiginda AURKB geninin ifadesinde 8.16 kat ve PRMT8
geninin ifadesinde 4.32 kat artis goézlenmistir. Ayni sekilde yapilan karsilastirma
sonucunda AURKC geninin ifadesinde 4.08 kat, CDYL geninin ifadesinde 6.34 kat ve
HDAC9 geninin ifadesinde 5.29 kat azalis gozlenmisgtir.
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Group 5 vs. Control Group
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Sekil 7: CHP-126 hiicre hattina ait kat dizenlemeleri grafigi. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SY5Y hucre hatlar kontrol grubu olarak kullaniimis ve

MYCN amplifiye olan CHP-126 hlcre hatti Grup5 olarak incelenmistir. Kirmizi

halkalar ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran artis, yesil halkalar ise ifade

dizeyleri kontrol grubuna nazaran azalig gosteren genleri ifade etmektedir.
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Tablo 15: CHP-126 hucre hattina ait kat dizenlemeleri degerleri. MYCN amplifiye
olmayan SK-N-AS ve SH-SYS5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak kullaniimis ve
MYCN amplifiye olan CHP-126 hacre hatti Grup5 igerisinde incelenmigtir.
Pozisyonlar problarinin dizin igerisindeki kuyucuk numaralarini belirtmektedir. Kat
duzenlemeleri pozitif olan genlerin ifade duzeyleri kontrol grubuna nazaran fazla iken,
negatif olan genin ifade duzeyi kontrol grubuna nazaran azdir. Yorumlar kisminda
‘OK’ ile ifade edilen genlerin Ct dederleri analiz igin yeterlidir. ‘A’ ile ifade edilen genin
Ct degeri kontrol grubunda veya test grubunda fazlasiyla disik olmasindan kaynakli

kat duzenlemesi en dugslk degere gore hesaplanmistir.

CHP-126 Hiicre Hatti ile Kontrol Grubu Karsilagtirmasi

Pozisyon Gen Sembolii Kat Diizenlemesi Yorumlar
A04 AURKB 11,3934 OK
B02 DZIP3 4,4233 OK
B0O5 ESCO2 5,9799 OK
E12 PRMT8 13,7145 A
FO1 RNF2 4,0773 OK
EO3 NEK6 -5,7852 OK

AACt formali kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda CHP-126 hticre hatti
ile kontrol grubu karsilastirildiginda AURKB geninin ifadesinde 11.39 kat, DZIP3
geninin ifadesinde 4.42 kat, ESCO2 geninin ifadesinde 5.97 kat, PRMT8 geninin
ifadesinde 13.71 kat ve RNF2 geninin ifadesinde 4.07 kat artis g6zlenmistir. Ayni
sekilde yapilan karsilastirma sonucunda NEK6 geninin ifadesinde 5.78 kat azalig

go6zlenmisgtir.
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4.2. JASPAR Veritabani ile MYCN Transkripsiyon Faktorii Baglanma Analizi

MYCN geni amplifiye olmayan hlcre hatlarinin kontrol grubu olarak ve MYCN
geni amplifiye olan hicre hatlarinin tek bir grupta incelendidi analiz sonucunda
AURKB, ESCO2, HDAC2, PRMT8 ve RNF2 genlerinin ifade duzeylerinde artig
gOzlenmigtir. Bu genlerin  MYCN transkripsiyon faktortd ile  duzenlenip
dizenlenmedigini anlamak igin, transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgeleri ile
promotdr dizileri arasindaki eslesme ylzdesini hesaplayan JASPAR veritabani
kullanilmistir.

iigili genlerin promotér dizileri http://epd.vital-it.ch/ (erigsim tarihi 24.03.2013)

adresli ‘Eukaryotic Promoter Database’ sitesinden alinmis ve JASPAR veritabaninda

(http://jaspar.genereg.net/, erisim tarihi 24.03.2013) bulunan fare MYCN

transkripsiyon faktéri baglanma dizisi ile eslestiriimistir. Analizde insan genomunda
bulundugu deneysel olarak kanitlanmis promotor dizileri kullaniimigtir. Bu diziler
promotor dizisinin muhtemel yerlestigi yer olan -499 ile +100 nukleotidleri arasinda
kalan bdlge icinden secilmistir. JASPAR veritabaninin bir uzantisi olan JASPAR
CORE deney dizenegine en uygun analiz yontemi olarak secilip kullaniimistir.
PRMT8 genine ait deneysel olarak kanitlanmig herhangi bir promotor dizisi

bulunmadigi igin bu gen arastirmaya katilmamistir.

