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Sekil 37:

RNA susturulmasi 6ncesinde Kelly hiicre hattinda konsantrasyonlari 2, 4, 8, 16, 32 nanogram
olan iki kat diliisyon serisinde DNA orneklerinin logaritmik verileriyle Cp degerleri arasinda
cizilen grafik.

SIMA hiicre hattinda shRNA 6ncesi ¢aligilmis genomik DNA 6rneklerinde iki kat diliisyon
serilerinde MYCN ve p53 genlerinin PCR amplifikasyon egrileri. Cp degerlerine karsilik gelen

floresans dl¢timleri grafikte gosterildi.
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Sekil 49:

RNA susturulmasi 6ncesinde SIMA hiicre hattinda konsantrasyonlar1 2, 4, 8, 16, 32 nanogram
olan iki kat diliisyon serisinde DNA 6rneklerinin logaritmik verileriyle Cp degerleri arasinda
cizilen grafik.

IMR32 RNA susturulmasi éncesinde MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanli PCR deneyinden
elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.

MHH-NB-11 RNA susturulmas1 éncesinde MYCN ve p53 DNA gercek zamanli PCR deneyin-
den elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.

SH-SYS5Y hiicre hattinda MYCN ve p53 DNA gercek zamanli PCR deneyinden elde edilen
Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.
Kelly hiicre hattinda c-myb susturulduktan sonra MYCN ve p53 DNA gercek zamanli PCR
deneylerinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri. Cp degerlerine karsilik gelen
floresans Olglimleri grafikte gosterildi.

C-myb RNA susturulmasi sonrasinda Kelly hiicre hattinda konsantrasyonlar1 2, 4, 8, 16, 32
nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA 6rneklerinin logaritmik verileriyle MYCN ve
p53 Cp degerleri arasinda gizilen grafik.

Kelly de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ve

MYCN/p53 DNA kopya sayis1 orant.

SIMA hiicre hattinda c-myb susturulduktan sonra MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanli PCR
deneylerinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri. Cp degerlerine karsilik gelen
floresans dl¢limleri grafikte gosterildi.

C-myb RNA susturulmasi sonrasinda SIMA hiicre hattinda konsantrasyonlar1 2, 4, 8, 16, 32
nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA &rneklerinin logaritmik verileriyle MYCN ve
pS3 Cp degerleri arasinda ¢izilen grafik.

SIMAda c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ve

MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani.

IMR32 c-myb RNA susturulmasi sonrasinda MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanli PCR dene-
yinden yinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.

IMR32 de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ile

MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani.
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Sekil 54:

MHH-NB-11 c-myb RNA susturulmasi sonrasinda MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanli PCR
deneyinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.

MHH-NB-11"de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ile
MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani.

Kelly, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 de c-myb shRNA &ncesinde ve sonrasinda

MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlari ile MYCN ekspresyonlart.

MY CN amplifiye hiicre hatlarinda E2F1 shRNA uygulamasindan sonra MYCN
ekspresyonlarindaki degigimler.
MYCN amplifiye hiicre hatlarinda b-myb shRNA uygulamasindan sonra HCDT1

ekspresyonlarindaki degisimler.
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NOROBLASTOM MYCN AMPLIFIKASYONUNDA C-MYB PROTEIN KUMESI ILE
CDT1/GEMININ, P53, SIKLIN A/CDK2, P21 VE P27' NIN ROLU

NEVIM AYGUN
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik ABD, Inciralti/izmir, Tiirkiye.

OZET
Noroblastom, periferal sinir sisteminden koken alan ¢ocukluk ¢agi solid tiimorleri arasinda en sik
goriilen tiimordiir. MYCN geni amplifikasyonu néroblastom tiimoriiniin prognozunu koétii yonde
etkiler.  MYCN amplifikasyonunun nasil olustugu tam olarak bilinmemektedir. Gen
amplifikasyonlar1 insan kanserlerinde tiimoral bir davranisin sonucu olarak olusabilmektedir.
Diger organizmalarda da gen kopya sayisi artist meydana gelebilir. Drosophila melanogaster'in,
normal gelisimsel siirecinde chorion genlerinin kopya sayisi, amplifikasyon kontrol elemani
(ACE3) dizisine baglanan myb protein kiimesi ile diizenlenir. Chorion amplifikasyonunu
indiikleyen kiimede myb ve E2F1, baskilayan kiimede myb, E2F2 ve 1(3)mbt proteinleri yer alir.
Drosofila'da genel genomik amplifikasyonda ise DUP ve geminin rol alir. Bu tez ¢alismasinda
da myb benzeri bir protein kiimesinin MYCN geni amplifikasyonunu kontrol edebilecegi
ongoriilerek MYCN amplifiye Noroblastom hiicre hatlarinda, Drosofila’da tanimlanmis
proteinlerin insan ortologlar1 c-myb, b-myb, a-myb, E2F1, HL3MBTL ve hCdtl/gemininin
rolleri arastirildi. Kelly, IMR32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre hatlarinda; c-myb, HL3MBTL,
E2F1, hCdtl, p21, geminin, b-myb ve kontrol olarak EGFP ye 6zgiil ShRNA ‘lar1 igeren plazmid
vektorlerle RNA susturulmasi gergeklestirildi. Susturma oncesinde ve sonrasinda MYCN, c-
myb, HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21, geminin, b-myb ve referans HPRT1'in mRNA diizeyleri ve
MYCN ile referans p53 genleri DNA kopya sayisi oranlar1 gercek zamanli PCR deneyleriyle
belirlendi. Sonugta; Kelly ve SIMA'da c-myb geni mMRNA's1 baskilandiginda; MY CN/p53
genomik DNA kopya sayisi oraninda sirasiyla %21,09 ve %104,02 diizeyinde bir artma, IMR32
ve MHH-NB-11'de ise sirasiyla %54,11 ve %78,25 diizeyinde bir azalma goriildii. Ayrica
MYCN mRNA ekspresyon diizeyi MHH-NB-11 (%66,81), SIMA (%44,44) ve IMR32 de
(%37,43) azalirken Kelly'de (%27,14) artti. Bu durumda, c-myb MYCN geni kopya sayisini
Kelly ve SIMA'da azaltma yoniinde, IMR32 ve MHH-NB-11"de artirma yo6niinde etkilemistir.
Sonug olarak; c-myb ile MYCN amplifikasyonunun iligkili oldugu goriilmektedir. Noroblastom

tedavisinde c-myb bir ilag hedefi olarak segilebilir.

Anahtar Kelimeler: MYCN amplifikasyonu, Noroblastom, C-myb ekspresyonu



THE ROLES OF C-MYB PROTEIN COMPLEX AND CDT1/GEMININ, P53, CYCLINA/
CDK2, P21, P27 FOR THE MYCN AMPLIFICATION IN NEUROBLASTOMA

NEVIM AYGUN
Dokuz Eylul University, Medicine Faculty, Department of Medical Biology and Genetics, Inciralti/lzmir, Turkey.

ABSTRACT
Neuroblastoma is the most common tumor in pediatric solid tumors which derive from the
peripheral nervous system. MYCN gene amplification give rise to the poor prognosis in
neuroblastoma tumors. The mechanism of which the MYCN amplification is formed has been
clearly unknown yet. Gene amplifications may form due to tumoral behaviour in human cancers.
Increased gene copy numbers occur in also other organisms. Chorion gene copy numbers are
regulated by the myb protein complex that bind to ACE3 during the normal developmental stage
of Drosophila melanogaster. Myb and E2F1 take part in complex that induce chorion
amplification and the myb, E2F2 and I(3)mbt proteins participate in the prevention complex. On
the other hand, DUP and geminin play role in general genomic amplification of Drosophila. In
this thesis study, myb-like protein complex was hypothesized that may control the MYCN gene
amplification. And, the roles of human orthologs that are termed as c-myb, b-myb, a-myb, E2F1,
HL3MBTL and hCdtl/gemininin related to defined proteins in Drosophila were investigated in
neuroblastoma cell lines. RNA interference was performed by using plasmid vectors that include
shRNA sequences specific to c-myb, HL3AMBTL, E2F1, hCdtl, p21, geminin, b-myb and control
EGFP in Kelly, IMR32, MHH-NB-11 and SIMA cell lines. The mRNA levels of MYCN, c-myb,
HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21, geminin, b-myb, reference HPRT1 genes and ratios of the DNA
copy numbers of MYCN and reference p53 genes were determined by real time PCR assays
during pre- and post-RNA interference. In conclusion, when the c-myb expression was
interferenced through shRNA vector system in cell lines, the ratios of MYCN/p53 DNA copy
number increased in Kelly (21.09%) and SIMA (104.02%) cell lines and decreased in IMR32
(54.11%) and MHH-NB-11 (78.25%) cell lines. In addition, MYCN gene expression decreased
in MHH-NB-11 (66.81%), SIMA (44.44%) and IMR32 (37.43%) cell lines and increased in
Kelly (27.14%) cell line. According to present findings, while c-myb acts to decrease the MYCN
copy number in Kelly and SIMA, it acts to increase in the IMR32 and MHH-NB-11 cell lines.
Consequently, it was seen that c-myb and MYCN amplification are related with each other. C-
myb may select as a drug target in neuroblastoma therapy.
Key Words: MYCN amplification, Neuroblastoma, C-myb expression