Tablo 16: AURKB genine ait birinci promotor dizisi ile MYCN transkripsiyon faktériine

ait baglanma dizisi arasindaki eglesme.

0 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named AURKB_1|NC_000017

Model ID | Model name | Score | Relative score |Start |End | Strand | predicted site sequence

Tablo 17: AURKB genine ait ikinci promotor dizisi ile MYCN transkripsiyon faktoériine

ait baglanma dizisi arasindaki eglesme.

1 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named AURKB_2|NC_000017

Model ID Model Score | Relative score Start |End | Strand | predicted site
name sequence
MA0104.2 | Mycn 6.992 | 0.828698040221643 | 291 300 |1 CGCACGCCGC
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AURKB genine ait iki adet promotdr dizisi bulunmustur. Bu diziler ile MYCN
transkripsiyon faktorli baglanma dizisi eglestirildiginde, MYCN transkripsiyon
faktorinin ilk promotére baglanma potansiyelinin olmadigi, ikinci promotore ise %82

baglanma potansiyelinin bulundugu bilgisi elde edilmigtir.

Tablo 18: ESCO2 genine ait birinci promotor dizisi ile MYCN transkripsiyon faktorine

ait baglanma dizisi arasindaki eglesme.

0 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named ESCO2_1|NC_000008

Model ID | Model name | Score | Relative score |Start | End | Strand | predicted site sequence

Tablo 19: ESCO2 genine ait ikinci promotor dizisi ile MYCN transkripsiyon faktorine

ait baglanma dizisi arasindaki eglesme.

0 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named ESCO2_2|NC_000008

Model ID | Model name | Score | Relative score |Start | End | Strand | predicted site sequence

ESCO2 genine ait iki adet promotér dizisi bulunmustur. Bu diziler ile MYCN
transkripsiyon faktdorl baglanma dizisi eslestirildiginde, MYCN transkripsiyon
faktorinin her iki promotdére de baglanma potansiyelinin olmadigi bilgisi elde

edilmistir.
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Tablo 20: HDAC2 genine ait promotor dizisi ile MYCN transkripsiyon faktorine ait

baglanma dizisi arasindaki eslesme.

8 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named
HDAC2_1|NC_000006

Model ID Model Score Relative score Start | End Strand | predicted site
name sequence

MAQ0104.2 | Mycn 6.816 0.824910763572114 | 101 110 1 GGCTCGCGGC
MAO0104.2 | Mycn 12.097 |0.93855058167529 108 |117 -1 ACCACGTGCC
MAO0104.2 | Mycn 11.878 |0.933838004480706 | 108 | 117 1 GGCACGTGGT
MAQ0104.2 | Mycn 9.415 0.880837650004637 156 165 -1 CCCACGCTGC
MAO0104.2 | Mycn 5.798 0.803004811133366 265 (274 |1 TCCACCCGGC
MAQ0104.2 | Mycn 5.745 0.801864324415042 | 275 284 1 TGCACGCTCC
MA0104.2 | Mycn 6.400 0.815959018764138 | 428 437 1 CCCCCGTGGA
MAQ0104.2 | Mycn 7.012 0.82912841256818 548 557 -1 ACCACCCGGC

HDAC?2 genine ait bir adet promotor dizisi bulunmustur. Bu dizi ile MYCN
transkripsiyon faktdorli baglanma dizisi eslestirildiginde, MYCN transkripsiyon
faktoranan karsi iplikte bulunan 108-117 arasindaki diziye %93 baglanma
potansiyelinin oldugu bulunmustur. Diger degerlerin yuzdesi daha dusuk oldugu igin

g6z onunde bulundurulmamisgtir.
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Tablo 21: RNF2 genine ait promotoér dizisi ile MYCN transkripsiyon faktortine ait

baglanma dizisi arasindaki eslesme.