1- GIRIS ve AMAC

Noroblastom tiimorii goriilen hastalarin 6nemli bir bolimiinde MYCN geni kopya
sayisinin arttigi gézlenmektedir (1-3). Gen amplifikasyonu; memeli, bitki, hayvan ve mayalarin
iiyesi oldugu okaryotik organizmalarin yani sira pek ¢ok tek hiicrelilerin iiyesi bulundugu
prokaryotlarin genomunda da olusabilmektedir (4,5). Gen amplifikasyonlar1 kanserlerde tiimoral
bir davranisin sonucu olarakta meydana gelebilmektedir (6). Ayrica gen amplifikasyonlarinin
meyve sinegi Drosophila melanogaster'in, normal gelisimsel siireci sirasinda dis kabugunun
yapilandirilabilmesi i¢in X ve 3. kromozomlarinin chorion genlerinde de tetiklenebildigi rapor
edilmistir (7). Bu rapor edilen calismada, Drosophila’ da chorion genlerinde amplifikasyon
kontrol eleman1 (Amplification control element 3, ACE3) adi verilen bir dizi tanimlanmistir.
Daha sonra ACE3’iin, myb protein kiimesi ile etkileserek gen kopya sayisi artigini diizenledigi
gosterilmistir (8). Bu ¢alismada chorion amplifikasyonunu pozitif yonde indiikleyen kiime iginde
myb ve E2F1'in bulundugu, negatif yonde tetikleyen kiimede yine myb ve ayrica E2F2 ile lethal
(3) malignant brain tumor (I(3)mbt) proteininin yer aldig1 belirlenmistir.

Diger taraftan, Drosophila’da double-parked (DUP) ad1 verilen replikasyondan sorumlu bir
proteinin genomik re-replikasyonu sagladigi gosterildi (9). Bu calismada DUP’un karboksi
terminal kisminin, Drosophila chorion geninin amplifikasyonunda rol oynayan hiperaktif bir
protein oldugu belirlendi. DUP, insanlarda bulunan yine replikasyonda gorevli hCdtl’in
ortologudur (10). Bu replikatif protein insanlar ve diger organizmalarda korunmustur (11).
Insanlardaki hCdt1 proteini, hiicrelerin G1 evresinde olusan pre-replikatif kompleksin (pre-RC)
iginde yeralmaktadir (10). Bu c¢alismada, bir kez replikasyon orijininden DNA sentezi
basladiktan sonra hiicrede ipligin tekrar sentez edilmesini Onlemek {iizere siklinA/cdk2 ile
hCdtl’in N ucunun fosforillendigi belirtilmektedir. Ayrica fosforile olduktan sonra hCdtl

yikimimin gergeklestigi vurgulanmaktadir. Diger taraftan insanlarda hCdtl kontroliiniin Geminin
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ile de saglandig1 gosterilmistir (12). Ayni1 ¢alismada Gemininin, hCdtl’i baskilayan bir inhibitor
oldugu belirtilmistir. Drosophila’da da insan Geminin proteininin ortologu tanimlanmistir (13).
Bu c¢alismada Drosophila Geminin proteininin  DUP ile kompleks olusturarak DNA
replikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.

Cesitli kanser hiicre hatlarinda, hCdt1/Geminin protein ve mRNA ekspresyon oranlari ile
timoriin tipi, klinik davranisi ya da molekiiler patolojisi iligkilendirilmistir (14). Ayrica memeli
kanser hiicrelerinde, yiiksek hCdt1l-Geminin oraninin re-replikasyona neden oldugu rapor edildi
(15). Aym c¢alismada hCdtl'in memelilerde onkogen olarak fonksiyon gosterebilecegi
Onerilmistir. Diger taraftan p53 ekspresyonu negatif olan H1299 akciger kanser hiicre hattinda
asirt hCdtl ekspresyonunun genomik re-replikasyona yol agtigi gosterildi (16). Bu caligmada
ayrica p53 ekspresyonu pozitif olan A549 akciger kanseri hiicre hattinda ise hCdtl
ekspresyonunun bazal diizeyde kaldigi ve genomik re-replikasyona yol agmadigi rapor edildi.
Yine aymi ¢aligma da, p53 proteininin cdk2 inhibitdrii p21 ve p27'yi indiikleyerek hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini G1’de durdurdugu gosterilmistir. Bununla birlikte Drosophila DUP
proteininde oldugu gibi insan hCdtl proteininin, herhangi bir genomik segmentin
amplifikasyonunda rol oynadigi bilinmemektedir. Drosophila gen amplifikasyonunda rol
oynayan myb ve ilgili protein kiimesi elemanlarina benzer fonksiyonel ortologlarin insanlarda da
bir genin veya lokusun amplifikasyonuna yol agabilecegi diisiiniilebilir.

Bu yiizden 6n ¢alismada, ilk dnce Drosophila’da amplifikasyonu kontrol eden ACE3
dizisini kapsayan bolgenin DNA dizisi ile insan tiimorlerinde amplifiye olan pek ¢ok onkogenin
oniinde yer alan 5’-upstream dizileri, LFASTAn programi kullanilarak karsilastirildi. Ozellikle
noroblastom'da amplifiye olan MYCN onkogeni upstream dizisi ile Drosophila ACE3 dizisini
iceren bolge arasinda Oonemli oranda 6zdeslik bulundu. Bu bdlgede c¢akisan DNA dizilerinin

Ozdeslik oran1 tam olarak % 43,545 idi. Bu sonug, dizilerin evrimsel bir siire¢te korunmus
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olabilecegini ve Drosophila’da chorion geni amplifikasyonunu regiile eden myb kiimesine
benzer bir protein grubunun insanlarda da MYCN amplifikasyonunu regiile edebilecegini
disiindiirmektedir.

Simdiye kadar MYCN amplifikasyonunun nasil olustugu konusuyla ilgili olarak bazi
hipotezler 6ne strilmiistiir (17 ). Bir hipoteze gére, MYCN nin art arda replike olarak yeni bir
kromozomal bélgeye yerlesim gosterebilecegi dile getirilmistir. Bir baska ongoriide ise; 2p24
lokusunda esit olmayan kardes kromatid degisimiyle, MYCN'in tandem gen artisinin meydana
gelebilecegi ve daha sonraki gen amplifikasyonuna neden olabilecegi 6ne siiriilmiistir (1).
Bununla birlikte amplifikasyon mekanizmasi bilinmemektedir.

Bu tezin amaci; MYCN geni amplifikasyonunun hangi diizenekle olustugunu ortaya
koyabilmektir. Drosophila chorion geni amplifikasyonunu regiile eden myb kiimesine
fonksiyonel olarak benzer bir protein grubu MCYN geni amplifikasyonunda da etkin bir rol
oynayabilir. Bu nedenle tezin 6n ¢alismasinda TFSEARCH yazilimi ile ACE3 ile benzerligin
tanimlandigt MYCN geni 5’-upstream bolgesine hangi transkripsiyon faktorlerinin baglandigi
arastirildi. Buraya baglanan transkripsiyon faktorleri arasinda myeloblastosis viral onkogen (v-
myb) homologu c-myb ve E2F1'in bulunmasi dikkati ¢ekmektedir. Ciinkii Drosophila chorion
amplifikasyonunda pozitif yonde indiiksiyonu saglayan kiimede myb ve E2F1 birlikte
bulunmaktadir (8). Insanda; a-myb, b-myb ve c-myb ile Drosophila melanogaster “in myb
proteini ayni myeloblastosis viral onkogen ailesinin tiyesidirler (18). E2F1 ise Drosophila, insan
ve diger pek ¢ok organizmada bulunan oOkaryotik bir transkripsiyon faktoriidiir (19). Sonug
olarak; tezde yapilan bu bioinformatik 6n ¢alismalarinin ve literatlir bilgisinin 1s18inda, MYCN
amplifiye olan néroblastom hiicre hatlarinda genin amplifikasyonunun tetiklenip regiile
edilmesinde, c-myb, b-myb, a-myb, E2F1, HL3MBTL, hCdtl/Geminin, SiklinA/cdk2, p53, p21

ve p27 molekiillerinin fonksiyonel etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Ayrica, MYCN
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amplifikasyonunu tetikleyip regiile eden bir c-myb protein kiimesi varsa bu kiimede yeralan c-
myb ve E2F1" in 6zgiil olarak baglandigi DNA bolgesinin niikleotid baz dizisinin belirlenmesi

hedeflenmektedir.
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2- GENEL BILGILER

Gen amplifikasyonlari; 6zellikle solid timdérlerde MYCN, MDM2, EGFR, ERBB2, C-
MYC ve TYMS gibi pek ¢ok protoonkogende goriilebilen genomik degisikliklerdir (1).
Amplifiye olan lokuslarda ilgili protoonkogenlerin kopya sayilar1 artis gostermektedir. Solid
timdrler arasinda yeralan noroblastomaya tiim cocukluk ¢agi kanserleri arasinda % 8-10
oraninda rastlandig bildirilmistir (20). Bu ¢alismada ayrica néroblastomanin santral sinir sistemi
disinda tutulum gosteren cocukluk cagi solid tiimorleri arasinda en sik goriilen tiimor oldugu
rapor edilmistir.