4 putative sites were predicted with these settings (80%) in sequence named RNF2_1|NC_000001

Model ID Model Score Relative score Start | End | Strand | predicted site
name sequence
MAQ0104.2 | Mycn 7.065 0.830268899286504 | 119 128 | -1 CCCACCCGGC
MAO0104.2 | Mycn 9.639 0.885657820285855 | 246 255 |1 AGCACGAGGT
MA0104.2 | Mycn 11.066 |0.916364887211292 367 376 1 AACACGCGGC
MAQ0104.2 | Mycn 5.714 0.801197247277909 | 394 403 |-1 GGCCCGCGGC

RNF2 genine ait bir adet promotér dizisi bulunmustur. Bu dizi ile MYCN
transkripsiyon faktdor baglanma dizisi eslestirildiginde, MYCN transkripsiyon
faktorinin duz iplikte bulunan 367-376 arasindaki diziye %91 baglanma
potansiyelinin oldugu bulunmustur. Diger degerlerin yuzdesi daha duguk oldugu igin

g6z dnunde bulundurulmamistir.
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5. TARTISMA

Noroblastom, sagkalim orani %50’den az olan [39] ve spontan remisyondan
hizli metastatik progresyona kadar degisik klinik davraniglar gosteren bir kanser
turadur [62-64,279]. Bu klinik davranig farkhliklari; hastaligin evresine, hasta yasina,
rekiran kromozom anomalilerine [76] timodrde bulunan kromozom seti sayisina [65]
ve MYCN amplifikasyonuna dayandiriimaktadir [39]. Bu ¢alismada, genetik
mekanizmalar haricinde epigenetik dizenlemelerin de NB patogenezinde rol
oynayabilicegi dusuncesi ile epigenetik degisiklikleri etkileyen genlerin ifade dizeyleri
arastinimistir.

Proje kapsaminda SK-N-AS, SH-SY5Y, KELLY, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 ve
CHP-126 Noroblastom hlcre hatlarinda epigenetik degisiklikleri etkileyen 84 adet
genin ifade duzeyleri arastinimistir. Calismada yer alan hicre hatlari MYCN geni
amplifikasyonu olanlar ve olmayanlar olmak Uzere iki farkli grupta incelenmigtir.
MYCN proto-onkogeninin, tumorlerin cogunlugunda %20 oraninda amplifiye durumda
olmasi ve hasta yasindan bagimsiz olarak kotlu prognoz ile iligkilendirilirmesinden
kaynakh boyle bir gruplandirma yapilmigtir [39-41].

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu sonucu epigenetik faktorleri
etkileyen 84 genin ifade diuzeyeri saptanmistir. MYCN geni amplifiye olmayan SK-N-
AS ve SH-SYS5Y hucre hatlari kontrol grubu olarak MYCN geni amplifiye olan KELLY,
SIMA MHH-NB-11, IMR32 ve CHP126 hlcre hatlarinda bu genlerin ifade dizeyleri
arastinimis ve anlamli sonuglar elde edilmistir.

Birinci analizde MYCN amplifiye olmayan hicre hatlari kontrol grubu olarak
kullaniimis ve MYCN amplifiye olan tek grup igerisinde incelenmistir. AACt formulu
kullanilarak yapilan hesaplama sonucunda hedef grup ile kontrol grubu
kargilastirildiginda AURKB geninin ifadesinde 6.45 kat, ESCO2 geninin ifadesinde
6.75 kat, HDAC2 geninin ifadesinde 5.41 kat, PRMT8 geninin ifadesinde 5.80 kat ve
RNF2 geninin ifadesinde 4.12 kat artis gozlenmistir. Ayni sekilde yapilan
karsilastirma sonucunda HDAC9 geninin ifadesinde 4.51 ve NEK6 geninin ifadesinde

ise 4.66 kat azalis g6zlenmisgtir.
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Kunitoku ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore, mitoz ve mayoz sirasinda
Aurora Kinaz A (AURKA) proteini CENPA sentromer proteini ile direk etkilesime
girmektedir. Yapilan in vitro galismada AURKA proteini, CENPA proteininin ser7
kalintisindan fosforilasyonundan sorumludur. Ayni kalintt AURKB proteini tarafindan
da fosforilasyona ugramaktadir. Erken mitozda AURKA ve AURKB proteinleri birbiri
ardina CENPA proteini fosforillemektedir. Mitoz sirasinda CENPA proteininin ser7
kalintisindan fosforillenmemesi sonucunda, mikrotubdiller kinetokora
tutunamamaktadir [280]. AURKB geninin baskilanmasi sonucunda normal hicrelerin
ve kanser hucrelerinin canlihgi ve c¢ogalma kapasiteleri etkilenirken [281-287],
bdlinmeyen hucrelerde bir etkisine rastlanmamistir [287]. Bununla beraber Otto ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada AURKA geni MYCN amplifiye NB hucrelerinin
bayumesi icin gerekli oldugu fakat MYCN amplifiye olmayan NB hucrelerinde gerekli
bdyle bir gereksinimin bulunmadigi belirtiimis, bunun sonucunda timor segilimi
yapildigi savunulmustur [288].

Yapilan ¢calismada MYCN amplifiye olan ve olmayan hucre hatlari kiyaslandigi
zaman, AURKA geninin ifadesinde belirgin bir farklilik gézlenmemigtir. Bu durum Otto
ve arkadaslarinin savundugu bulgulara ters dismese de AURKA geninin MYCN
amplifiye olmayan hucrelerdeki gorevini sorgulatmaktadir.

JASPAR veritabani ile elde edilen sonuglara gére AURKB genine ait promotor
dizisi ile MYCN transkripsiyon faktori baglanma bdlgesi arasinda %82 oraninda bir
eslesme bulunmustur. Fakat literatirde MYCN ile AURKB ifadesi arasinda iliski
bulundugunu gdsterecek herhangi bir gcalisma bulunmamaktadir.

Aurora Kinaz B (AURKB) geni insan genomunun 17p13.1 bdlgesinde
bulunmaktadir. NB vakalarinin %50’sinden fazlasinda dengesiz kromozom 17q
kazanimi ve hiperdiploid vakalarin %40’ inda bitin kromozom 17 kazanimi
gorulmektedir [55]. MYCN amplifiye olan hlicre hatlarinda goérilen AURKB gen

ifadesindeki artis kromozom 17q kazanimu ile iligkili olabilir (Sekil 8).
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Chromosome 17 - NC_000017.10

[s090911 [#127361 P
TRHAIZS FURKE LINCOD 324
170k 58 TRHAK4

TRHAGLE

Sekil 8: AURKB geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/gene/9212, erisim tarihi 30.05.2013)

Establishment of Cohesion 1 Homolog 2 (ESCO2) geninin kodladigi protein
asetiltransferaz aktivitesi ile mitozun S fazinda kardes kromatidlerin birbirine
tutunmasindan goérevlidir. ESCO2 geninde olugsan mutasyonlar, otozomal resesif bir
hastalik olan Roberts sendromu ile ilskilendirilmistir [289]. Literatirde ESCO2 geni ile
NB tumodrleri arasinda baglanti oldugunu goOsterecek herhangi bir yayin
bulunmamaktadir.

ESCO2 geni insan genomunun 8p21.1 bolgesinde bulunmaktadir (Sekil 9).
MHH-NB-11 hucre hattinda bir adet fazladan kromozom 8 bulunmaktadir. Bunun
haricinde diger hicre hatlarinda kromozom 8'’i kapsayacak herhangi bir sitogenetik
anomali gézlemlenmemistir. Tek grupta toplanan MYCN amplifiye olan hucre hatlari
tek tek incelendiginde ESCO2 gen ifadesinin en ¢ok KELLY hucre hattinda oldugu
goOrulmektedir. Diger hucre hatlarinda bu genin ifadesi kontrol grubuna nazaran fazla

olmakla birlikte kendi aralarinda yaklasik aynidir.

Chromosome & - NC_000008.10

[ 27559190 b [ 27697929 b
HIR3G22E CLOc2s FEK
HIRIE22A EEC0E m—- Locionisnela

Sekil 9: ESCO2 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/157570, erigim tarihi 30.05.2013)

JASPAR veritabani ile elde edilen sonuglara gére ESCO2 genine ait promotor
dizisi ile MYCN transkripsiyon faktorl baglanma bolgesi arasinda herhangi bir
eslesme bulunamamistir. Batln bu bilgiler 1siginda, ESCO2 genindeki ifade artigina
MYCN geni amplifikasyonunun dogrudan neden olmadigi sdylenebilse de bu artisa
neden olabilecek diger mekanizmalarin incelenmesi sonucunda kesin bir yargiya

ulasilabilinir.