Noroblastoma tliimorlerinin 6nemli bir bélimiinde MYCN onkogeni amplifikasyonu
gozlenebilmektedir (1-3). MYCN geni 2p24 kromozomal lokusunda yerlesim gostermektedir.
MYCN amplifiye oldugu zaman ya bulundugu lokusa ya da 17. kromozom gibi farkli
kromozomlar igine yerleserek homojen boyanan bolgeleri (homogenously staining region, hsr)
olusturabilirler. Ayrica amplifiye olan MYCN geni kopyalarindan olusan kiigiik kromozom
parcalarida (double minutes, dmins) herhangi bir kromozoma yerlesmeden niikleus iginde
serbestge bulunabilmektedir (1). MYCN genini amplifiye olmaya iten neden ya da nedenler
konusu ile ilgili pek ¢ok arastirma yapildi (17). Ancak hala MYCN amplifikasyonunun neden ve
nasil olustugu konusunda hipotezler kanitlanmis degildir. Bu hipotezlerden birine gore,
replikasyon sirasinda MYCN ard arda kopyalanma islemi tekrarlanmakta ve yeni bir
kromozomal bolgeye yerlesmektedir. Bir baska ongoriiye gore; 2p24 lokusunda esit olmayan
kardes kromatid degisiminin MYCN'in tandem gen artisina Yol a¢tigi ve daha sonraki gen
amplifikasyonunu tetikledigi 6ne stirtilmistiir (1).

Farkli organizmalarda goriilen gen amplifikasyonlarinin mekanizmalar1 iizerine de ¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir (4,5). Ozellikle Drosophila melanogaster'in gelisimi sirasinda, X

ve 3. kromozomlarinin chorion genlerinde, ¢esitli amfibi oositlerinin rRNA genlerinde ve avian
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miyogenezi sirasinda aktin genlerinde amplifikasyonun nasil olustugu ile ilgili olarak
arastirmalar gerceklestirilmistir (4). Bu arastirmalar arasinda Drosophila chorion geni
amplifikasyonu ile ilgili mekanizma in vivo ve in vitro deneylerle 6nemli oranda agikliga
kavusturulmustur (7,8). Bu c¢alismalar incelendiginde, chorion genlerinin amplifikasyonunda,
ACE3 adi verilen dizilerin bir kontrol merkezi gibi calistiginin rapor edilmesi dikkati
cekmektedir. Chorion genleri Oniinde yeralan DNA bolgesinde ACE3 dizisi amplifikasyon
kontroliinii myb ad1 verilen bir transkripsiyon faktoriiniin devreye girmesiyle saglamaktadir (8).
Ayni ¢aligmada myb'in ACE3 amplifkasyon kontrol merkezine 6zgiil olarak baglandiktan sonra
ilgili baska proteinlerle birlikte kiime halinde chorion geninin kopya sayist artisint diizenledigi
belirlendi. Bu kiime iginde yeralan tiim proteinler heniiz tanimlanamamistir. Ancak chorion
amplifikasyonunu pozitif yonde indiikleyen kiime iginde myb ve E2F1'in bulundugu, negatif
yonde etkileyen kiimede yine myb ve ayrica E2F2 ile 1(3)mbt’ nin yer aldig belirtilmektedir (8).
Goriildiigt gibi myb kiimenin her iki etkisi icinde ACE3" te bagli bulunmaktadir.

Drosophila® da chorion geni amplifikasyonu diginda genel genomik amplifikasyonda
goriilebilmektedir. DUP adi1 verilen replikasyondan sorumlu bir protein genomik re-replikasyona
yol actig1 rapor edilmistir (9). DUP un kontroliidde siklinE/CDK2 ile saglanir. SiklinE/CDK2
hiicrelerin  re-replikasyonunu  Onleyebilmek i¢in DUP'un amino wucunu fosforiller.
Fosforilasyonla S fazinda DUP degrade edilir (9). Ayn1 ¢alismada, ayrica DUP’un karboksi
terminal kismmin genomik re-replikasyondan ziyade Drosophila chorion geninin
amplifikasyonunda rol oynayan hiperaktif bir protein oldugu da gosterildi. Insanlarda da
replikasyonda gorevli olan hCdtl, DUP'un ortologudur (10). Ayrica bu replikatif protein diger
bazi organizmalarda da korunmustur (9,11).

HCdt1 proteini, hiicrelerin G1 evresinde olusan pre-replikatif kompleksin (pre-RC) bir

tiyesidir. Bir kez replikasyon orijininden DNA sentezi baslarsa hiicrede ipligin tekrar sentez
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edilmesini Onlemek tlizere DUP'ta oldugu gibi siklinA/cdk2 kompleksi ile hCdtl’in N ucu
fosforillenir. Fosforilasyondan sonra hCdtl degrade olur (10,12). Bununla birlikte, hCdtl'in
Drosophila DUP’ ta oldugu gibi, C ucunun herhangi bir genomik segmentin amplifikasyonunda
etkili oldugu konusunda bir yaymn bulunmamaktadir. insanlarda hCdt1 kontrolii Geminin ile de
saglanmaktadir. Geminin, hCdt1’i baskilayan bir inhibitordiir (13). Drosophila® da da insan
Geminin proteininin ortologu bulunmaktadir. Drosophila geminin proteini de DUP ile kompleks
olusturarak DNA replikasyonunu baskilar (9). Ayrica memeli hiicrelerinde ve Drosophila’ da
geminin eksikliginin normale gore biiyiik bir ¢ekirdegin olusmasina yol a¢tig1 ve re-replikasyona
sebep oldugu rapor edilmistir (12).

Cesitli kanser hiicre hatlarinda, hCdtl/Geminin ekspresyon oranlari incelenmistir. Bu
konuda tiimorijenik hiicre hatlar1 (Saos, MDAMB231, Hela, MCF7, Lncap, HT1080 ve U20S)
ile bir primer hiicre hatti (human foreskin fibroblasts, HFF) hCdtl ve Geminin protein
ekspresyon diizeyleri agisindan karsilagtirllmistir. Tiimorijenik hiicre hatlarinda, primer HFF
hiicre hatlarina gére hCdtl/Geminin ekspresyon oranlarmin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
HCdt1/Geminin protein ve mRNA ekspresyon oranlarinin timdriin tipi, agresif seyri ya da
molekiiler patolojisiyle ilgili olabilecegi 6ngoriilmiistiir (14). Bir diger ¢calismada; memeli kanser
hiicrelerinde, yiiksek hCdtl/Geminin oraninin re-replikasyona neden oldugu rapor edilmistir
(15). Ayrica hCdtl'in fare aday ortologu olan Ris-2 proteininin onkojenik potansiyel
gostermesinden dolayi, hCdtl™ in de memelilerde onkogen olarak fonksiyon gosterebilecegi
diistiniilmektedir (16).

Bununla birlikte p53 ekspresyonu negatif olan H1299 akciger kanseri hiicre hattinda
hCdtl’in asir1 ekspresyonunun genomik re-replikasyonu tetikledigide gosterilmistir (16). Ayni
calismada p53 ekspresyonu pozitif olan A549 akciger kanseri hiicre hattinda ise hCdtl

ekspresyonunun bazal diizeyde kalip genomik re-replikasyonun gerc¢eklesmedigi rapor edilmistir.
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Diger taraftan, MDM2 ekspresyonunun artmasi ile p53°tn baskilandigi ve hCdtl
ekspresyonunun arttigi goériilmiistiir. Bu asamada re-replikasyonun yeniden meydana geldigi
belirlenmistir (16). Yine ayn1 ¢alismada, A549 kanser hiicre hattinda p53 eksprese oldugunda
cdk2 inhibitorlerinden biri olan p21’in indiiklendigi ve hiicre dongiisiiniin G1’de durdugu
gosterilmistir. Ayni hiicre hattinda bir diger cdk2 inhibitorii p27°nin de asir1 diizeyde eksprese
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte insanlarda veya hiicre hatlarinda hCdt1'in (Drosophila
DUP’ ta oldugu gibi) herhangi bir genin amplifikasyonunu tetikledigi ile ilgili deneysel bir veri
rapor edilmemistir.

Bu tezin ¢ikis kaynagini olusturan ©On c¢alismasinda, ilk o6nce Drosophila® da
amplifikasyonu kontrol eden ACE3 dizisini kapsayan bolgenin DNA dizisi ile insan
timorlerinde amplifiye olan pek ¢ok onkogenin upstream dizileri, LFASTAn programi ile
karsilastirildi. Ozellikle néroblastom™ da amplifiye olan MYCN onkogeni upstream dizisi ile
Drosophila ACE3 dizisini igeren bolge arasinda 6nemli oranda 6zdeslik vardi. Bu bolgede
0zdeslik orani tam olarak % 43,545 idi ve bastan sona dizilerde bir ¢cakismanin olmasi dikkat
¢ekiyordu. Acaba bu diziler evrimsel siirecte korunmus olabilir mi?

Diger bir 6n ¢alismada, TFSEARCH programi kullanilarak bu benzerligin tanimlandigi
bolgelere hangi transkripsiyon faktorlerinin  baglandigi incelendi. Buraya baglanan
transkripsiyon faktorleri arasinda v-myb myeloblastosis viral onkogen homologu c-myb’ nin
bulunmas: dikkati bu proteine yogunlastirmay: sagladi. Insanda; myeloblastosis viral onkogen
ailesinin diger tiyeleri b-myb ve a-myb ile birlikte bulunan c-myb; Drosophila melanogaster” in
myb proteini ile iligkilidir (18). insanda da Drosophila myb protein kiimesinde yer alan bazi
proteinlerin ortologlar1 bulunmaktadir. Ancak insanlarda bdyle bir myb protein kiimesi

tanimlanmis degildir. Ozellikle c-myb’nin insanlarda hematopoetik sistemin immatiir hiicre
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proliferasyonunda gorev aldigi bilinmektedir (21). Matiir hiicrelerin terminal farklilasmasi
sirasinda ekspresyonu azalmaktadir.

Ayrica ¢ok sayida noroblastom hiicre hatlarinda ve primer tiimérlerde eksprese olduklari
belirlenmistir (21). Bir diger myb ile iliskili protein olan b-myb nin ise prolifere olan pek ¢ok
hiicre tipinde ekspresyon diizeyi artmaktadir. Noroblastoma tiimor dokusu 6rneklerinde, b-myb
ekspresyonunun MYCN amplifikasyonundan bagimsiz ancak tamamlayici olarak oliim riski
artmis ileri evre ile birliktelik gosteren kotli prognostik bir faktor oldugu rapor edilmistir (21). B-
myb protein diizeyi uzun yari-Omiirlerinden dolayi, hiicrenin tiim evrelerinde sabit
kalabilmektedir. Ancak erken G1 evresinde Siklin D1'in direkt baglanmasiyla, b-myb
transaktivasyonu engellenmektedir. Hiicre dongiistiniin G1/S gegisinde Siklin D1 mRNA diizeyi
diiserken b-myb serbest kalmaktadir (22). B-myb'nin SiklinA/cdk2 kompleksi ile
fosforillenmesiyle hedef genlerin S fazindaki transkripsiyonu gergeklesmektedir (23-25). Ayrica
megakaryoblastlarda b-myb asir1 eksprese oldugunda hem S- fazina gecen hiicre sayist hem de
endoreplikasyona ugrayan hiicrelerin arttigi rapor edilmistir (26). Megakaryoblastlarin terminal
farklilagsmalar1 sirasinda poliploidizasyona ugramalari olagan bir sitirectir. Bu hiicrelerde b-myb
baskilandiginda ise S-fazina ilerleyen hiicrelerde bir diisiis ile endoreplike olan DNA sentezinde
bir azalma goézlenmektedir (26). Bu durumda mitoza giren hiicre sayisindaki artigla birlikte
megakaryoblastlarda kromozomal instabilitede goriilmektedir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda, MYCN amplifiye olan ve olmayan néroblastom hiicre
hatlarinda negatif ve pozitif yonde amplifikasyonun diizenlenmesinde, c-myb protein kiimesinin,
ilgili diger myb ftyeleri b-myb, a-myb ile hCdtl/Geminin, SiklinA/cdk2, p53, p21 ve p27
molekiillerinin fonksiyonel etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica eger MYCN
amplifikasyonunu kontrol eden bdyle bir c-myb protein kiimesi varsa bu kiimenin 6zgiil olarak

baglandigi DNA dizisinin (Drosophila-ACE3 gibi) belirlenmesi hedeflendi.
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3- GEREC ve YONTEMLER
3.1- Deney Sistemlerinin Kuruldugu Hiicre Hatlari:

Tiim bes hiicre hattt Almanya DSMZ Kkiiltiir koleksiyonundan satin alindi. Tezde deneyler,
Kelly (ACC 355), IMR32 (ACC 165), SIMA (ACC 164), MHH-NB-11 (ACC 157) ve SH-SY5Y
(ACC 209) noroblastoma hiicre hatlarinda gerceklestirildi. SH-SYS5Y hiicre hattinda MYCN geni
kopya sayisi iki ya da ii¢ kopyadir. Diger dort hiicre hattinda ise MYCN geni kopya sayilar1 10
dan yiiksektir.

Kelly hiicre hattinda DSMZ" ye ait sitogenetik verilerde der(17) hsr ye neden olan 100 kat
N-myc amplifikasyonunun goriildiigii rapor edilmektedir. Kelly, hiicre kiiltiirlerinde yapigarak
tek tabaka ya da ¢ok katmanli halde tireyebilmektedir. Hiicre sayilarini 30 ila 40 saatte iki katina
cikarabilme kapasitelerine sahiptir. DSMZ tarafindan bildirilen sitogenetik karyotiplendirmede
% 20 poliploidi ile near-diploidinin ve 2p24 hsr'nin bulundugu goriilmektedir. Hsr bolgeleri geg

evre noroblastom i¢in tipiktir.

Sekil 1: Kelly hiicre hattina ait bir fotograf.

Kelly karyotip: 46-47<2n>X, -7, -8, +16, +22, +2mar, del(1)(p34), t(2;7) (p12; q11), add(4)(p15.3),
add(5)(p15), add(9) (q34), add(10)(q24), add(11)(q24), add(14) (932), ins(17;2)

(021;p24 hsr)x2; del(1p34)
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IMR32'de hiicreler, tek tabaka halinde biiyiiyen fibroblast-benzeri yapisarak iirerler. DSMZ nin
karyotiplendirmesine gore hiperdiploid karyotip rapor edildi. Karyotipte N-myc geninin amplifi-

ye oldugu hsr bolgesi ve dengesiz t(1;17) goriilmektedir.

Sekil 2: IMR32 hiicre hattina ait bir fotograf.
IMR32 karyotip: 49(44-51)<2n>XY, +1, +6, +12, der(1)t(1qter->1p34::hsr::17q22->qter) x2,

add(16)(q24); del(3) (p14), add(7)(q35), del(9)(q34), add(19)(q13)

MHH-NB-11 hiicre hatti metastaz yaptig1 adrenal bolgeden kurulmustur. DSMZ tarafindan
hiicrelerin 20 kat N-myc amplifikasyonu tasidig: rapor edilmektedir. MHH-NB-11"de, IMR32 de

oldugu gibi tek tabaka olarak biiyliyen fibroblast benzeri yapisan hiicrelerden olugsmaktadir.
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Sekil 3: MHH-NB-11 hiicre hattina ait bir fotograf.

MHH-NB-11 karyotip: Bimodal hyper-, diploid/ tetra-ploid; 54(48-54)<2n>XY,+1, +1, +2, +6, +7,

+8, +13, +20, der(1)t(1;?)(p32;?)x2,der(13) t(13;?2HSR)(q33;72p23)

SIMA hiicre hatti, noroblastom evre-3 olarak derecelendirilmis, tedavi sonrasi cerrahi olarak
¢ikarilmig adrenal tiimor dokusundaki hiicrelerden kurulmustur. Hiicre sekilleri bipolar olarak
goriilmektedir. Tek tabaka halinde ya da odaklar olusturarak biiyiiyen yapisan hiicrelerden
olusmaktadir. DSMZ tarafindan, % 3,5 poliploidi ile hipotetraploid karyotip bildirilmektedir.
Ayrica her bir hiicrede t(1;17) ile birlikte 50-100 kopya NMYC amplifikasyonu ve dmin’ lerin

bulundugu rapor edildi.
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Sekil 4: SIMA hiicre hattina ait bir fotograf.

SIMA karyotip: 88/89<4n>XXY/XXYY, -Y, -11, -17, -17, der(1gh++)t(1;17) (p34-35;q12)

x2,1(6;9)(p21;033)x2, 2inv(12)(q21q24)x2, der(22)t(17;22)(q21;p12)x2

SH-SY5Y hiicre hatti, metastatik néroblastomlu bir hastanin kemik iligi biyopsisinden kurulmus
olan SK-N-SH néroepitelyom hiicre hattinin klonal alt tipidir. Epitele benzer hiicreler tek tabaka
olarak ya da yiiksek yogunlukta kiiltiirlendiginde hiicre kiimeleri halinde biiyiirler. DSMZ

tarafindan % 1.8 poliploidi ile diploide yakin karyotip rapor edildi.
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Sekil 5: SH-SYS5Y hiicre hattina ait bir fotograf.