86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/157570

Histon Deasetilaz 2 (HDAC?2), histon proteinlerinin N-ucunda bulunan lizin
kalintilari Uzerindeki asetil gruplarini uzaklastirmakla gorevlidir [290]. Bugune degin
insan  onkojenezinde HDAC genlerinin ifadesinde direkt bir dedgisiklik
gozlenmemesine ragmen, HDAC proteinlerinin anormal aktivasyonu, iyi karakterize
edilmis hucresel onkojenez ve tumor baskilayici genler ile iligkili oldugu, bunun
sonucunda gen ifadesini degistirdigi bilinmektedir [209-213].

HDAC2 geni insan genomunun 6921 bolgesinde bulunmaktadir (Sekil 10).
SIMA hicre hattinda kromozom 6 ile kromozom 9 arasinda parga degdisimi tespit
edilmistir fakat HDAC2 geninin bulundugu bdlge bu degisimden etkilenmemektedir.
IMR-32 ve MHH-NB-11 hucre hatlarinda bir adet fazladan kromozom 6
bulunmaktadir. HDAC2 geninin ifade duzeylerine bakilacak olunursa, MYCN
amplifiye olmayan hidcre hatlarina kiyasla KELLY hlcre hattinda 37.72 kat, SIMA
hdcre hattinda 2.14 kat, MHH-NB-11 hicre hattinda 6.00 kat, IMR-32 hucre hattinda
3.36 kat ve CHP-126 hicre hattinda ise 2.84 kat artis gézlenmistir. IMR-32 ve MH-
NB-11 hicre hatlan icin HDAC2 gen ifadesindeki artig fazladan kromozoma

dayandirilabilinse de diger hucre hatlari igin bir agiklama getirmemektedir.

Chromosome 6 - NC_000006.11

[114159175 [1i43a4041 p

LOC2E575E FLI34503 HWUDT149P3 HEZETS

HDHCE—

Sekil 10: HDAC2 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3066, erisim tarihi 30.05.2013)

Marshall ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Noéroblastomda HDAC2 geninin
MYCN transkripsiyon faktoru ile regule edildigi belirtiimistir [291]. Proje sonucu elde
edilen bulgular bu ¢alismayi desteklemektedir. Buna ek olarak, JASPAR veritabani
ile elde edilen sonucglara gore HDAC2 genine ait promotor dizisi ile MYCN
transkripsiyon faktéri baglanma bodlgesi arasinda %93 oraninda bir eslesme
bulunmustur. HDAC2 geninin  MYCN transkripsiyon faktori  tarafindan

dizenlenmesinden kaynakli eslesme oraninin yuksek ¢iktigr sonucuna varilabilinir.
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Protein arginin metiltransferaz 8 (PRMT8) posttranslasyonel modifikasyon
sirasinda proteinlerin arginin kalintilarini metillemektedir. Arginin metilasyonunun;
DNA tamiri, RNA transkripsiyonu, sinyal iletimi gibi birgok hucresel islevi
bulunmaktair [292]. Lee ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada rekombinant PRMT8
geninin beyin dokusunda ifade edildigi ve tercihen histon H4 U(zerinde bulunan
arginin  kalintilarini  metilledigi  belirtilmigtir [292]. Ayni sekilde, Kousaka ve
arkadaglarinin fare model sistemleri Gzerine yaptigi calismada da PRMT8 geninin
beyin hicrelerinde tercihen ifade edildigi ve noéral gelisimde rol oynadigi belirtiimigstir
[293]. Buna ek olarak literatuirde PRMT8 geni ile NB arasinda bir iligki oldugunu
belirten herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Es zamanli PCR analizi sonucu elde
ettigimiz Ct degerlerine goére PRMT8 geninin ifadesi hem MYCN amplifiye olmayan
kontrol grubunda hem de MYCN amplifiye olan test grubunda dusuk cikmigtir.
Sonuglar degerlendirilecek olunursa PRMT8 geninin noéral gelisimde roli olmasina
karsin NB tumoru gelisiminde pozitif bir etkisinin bulunmadigini sdyleyebiliriz. Buna
karsin, bu genin ifade dizeyinin dislk olmasi sonucunda néron 6ncll hlcrelerinin
faklilasma surecinde PRMT8 geninin ifadesine ihtiyag duydugu ve bunun
yoksunlugunda olmasi gerektigi gibi farklilagsamayip tumor hicresi olusturdugu fikri

one surulebilir.