SH-SYS5Y karyotip: 46/47(42-48)<2n>X /XX, +7, ins(1)(q32q11g43), add(9)(q34),

der(22)t(?17;22)(922;913)

3.2- Bioinformatik Analiz:
-Drosophila’da amplifikasyonu kontrol eden ACE3 dizisini kapsayan bolgenin DNA dizisi ile
insan tiimdrlerinde amplifiye olan MYCN onkogeni ile birlikte pek ¢ok diger onkogenin 5°-

upstream dizileri, LFASTAnN (http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cqi-bin/Ifastan_in.pl) prog-

rami kullanilarak karsilastirildi. Diziler arasindaki 6zdeslik oranlari ve benzerligin gorildigi
bolgelerin lokasyonlari belirlendi.

- Ayrica TFSEARCH programu (http://www.cbrc.jp/research/db/TEFSEARCH.html) kullanilarak

0zdesligin tanimlandigi bolgelere hangi transkripsiyon faktorlerinin baglandigi belirlendi.
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3.3- Hiicre Hatlarinda MYCN Geni Amplifikasyonunun FISH ile Gosterilmesi (27):

Tiim bes hiicre hatt1 25 cm? flaskta bliyiitiildiikten sonra hiicreler HBSS ile yikanip tripsin-EDTA
(IMR32°de tripsin-EDTA kullanmadan direk kaldiriliyor, kat:Biochrom 12143, 10t:089B) ile
kaldirilarak 5 ml ortamlar1 iginde kirmizi kapakli polisitiren steril tiiplere aktarildi.

-Hiicrelere 80 pul kolsemid eklendi. Dikkatlice tiipler karistirildi. Daha sonra 30 dk 37° C'lik su
banyosunda bekletildi. Bu asamadan sonra 10 dk 300 g' de santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii ve
sulu faz atild1.

-Dipte kalan hiicre ¢okelegine karistirict tizerinde 8 ml 0.075 M hipotonik ¢ozeltisi (Biochrom
cat:L6413) ilave edildi. Sonra 37 °C su banyosunda 30 dakika bekletildi. Bekledikten sonra 10
dakika 300 g" de santrifiigasyonla iistteki siv1 faz atildu.

-Hiicre ¢okeleginin iizerine taze hazirlanmis 5 ml fiksatif (3:1; metanol:glasiyel asetik asit)
karisimi eklendi. Karistiric1 lizerinde homojenize edildikten sonra yine 10 dakika 300 g de
santrifiij edildi. Bu asamadan sonra 4-5 kere daha, dipte kalan ¢okelek beyaz bir goriiniim
alincaya dek fiksatif ile yikandi.

-Son fiksatif taze hazirlanarak ilave edildikten sonra dipte kalan ¢okelek iyice homojenize edildi.
Ve ince uclu cam damlatma pipeti ile temiz bir lam {izerine hiicreler damlatildi. Damlatmadan
sonra lamlar 15 dakika oda sicakliginda kurutulduktan sonra FISH deneyi uygulanmaya
baglandi.

-FISH analizi i¢in 6nce lamlar incelenerek floresan isaretli MYCN geni lokusuna 6zgiil prob ile
hibridizasyonun gerceklesecegi alanlar tarandi. Lamin hiicre cekirdegi yogunlugu acgisindan
(Hiicre cekirdekleri seyrek olmamakla beraber sikisik da olmamalidir) en uygun alani olduguna
karar verilen bolgesinin siirlari cam ¢izer alet ile siirlandi.

-Lamlar daha sonra bir cam sale i¢inde hazirlanan 6n yikama soliisyonu i¢ine daldirildi. Bu

s6liisyon 2xSSC ve % 0,5 NP40 dan olusmaktadir. Once 5 ml 20xSSC stok ¢dzeltiden alinarak
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45 ml distillenmis su ile karistirildi. Karisima 250 pl NP40 eklendi. Bu sale 37 °C su banyosuna
konuldu. Salenin i¢indeki sicaklik 37 °C" ye geldikten sonra lamlar igine yerlestirildi. Bu sale
i¢ine lamlar 30 dakika bekletildi.

-Daha sonra lamlar % 70, % 85 ve absolii olarak hazirlanmis ectanol ¢ozeltilerinde oda
sicakliginda sirasiyla ikiser dakika bekletildi.

-Bu asamadan sonra lamlarin tizerindeki niikleuslar iginde DNA ipliklerinin denatiire edilmesi
islemi gergeklestirildi. Denatiirasyon i¢in sale icinde % 70 formamid/2xSSC soliisyon karigimi
hazirlandi. Bunun i¢in 35 ml formamid aliip 5 ml 20xSSC ile karistirildiktan sonra 10 ml distile
su eklendi. Cozeltinin pH" s1 25 pl HCI eklenerek 7-8'e ayarlandi. Denatiirasyon ¢dzeltisinin
salesinin su banyosunda sicaklig1 70 °C’ ye getirildi.

-Sonra alkol serilerinden gegirilerek kurumasi beklenen lamlar sale igine aktarilarak iki dakika
niikleus i¢cindeki DNA" nin denatiirasyonu gerceklestirildi.

-Lamlar -20 °C’ de sogutulmus alkol serilerinde (%70, %85 ve absolii etanol) ikiser dakika
bekletildi.

-Daha sonra MYCN probu denatiirasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in 2 ml'lik ependorf tiiplinde
MYCN probu (Qbiogen, kat: PONC0224, lot: 77280000) buz igine alindi. Probun iginde
bulundugu ependorf tiipiiniin agz1 parafinlenerek otoklav bandiyla sikica kapatildi. Ependorf
tiipii i¢indeki prob, 96 °C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek denatiire edildi.

-Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra prob 8-10 sn ¢evrildi. Temiz bir lamel {izerine 10 pl prob
eklendi. Bu lamel, denatiire durumda bulunan hiicrelerin iizerinde bulundugu lamlarin
hibridizasyon alani olarak isaretlenen bolgesine kapatildi. Lamel kapatildiktan sonra kenarlari
hava girmemesi i¢in yapistirici (fixo gum) ile kapatildi.

-Bir beherin etrafi aliiminyum folyoyla kapatilirak igerisine 20-30 ml distile su konuldu. Lamlar

bir tastyici vasitasiyla igine yerlestirildi. Beher bir gece 37 °C’de CO;" siz inkiibatorde bekletildi.
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-Ertesi giin hibridizasyon sonrasi yikamalar yapildi. Bunun i¢in 6nce 0,5xSSC ve % 0,1 SDS
karistmi hazirlandi. Once iki ml 20xSSC distile su ile 50 mI'ye tamamlandi. Sonra iizerine 100
ul % 10" luk SDS den eklendi.

-Ayrica ikinci yikama soliisyonu da hazirlandi. Bir baska sale iginde 45 ml distile su ile 5 ml
10xPBS karistirilarak 1xPBD soliisyonu hazirlandi. Uzerine 100 pl NP40 ve 200 ul Tween 20
eklendi. Karigtirildiktan sonra lamlarin yikamalar gerceklestirildi. Bu amagla 0,5x SSC/% 0,1
SDS soliisyonu salesi 37 °C’ye konuldu. Lamlarin etrafindaki yapistirict ¢ikarilip 0,5x SSC/%
0,1 SDS salesi iginde 1-2 dakika bekletildi.

-Sonra lamlar karanlik bir ortamda bekletilirken, sale 65 °C’ye konuldu. Sale i¢indeki sicaklik 65
°C’ye geldikten sonra lamlar 5 dk inkiibe edildi.

-Sonra oda sicakliginda 1xX PBD i¢inde de 5 dk bekletildi.

-En son % 70" lik etanolde 1 dk beklettikten sonra karanlikta kurumaya birakildu.

-Hibridizasyon sonrasinda preparatlar kuruduktan sonra, lamlar lizerinde hiicre ¢ekirdekleri 10 pl
DAPI Antifade ile boyandi. On dakika beklemeden sonra FISH analizi i¢in lamlar incelendi.
-FISH analizi MACprobe programu ile floresan mikroskobobunda (Nikon E600 Mac 7600)
gerceklestirildi. Her hiicre hatti i¢in 500 ¢ekirdek analiz edildi. Her bir ¢ekirdekte 2 sinyal
normal olarak kabul edildi. Ikiden biiyiik sayida sinyaller MYCN geni kopya sayis1 artigini
gostermektedir. Kopya sayist 10" dan biiyiik oldugunda yiiksek kopya sayili MYCN geni
amplifikasyonu olarak degerlendirildi.

3.4- Akas Sitometrisi (28):

Bes hiicre hattinda RNA susturulmasi dncesinde hiicre siklus analizleri Dokuz Eyliil Universite
Hastanesi Hematoloji Laboratuvarinda Uzm. Halil Ates tarafindan gergeklestirildi.

-% 80 oraninda 25 cm? flasklari kaplayan hiicreler HBSS ile yikanip tripsin-EDTA ile kaldirildi.

Sonra kendi ortami iginde sogutucu blokta Hematoloji Laboratuvarina gotiiriildii.
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-Beckman Coulter kitinin 100 pl LPR reaktifi ile karistirildi. Uzerine 2 ml Propidiyum iodide
eklenip yarim saat karanlikta +4 °C'de inkiibe edildi. Cihaza yiiklenip her bir hiicre hattinda
siklus analizleri gergeklestirildi.

3.5- Gergek Zamanlh PCR Deneyleri ile Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi (29):
-cDNA Elde Edilmesi: Hiicre hatlarinda genlerin mRNA diizeylerinin 6lgiilebilmesi i¢in 6nce
FastLane Kiti (Qiagene kat:215011, lot:127131311) ile cDNA" lar elde edildi. Bunun i¢in sivi
nitrojendeki hiicre hatlarindan birer tiipli ¢oziip 24 kuyulu steril kaplarda uygun ortamlari i¢cinde
biiylimeleri saglandiktan sonra DNA, RNA ve proteinlerin bir arada bulundugu FastLane lizatlar
elde edildi.

-Bunun i¢in 6nce 24 kuyulu kaplardan ortam uzaklastirilip ylizeyde yapismis hiicrelerin lizerine
500 mikrolitre Fast Lane tamponu FCW eklenip 2 dakika oda sicakliginda beklendi.

-Daha sonra tampon uzaklagtirthp 200 pl bir diger Fast Lane tamponu FCP eklendi. FCP
hiicrelerin parcalanmasi ve RNA" larin stabilize edilmesi i¢in kullanildi. Hiicreler bu tampon
iginde 7 dakika oda sicakliginda bekletildi.

-Bu FCP tamponu i¢inde bulunan hiicre lizati DNaz, RNaz bulunmayan tiiplere alinarak buz
icine konuldu. Sonra lizattan genomik DNA eliminasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in once
DNaz, RNaz igermeyen tiipe Fast Lane genomik DNA eliminasyon tamponundan 2 pl konuldu.
Uzerine FCP tamponu igindeki lizattan 4 pl eklendi. Daha sonra tiipe 8 ul RNaz icermeyen steril
su eklenerek soliisyon pipetajla yavasca karistirildi.

-Hemen 42 °C su banyosunda tiip bes dakika bekletildi. Bu asamada lizat icindeki genomik DNA
elimine edilir. Su banyosundan tiip ¢ikarildiktan sonra hemen buza yerlestirildi.

-Bu sirada lizatin igindeki RNA' nin ¢cDNA' ya cgevrilmesi igin gerekli ters (reverse)
transkripsiyon karigiminin hazirlanmasma ge¢ildi. Bu asamada 6nce 4 ul ters transkripsiyon

tamponu yeni bir DNaz, RNaz igermeyen tiipe eklendi. Sonra birer mikrolitre primer karisimi ile
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ters transkriptaz enzimi tiipe eklendi. En son buzda bekleyen genomik DNA" s1 elimine edilmis
lizat biitiiniiyle ters transkripsiyon karisimina eklendi. Pipetajla yavasca karistirildiktan sonra tiip
tekrar 42 °C su banyosunda 35 dakika bekletildi.

-Bu asamadan sonra revers transkriptaz enziminin inaktif hale gelmesi i¢in tiip 95 °C su
banyosunda ii¢ dakika bekletildi. Bundan sonra tiip icinde cDNA elde edilmis oldu. Elde edilen
cDNA kiiciik miktarlarda ayrilarak saklandi.

-cDNA Konsantrasyon Olgiimii:

-Daha sonraki gercek zamanli PCR deneylerinde eklenecek cDNA miktarinin belirlenebilmesi
i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda (ARLAB) Carry WinUV
spektrofotometre cihazinda Carry 50 DNA/RNA Conc programimnda 260 nm absorbansta
konsantrasyon 6l¢timii yapildi.

-Ayrica ¢cDNA % 2 ‘lik agaroz jelde 1XTAE tamponu ig¢inde yiiriitilerek Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji elektroforez laboratuarinda
gorlntii alindi.

-DNA Elde Edilmesi:

Hiicre hatlarinda MYCN geni kopya sayisinin referans gen p53°e gore rolatif olarak
Olctilebilmesi i¢cin DNA izolasyonu gerceklestirildi. Hiicreler 75 cm? flasklarda biiyiitiildi. Bu
flasklardan direk DNA izolasyonu fenol:kloroform:izoamilkol (Applichem cat:A0889.500,
lot:7W009045) kullanilarak gergeklestirildi.

-Once 75 cm® flasktan yapismis hiicreler steril kaziyici yardimiyla igindeki ortamla birlikte mavi
kapakli steril DNaz, RNaz igermeyen polipropilen tiipe alind.

-Sonra 300 g'de 10 °C" de 10 dakika santrifiigasyonla hiicre ¢okelegi olusturuldu. Ustte kalan
sivi atildiktan sonra ¢6kelegin tizerine 6 ml 1xPBS eklendi. Yine 300 g'de 10 °C" de on dakika

santrifiij edildi. Ustteki s1v1 atildiktan sonra bir kez daha 1xPBS ile hiicre ¢okelegi yikandi.
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-Sonrasinda hiicre ¢okelegi iizerine 6 ml DNA tamponu eklendi. DNA tamponu; bir kisim 0,5 M
EDTA, pH:8.0, bir kisim IM Tris-HCL, pH: 8.0 ve 3 kisim apirojen steril suyun birbiriyle
karistirilmasiyla hazirlandi. Yine 300 g'de 10 °C"de on dakika santrifiijle tistteki s1v1 atild1.
-Hiicre ¢okelegi tizerine tekrar DNA tamponundan 3 ml eklendi ve karistirict kullanilarak
siispanse edildi.

-Siispansiyonun {izerine 80 mikrolitre 20 mg/ml konsantrasyonda proteinaz K eklendi. Sonra da
400 pl % 10 SDS eklenerek karistiricida tekrar dikkatlice siispanse edildi. Tiip bir gece 45 °C'de
su banyosunda bekletildi.

-Ertesi giin hiicre siispansiyonuna esit hacimde 3,6 ml fenol: kloroform: izoamilalkol eklendi.
Bes dakika oda sicakliginda tiip yavasca alt iist edilerek karisim homojenize edildi. Sonra 3200
g'de 10 °C * de 10 dakika santrifiijle siispansiyon fazlarina ayrildi.

-Daha sonra tistteki sivi faz yeni bir mavi kapakli steril polipropilen tiipe aktarildi. Yine esit
hacimde fenol:kloroform:izoamilkol ekleyip bes dakika oda sicakliginda tiip alt iist edildi. Sonra
3200 g'de 10 °C’de on dakika santrifiij edildi.

-Yine iistteki s1vi yeni bir tiipe aktarilip ayn1 islem bir kere daha uygulandi. En son iistteki kisim
yenti steril polipropilen tiipiine aktarildu.

-S1vinin toplam hacminin 1/10" u kadar 3M, pH:5.2 Sodyum Acetat tiipe eklendi. Daha sonra bu
stvinin toplam hacminin ii¢ kat1 kadar 2-propanol tiipe eklendi. Bu asamada tiip i¢inde dikkatlice
alt iist edildiginde jelimsi yapida DNA ¢okelmeye baslar.

-DNA, %70 etanol igeren 50 ml lik steril DNaz, RNaz i¢ermeyen polipropilen tiipe aktarildi.

-2 saat stire ile DNA bu etanol tiipii i¢cinde hibridizasyon firini1 i¢inde oda 1sisinda doner vaziyette
bekletildi.

-DNA steril DNaz, RNaz igermeyen 1.5 ml" lik tiipe steril cam pipet ile transfer edildi. 13000

g'de 20 dk +4 °C"de tiip santrifiij edildi.
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-Tipte DNA ¢okelegi kurutularak iizerine yogunluga gore 300-750 pl steril su eklendi.

-Tiipteki DNA ¢okeleginin ¢oziinmesi i¢in bir gece 37 °C” de su banyosunda bekletildi.

-Ertesi giin DNA kiigiik parcalara ayrilarak -20 °C’ de saklanmaya baslandi. Ayrica
konsantrasyon ve jelde yiiriitmek i¢in de bir tiipe 20 ul DNA ayrildi.

-DNA Konsantrasyon Ol¢iimii:

-Daha sonraki gercek zamanli PCR deneylerinde eklenecek DNA miktarinin belirlenebilmesi
icin Arastirma Laboratuarinda (ARLAB) Carry WinUV spektrofotometre cihazinda Carry 50
DNA/RNA Conc programinda 260 nm absorbansta konsantrasyon dl¢iimii yapildu.