Chromosome 12 - NC_000012.11

[ 3405217 e [ 3EE2ILE

Locionl 25253 FRHTS >
LOCi00 415939 Locinolaazas LOCionl2Esie
RPE2EP44 EFCAE4E

Sekil 11: PRMT8 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/56341, erisim tarihi 30.05.2013)

PRMT8 geni insan genomunun 12p13.3 bdlgeside bulunmaktadir (Sekil 11).
SIMA hicre hattinda 12. kromozomun 21924 bdlgesinde inversiyon tespit edilmistir
fakat bu bdlge PRMT8 genini kapsamamaktadir. Ayni sekilde CHP-126 hucre
hattinda tespit edilen 12. kromozomun q24.32 bdlgesindeki kayip da bu geni
etkilememektedir. IMR-32 hicre hattinda bir adet fazladan kromozom 12

bulunmaktadir. Buna ragmen, PRMT8 genininin ifadesinde kontrol grubuna oranla
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IMR-32 hucre hattinda 1,23 kat artis gozlemlenmistir. KELLY hicre hattinda gorilen
27.51 kat fark ise kontrol ve test gruplarinda gen ifadesinin ¢ok dusuk olmasindan
kaynakli dizgun bir hesaplama yapilamasi ile acgiklanabilir. PRMT8 genine ait
deneysel olarak kanitlanmis herhangi bir promotér dizisi bulunmadidi icin MYCN
transkripsiyon faktoru ile duzenlenip duzenlenmedigi konusunda bir bilgi elde

edilememigtir.

Ring finger protein 2 (RNF2), polycomb grup (PcG) protein ailesine mensup
olan, ubiqutin ligaz 3 (E3) aktivitesi ile transkripsiyonu baskilamada ve gelisimsel
surecte etkili olan genlerin dizenlenmesinde goérev alan bir proteindir [294,295].
Wang ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismda E3 ubiqutin kompleksinin histon H2A
proteininde 119. aminoasit olan lizin kalintisini ubiqutinledigi belirtilmistir. Ayni
calismada HelLa hucrelerinde RNF2 geninin ifadesi azaltildiyi zaman histon H2A
proteinin ubiqutinlenmesinde ylksek oranda bir dusis gozlemlenmislerdir [295].
Boyer ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise RNF2 proteinin de iginde bulundugu
polycomb baskilayici komplexlerin histon H3 Uzerinde bulunan 27. lizin kalintisini
trimetillemekten sorumlu oldugu ve bunun sonucunda embriyonik kOk hucrelerde
genlerin susturuldugu belirtilmigtir [296]. Literatlirde polycomb komplex proteini olan
BMI1 geninin asiri ifadesinin NB tiumdrine yol agtigi belirtiimisse de RNF2 geni ile
ilgili dogrudan bir bilgi bulunmamaktadir [297]. Proje kapsaminda yapilan ¢alismada,
RNF2 geninin ifadesinde MYCN amplifiye olmayan kontrol grubuna oranla MYCN
amplifiye olan test grubunda 4.12 kat artis gozlenmistir. Hucre hatlan tek tek
incelendiginde KELLY hdcre hattinda 19.19 kat ifade artigi gozlenirken SIMA hucre
hattinda ifade artisi belirlenmemistir. Bu c¢esitlilik hicre hatlarinin  sitogenetik
anomalileri farkliliklarindan kaynaklanabilir.

RNF2 geni insan genomunda 1. kromozomun g25.3 bolgesinde bulunmaktadir
(Sekil 12). IMR-32 hicre hattinda bir adet ve MHH-NB-11 hicre hattinda iki adet
fazladan kromozom 1 bulunmaktadir. Bunun haricinde butin hicre hatlarinda 1.
kromozomun iginde bulundugu bir ¢ok sitogenetik anomali saptanmistir. JASPAR
veritabaninda MYCN transkripsiyon faktériiniin RNF2 genine ait promotére baglanma
yuzdesi %91 olarak bulunmustur. Literatirde RNF2 geninin MYCN transkripsiyon
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faktora tarafindan duzenlendigine dair bir bilgi bulunmasa da elde edilen baglanma

yuzdesi boyle bir dustincenin dogru olabilecegini akla getirmektedir.