-Ayrica DNA % 1 'lik agaroz jelde 1XTAE tamponu i¢inde cybergreen ile birlikte yiiriitiilerek
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji elektroforez laboratuarinda imaj goriintiisii alindi.
-Ger¢cek Zamanli PCR (Real-Time PCR):

Tiim bes hiicre hattinda kontrol geni HPRT1 ile birlikte toplam 15 gen (c-myb, b-myb, a-myb,
HI3mbtl, MYCN, E2F1, E2F2, hCdtl, geminin, p21, p27, p53, siklinA, cdk2) ekspresyonu ve
MYCN/p53 genomik DNA kopya sayisi oranlari 6l¢iildii. Ger¢ek zamanli PCR deneyleri,
universal probe library (Roche UPL, kat:04683633001, lot:78007500)-Tagman probe ve primer
ciftleriyle gerceklestirildi (Tablo 1). Probe ve primer dizilerinin dizayni Roche’ un internet sitesi
tizerinden yapildi. Gen ekspresyon diizeylerinin dl¢iilmesinde kullanilan primer ve problar ekson
- intron baglanti noktalarina yakin pozisyonlarda bulunmaktadir.

-Once Master 5x (Roche kat:04535286001, lot:13521920) hazirlandi. Bunun igin kitin reaksiyon
karisimini igeren kirmizi kapakli 1b tiipiine enzim igeren 1a tiiptinden 10 mikrolitre reaktif steril
pipet ucu ile aktarildi.

-DNaz, RNaz i¢cermeyen tiipte S5xMaster ve steril su karistirildi. Karisim hazirlanirken 4 kisim 5x
master, 1 kisim steril su tiipe eklendi. Bu karisimdan 5 mikrolitre her bir kapillere dagitildi.

-Uzerlerine 2.5 ar mikrolitre her bir genin 1.6 pmol konsantrasyonunda primer c¢ifti eklendi.
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Primer ve Prob Dizileri

PROBve
NCBINO ve | KATALOG
GEN ADI NO SAG PRIMER DiZisi SOL PRIMER DiZziSi
BC101186.1 probe #2
A-MYB 04684982001 5’-aagcaagtggctgggaca-3°(18 nt) 5’-ctccttttaagaatgegcettg-3°(21 nt)
X13293.1 probe #26
B-MYB 04687574001 5’-gccagagacttccggacttt-3°(20 nt) 5’-cccgagaagcagaagagga-3’(19 nt)
M15024.1 probe #62
C-MYB 04688619001 5’-agctgcatgtgtggttctgt-3° (20 nt) 5’-tgctcctaatgtcaaccgaga-3’(21 nt)
BC002712.2 probe #55
MYCN 04688520001 5’-cctcttcatcatcttcatcatctg-3°(24 nt) 5’-ccacaaggccctcagtacc-3°(19 nt)
BC050369.2 probe #5
E2F1 04685024001 5’-ctgggtcaacccctcaag-3’(18 nt) 5’-tccaagaaccacatccagtg-3’(20 nt)
BC053676.1 probe #68
E2F2 04688678001 5’-gccttgacggeaatcact-3” (18 nt) 5’-ggacaaggccaacaagagg-3’(19 nt)
BC003065.2 | probe #50
CDK?2 04688112001 5’-cagaatctccagggaataggg-3’(21 nt) 5’-cctectgggetgcaaata-3°(18 nt)
AF067855.1 probe #53
Geminin 04688503001 5’-ccagaggttcaccattcagtc-3’(21 nt) 5’-aactggcagaagtagcagaaca-3’(22 nt)
AB053172.1 | probe #10
HCDT1 04685091001 5’-agcaggtgcttctccatttc-3° (20 nt) 5’-gcggagcgtcetttgtgtc-3° (18 nt)
BC039820.1 | probe#82
HL3MBTL 04689054001 5’-ttecttcttcttgettctcca-3” (21 nt) 5’-agcgcagggaataccagag-3’ (19 nt)
BC000275.1 | probe #70
P21 04688937001 5’-agctgctcgcetgtccact-3° (18 nt) 5’-ccgaggcactcagaggag-3’ (18 nt)
AB082923.1 probe#12
P53 04685113001 5’-ccctttttggacttcaggtg-3’ (20 nt) 5’-aggccttggaactcaaggat-3’ (20 nt)
BC104783.1 probe#84
SIKLINA 04689089001 5’-gaagatccttaaggggtgcaa-3° (21 nt) 5’-ggtactgaagtccgggaacc-3’ (20 nt)
BC001971.1 probe#1
P27 04684974001 5’-cgggttaactcttcgtggtc-3° (20 nt) 5’-agatgtcaaacgtgcgagtg-3’ (20 nt)
BC000578.2 probe#73
HPRT1 04688961001 5’-cgagcaagacgttcagtcct-3° (20 nt) 5’-tgaccttgatttattttgcatacc-3’ (24 nt)
Y00664.1 probe#36
NMYC GEN | 04687949001 5’-ggcctttagggtcagacaga-3’ (20 nt) 5’-tgaccagggtcatgcaacta-3’(20 nt)
u94788.1 probe #23
P53 GEN 04686977001 5’-ctctagccaagcttccatce-3” (20 nt) 5’-ttcagctcgggaaaatcg-3° (18 nt)

Tablo 1: Gergek zamanli PCR deneylerinde kullanilan Tagman probe ve primer dizileri.

-Daha sonra 5 er mikrolitre her bir genin 5x konsantrasyonundaki Tagman problar1 eklendi.

-Her bir kapillere ¢alisilacak hiicre hattindan elde edilmis cDNA ya da DNA 5° er mikrolitre

eklendi. Bu sekilde her bir kapillerde 20 mikrolitrelik reaksiyon kuruldu. RNA susturulmasi

Oncesi ve sonrasi i¢in her bir hiicre hattinda esit konsantrasyonda DNA ve cDNA eklendi. cDNA

konsantrasyonlari; SIMA i¢in 130 nanogram/5 mikrolitre, Kelly i¢in 165 nanogram/5 mikrolitre,

MHH-NB-11 i¢in 148 nanogram/5 mikrolitre, IMR32 i¢in 171 nanogram/5 mikrolitre, SH-SY5Y

31




igin 145 nanogram/5 mikrolitre eklendi. DNA konsantrasyonlar;; SIMA ve Kelly i¢in 18
nanogram/5 mikrolitre, MHH-NB-11 ve IMR32 igin 5 nanogram/5 mikrolitre eklendi.
-Kapillerler masaiistii mikrosantrifiijde 700 g'de 5 sn santrifiij edilerek reaksiyon karigimi
kapillerin alt ucuna indirildi.

-Herbir genin mRNA ekspresyonu ve MYCN/p53 genomik DNA kopya sayilart 6lgiiliirken
negatif kontroller i¢in su kullanildi. Pozitif kontrol olarak kullanilmasi i¢in ise Kelly hiicre
hattinin cDNA ve DNA o6rneklerinde HPRT1 ekspresyonu ile MYCN/p53 kopya sayisi orant
olgtldi.

-Lightcycler 2.0 cihazina kapillerler yiiklendi ve asagidaki profili yazili sartlarda ¢alisma

baslatildi.

Inkiibasyon éncesi (1 dongii) : 95 °C'de 10 dk

Kantifikasyon (45 dongii) . -Denatiirasyon: 95 °C" de 10 sn
-Primerlerin ergimesi: 60 °C" de 30 sn
-Uzama: 72 °C" de 3 sn (tek okuma)

Sogutma (1 dongii) : 40°C de 30 sn

-40 dakika sonra caligma sona ermektedir. Sonuglar dongii sayis1 (cycle point, cp) olarak
verilmektedir. Her ¢alisma sonunda her bir genin eksprese oldugu dongiiyli gosteren cp degerleri
kaydedildi.

-Ger¢ek Zamanli PCR Deneylerinin Etkinlik (Efficiency) Degerlerinin Hesaplanmasi:
-Lightcycler 2.0 cihazinda ¢alisilmis gercek zamanli PCR reaksiyonlarmin her birinden alinmis

floresans 6l¢iim degerleri, LinRegPCR rolatif kantifikasyon efficiency programina yiiklenildi.
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Programda; eksponansiyel fazda okunan floresans degerleri kullanilarak cizilen grafigin
egiminden E degeri hesaplanmaktadir.

-Bununla birlikte ayrica CMYB geninin mRNA‘sinin susturulmasindan sonra Kelly ve SIMA
hiicre hatlarindan elde edilen DNA" lar i¢in 2 kat diliisyon serileri gergeklestirildi. Seri diliisyon
deneylerinde baslangic DNA miktarlar1 2, 4, 8, 16 ve 32 nanogram olarak secildi. DNA
miktarlarinin logaritmik degerleri alinarak x eksenine ait degerler olusturuldu. Bu degerlere
karsilik gelen Cp degerleri ile y ekseni degerleri olusturuldu. Log (Konsantrsyon) degerleri ile
Cp degerleri arasinda Microsoft Excel dosyasinin programi kullanilarak bir grafik ¢izildi. Bu
grafigin egimi Microsoft Excel’ de istatistiksel islevler kisminda yeralan ’Egim’’ fonksiyonu
kullanilarak hesaplandi. Asagidaki formiil yardimiyla grafigin egiminden pcr amplifikasyon

etkinlik (E) degeri hesaplandi.