Chromosome 1 - NC_000001.10

[ 154659625 P [155260915 P
EDEHS RNFZ e SHT1
FAH129A FTH1F2S
RNU7-13F LOCL00 996656

TRHT1L
LOcionlzazas

Sekil 12: RNF2 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6045, erisim tarihi 30.05.2013)

Histon deasetilaz 9 (HDAC9) sinif 2 HDAC protein ailesine mensuptur ve
histon proteinleri Uzerinde bulunan asetil gruplarinin uzaklastirimasindan
sorumludur. HDAC proteinlerinin inhibisyonu histon proteinlerinin
hiperasetilasyonuyla sonuglanirken bu durum DNA yapisini gevseterek bir dizi genin
aktivasyonuna neden olmaktadir [217]. HDAC inhibisyonunun in vivo ve in vitro’da
bdyumeyi durdurdugu, farklilagsmaya veya kanser hucrelerinin apoptozuna neden
oldugu bilinmektedir [213,216-226]. Sinif 1 HDAC proteinlerinin genel olarak batin
hicre cesitlerinde ifadesi gézlenirken sinif 2 HDAC proteinlerinin kisith sayida hticre
cesidinde ifadesinin gobzlenmesi bu sinif proteinlerin hicresel farklilasma ve
gelisimde rol oynadigi fikrini dogurmustur [228,229]. HDACS8 geninin asiri ifadesi NB
timorlerinde koétlu prognozla iliskilendirilse de literatiirde HDAC9 gen ifadesinin NB
uzerindeki etkilerini igeren bir yayin bulunmamaktadir [298].

Proje kapsaminda yapilan arastirmada HDAC9 gen ifadesinin KELLY ve
MHH-NB-11 hlicre hatlarinda normal oldugu, SIMA ve IMR-32 hicre hatlarinda
diguk oldugu ve CHP-126 hucre hattinda ise ylksek oldugu goézlenmistir. SIMA
hicre hattinda gozlenen ifade azliginin sebebi test grubunda ifade duzeyinin
algilanamayacak kadar duguk olmasindan kaynakli kontrol grubu ile dogru bir
karsilastirma yapilamamasidir. Diger hicre hatlarindaki ifade duzeylerindeki
heterojeniteye hicre hatlarinin sahip oldugu sitogenetik anomaliler neden olabilir.
HDAC9 geni insan genomunda 7. kromozomun p21.1 bolgesinde bulunmaktadir
(Sekil 13). KELLY ve MHH-NB-11 ve SH-SY5Y hicre hatlarinda birer adet fazladan

kromozom 7 bulunmaktadir. Bu hicrelerde HDAC9 geninin ifade duzeyinin normal
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olmasi fazladan bulunan bu kromozomla iligkili olabilir. CHP-126 hucre hattinda 7.
kromozomun p15p22 bolgesinde duplikasyon bulunmaktadir ve HDAC9 geni bu boge
icinde yer almaktadir. CHP-126 hicre hattinda HDAC9 gen ifadesinin 2.62 kat fazla

olmasinin sebebi olarak bu duplikasyon gosterilebilir.

Chromosome 7 - NC_000007.13

[1&001702 [ 191&S044 e

RHHTL1FZ: - HOACH = TWIZT1
FRPE1LL Locioo4i a0l NPH1P13 FERD3L
HIRL302-6&

Sekil 13: HDAC9 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/gene/9734, erisim tarihi 30.05.2013)

NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 6 (NEKG6) proteini mitozun
baslamasi icin gerekli olan bir tlr serin/thrionin kinazdir ve bu proteini kodlayan genin
inaktivasyonu mitotik ¢ikis icin gereklidir [299]. Jean ve arkadaglarinin insan
hicreleri Uzerinde yaptigi calismada NEK6 proteininin - mitozun M fazinda
fosforillenerek aktif hale geldigini ve inaktivasyonu sonucu hicreler M fazinda
tutularak apoptozun induklendigi belirtiimistir [299]. NEK6 geni Noéroblastomun iginde
bulundugu bir dizi insan kanseri tura ile iliskisi bulunmus olan genomun 9q33-34
bdlgesinde bulunmaktadir (Sekil 14) [300,301]. Lee ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya gore DNA hasari sonrasi hicrenin G2/M fazinda tutimasi icin NEKG6
islevinin ortadan kaldirimasi gerekmektedir [302]. KELLY ve SH-SY5Y hucre
hattlarinda 9934 kazanimi bulunmaktadir. Ayni bdlgenin SIMA hiicre hattinda
translokasyonu ve IMR-32 hiicre hattinda kaybi bulunmaktadir. Gergek zamanl PCR
analizi sonucu elde edilen Ct degerlerine gére MHH-NB-11 ve IMR-32 hucre
hatlarinda MYCN amplifiye olmayan hticre hatlarina oranla NEK6 geninin ifadesinde
bir degisiklik gorulmemigtir.

KELLY, SIMA ve CHP-126 hucre hatlarinda ise MYCN amplifiye olmayan
hicre hatlarina oranla NEK6 geninin ifadesinde azalis gézlemlenmistir. KELLY hicre
hattinda gorilen ifade azaligsinin sebebi Ct degerinin cut-off degeri olan 33’ten fazla
olmasidir. Bu sonug, NEKG6 geninin KELLY hucre hattinda ifadesinin bulunmadigini

veya ¢ok az oldugunu gdstermektedir. SIMA hicre hattinda goértlen ifade azalisinin
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sebebi bu bdlgenin 6. kromozomun p21 bolgesi ile yer degistirmesinden kaynakl gen
islevinin kaybolmasi olabilir. Yapilan ¢alisma sonucu MYCN amplifiye olan hicre
hatlarinda NEK6 geninin ifadesinde genel bir azalis gézlemlenmisse de bu azalis
hicrelerin apoptoza indiklenmesi icgin yeterli olmamistir. NEK6 gen ifadesindeki
azalig hucre kultura sartlar ile iligkili olabilir. Bagka bir degisle, in vitro kosullarda
hicrelerin maruz kaldigi stres sonucu NEK6 geninin ifadesi yeniden dlzenlenmis ve

hicre dongusu durdurulmaya c¢alisiimig olabilir.

Chromosome 9 - NC_000009.11

[ 126768556 b [1a7239379 b
LOC100S0555E HEK G e—— GPR144
LH®2 Locinnl2ansd

PZHET

Sekil 14: NEK6 geninin insan genomundaki konumu
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10783, erisim tarihi 30.05.2013)
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6. SONUG VE ONERILER

Proje kapsaminda yuratilen calisma, iki adet MYCN geni amplifikasyonu
bulunmayan ve bes adet MYCN geni amplifikasyonu bulunan toplam yedi adet hicre
hatti icermektedir. MYCN amlifikasyonu gozlenmeyen hulcre hatlari kontrol grubu
olarak belirlenmis ve MYCN amplifikasyonu bulunan hicre hatlarinda epigenetik
degisiklikleri etkileyen 84 adet genin ifade farkliliklari arastirilmistir. Arastirma sonucu
elde edilen veriler i1s1ginda ifade farklihgi gozlenen genler hedef alinarak MYCN

amplifikasyonu ile iligkisi tartisiimistir.

Noroblastom tumorleri  sitogenetik acgidan oldukga heterojen oldugu
bilinmektedir. Yapilan deneyler ve elde edilen sonuglar i1siginda genetik faktorler
kadar epigenetik degisikliklerin de Noroblastom patolojisinde etkili olabilecegi
kanisindayiz. Bu anlamda, NB tani ve tedavisi siUrecinde epigenetik faktorlerin

arastirilip hedef alinmasinin yararli olabilecegini dusunmekteyiz.

Yapmis oldugumuz bu c¢alisma, Noroblastom hicre hatlarinda epigenetik
degisiklikleri etkileyen belirli genlerde ifade artisi ya da azalis1 oldugunu gostermistir.
Buradan elde ettigimiz bilgiler 1si1dinda, literatirde yetersiz olan, Noroblastom
tumorleri Gzerinde epigenetik faktorlerin etkisi hakkinda énemli bir veri sundugumuz

kanisindayiz.
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