E=10 (-1/Egim)

-Ekspresyon Katlarinin Hesaplanmasu:
- Her bir gen Cp degerlerinin ortalamasi alinarak HPRT1 referans geni ortalama Cp degerine go-
re farki hesaplandi. Benzer sekilde MYCN geninin Cp degeri ortalamasi da p53 referans geninin

ortalama Cp degerine gore farki belirlendi. Daha sonra her bir genin ekspresyon katlar1 (ratio, R)

hesaplandi. Ekspresyon katlar R=E““? formiilii kullamlarak belirlendi. Burada Cp farklari;

ACp= Cpxontrol gen'Cphedef gen formiiliinden hesaplanmaktadir. Sonra LinReg PCR programina,
Lightcycler 2.0 ham eksponansiyel olarak artan floresan verileri yiiklenip PCR etkinlik
katsayilar1 belirlendi. Hem hedef genlerin hem de referans HPRT1 ve p53 genlerinin PCR
etkinlik katsayilarininda ortalamasi alindi. Her bir hedef genin ekspresyon katlar1 belirlenirken

kullanilacak E degeri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

E=Ehedef /Ekontrol gen +1
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3.6-RNA Susturulmasi (30):

Dort Noroblastoma hiicre hattinda (Kelly, IMR32, SIMA, MHH-NB-11) MYCN geninin
amplifikasyonu ve ekspresyonu ile iliskilerini belirlemek tizere yedi genin (C-myb, HI3mbtl,
E2F1, B-myb, Geminin, P21, HCDT1) ve bir kontrol geninin (EGFP) mRNA ‘lar1 iizerinde hazir
plazmid DNA vektor sistemleri (Invivogen custom-made psirna) kullanilarak susturma yapildi.
Firmaya yedi genin mRNA ‘sina 6zgiil olarak dizayn edilmis sag¢ tokasi (hairpin) yapisindaki kisa
oligoniikleotidlerin dizileri bildirilmistir. Firma bu dizilere goére plazmid DNA vektorlerine her
bir gen i¢in ayr1 ayri olarak sag tokasi yapisindaki oligoniikleotidleri ekledi. Sonra hazirlanan bu
vektorler ile uygun bakteri suslar liyofilize halde kontrol vektoriiyle birlikte firma tarafindan
teslim edildi.

-Vektorlerin bakteri susu ile transformasyonu:

Vektorler teslim alindiktan sonra uygun GT116 bakteri susu ile transforme edildi. GT116 susu,
sbcCD delesyon mutanti oldugu i¢in sag tokasi yapisinda sekanslarla daha fazla uyumludur.
-E-coli GT116 bakterisi liyofilize kompetan hiicredir. LyoComp GT116 olarak
adlandirilmaktadir.

-Once LyoComp GT116 tiipii 5 dakika buzda bekletildi.

-Sonra 1 ml soguk ¢oziicii (reconstitutive) soliisyon eklendi. Yine 5 dakika buzda bekletildi.
-Dikkatlice homojenize edilerek 25-30 dakika buzda tamamiyle ¢éziinmesi saglanir.

-Her bir genin ligasyon triiniinden 10 mikrolitre 6nceden sogutulmus 1.5 ml" lik tiipe konuldu.
Tiipler tekrar buza yerlestiridi.

-GT116 hiicrelerinin 100 mikrolitresi her bir genin ligasyon tiriiniine eklendi.

-Parmak vuruslariyla tiipler dikkatlice karistirilip hemen buza yerlestirildi.

-Tiipler 30 dakika buzda bekletildi.
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-Sonra 42 ° C' lik su banyosunda 30 sn bekletilerek tekrar 2 dakika buza yerlestirildi. Bu
asamada plazmid vektdriinii bakteri hiicrelerinin i¢ine almasi saglanmaktadir.

-Her bir reaksiyona 900 mikrolitre antibiyotiksiz Terrific Broth (TB) ortami eklendi.

-Tiipler 37 © C" de 1 saat 30 dakika 110 rpm" de karistirilarak inkiibe edildi.

-Fast-Media kanamisinli agar plaklarina 300 er mikrolitre transformasyon reaksiyonu
gerceklesmis tirlinler steril pipet ucuyla yayildi.

-Plaklar 37 °© C" de bir gece inkiibe edildi.

-Bakteri Plaklarindan plazmid DNA" larin elde edilmesi:

Daha sonra bakteri kiiltiir plaklarindan her bir genin plazmid DNA" lar1 izole edildi.

-Once plaklardan tek koloniler steril pipet ucuyla 5 ml* lik Kanamisinli TB bakteri ortami igine
aktarildi. 8 saat 37 ° C* de 110 rpm" de karigtirmali inkiibatorde bekletildikten sonra plazmid
DNA spel enzim kesimi ve dizi analizinde kullanilmast igin izole edildi. Once bu ortam iginden
1 ml alinip 2 ayr1 50 ml" lik mavi kapakli Dnase Rnase icermeyen steril tiiplerde bulunan TB
kanamisinli ortama 0.5" er ml olarak ekildi. Bu tiiplerde 37 © C* de 110 rpm’ de karistirmali
inkiibatorde 16 saat bekletilmek iizere kaldirildi. Bu tiiplerden elde edilecek daha biiyiik
miktardaki plazmid DNA hiicreye transfeksiyon i¢in kullanilacak.

-Highpure plazmid izolasyon kitinin uygulanma yontemi (Roche kat:11754777001,
lot:14056500):

-Sonra baglanma tamponu buza yerlestirildi.

-Geriye kalan 4 ml TB ortami i¢indeki GT116 hiicreleri 4000 g'de 3 dakika santrifiij edildi.
-Ustteki siv1 atildi. Hiicre ¢okelegi iizerine 250 mikrolitre Rnase igeren siispansiyon tamponu
eklendi. Bu karisim siispansiyon tamponunun Iml'sinin liyofilize Rnase igeren tiipe
aktarilmasiyla hazirlandi. Tiip alt iist edilerek karistirildiktan sonra tamamiyle Rnase ¢oziindii.

Bu s1v1 tekrar siispansiyon tamponu sisesine aktarildi.
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-Hiicre ¢okelegi iyice karistirilip homojenize edildi.

-Sonra 250 mikrolitre Lizis tamponu siispansiyona eklendi. 5-6 kere tiip dikkatlice alt {ist
edilerek oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.

-Daha sonra 350 mikrolitre soguk baglanma tamponu eklendi.

-Tekrar 5-6 kere tiip dikkatlice alt st edilerek buzda 5 dakika bekletildi.

-13000 g'de 10 dakika mikrosantrifiijde santrifiij edildi.

-High Pure filtre tiipiinii bir toplayici tiipe yerlestirildi.

-Santrifiijden sonra tistte kalan sivi filtre tiipiine aktarildu.

-Filtre tiipii toplayic1 tiiple birlikte mikrosantrifiijde 1 dakika 14000 rpm" de santrifiij edildi.
-Sonra toplayici tiipteki sivi atildi. Filtre tiipli ayn1 toplayici tiipe yeniden yerlestirildi.

-Olas1 yiiksek niikleaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 500 mikrolitre yikama tamponu 1 filtre
tiiptine eklendi. 1 dakika 14000 rpm’ de santrifiijden sonra altta toplanan siv1 atild1.

-Daha sonra 700 mikrolitre yikama tamponu II filtreli tiipe eklendi. 14000 rpm’'de 1.5 dakika
santrifiij edildi. Altta toplanan siv1 atildi.

-Tim filtreli tiip ve toplayici tiip birlikte tekrar 1 dakika 14000 rpm’ de santrifiij edildi. Alttaki
toplayici tiip atildi.

-Sonra filtreli tlipii steril 1.5 ml tiipiine yerlestirildi. 100 mikrolitre eliisyon tamponu eklendi.
-14000 rpm" de 1 dakika santrifiij edildi.

-Filtreli tiip at1ld1. 1.5 ml tiipte plazmid DNA elde dildi. +4 ° C" ye plazmid DNA" lar kaldirildi.
-Plamid DNA" larin Spel restriksiyon enzimi ile kesilmesi:

Plazmid DNA vektorleri Spel restriksiyon enzimi kesim noktalarini igcermektedir. DNA" larin
i¢cine sag¢ tokasi yapisindaki sessizlestirme yapan dizilerin dogru yerlestirilip yerlestirilmedigini

anlamak tizere Spel ile vektorler kesildi.
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-Bu islem i¢in asagidaki karisim hazirlandi.

Niikleaz igermeyen su: 16 ul

10x Tango tampon: 2 ul

DNA (0.5-1 pg/ul): 1 ul

Bcul (Spel) 0.5l

-Karisim dikkatlice pipet ucuyla karistirilarak birkag saniye santrifiijle kapaktaki kalan siv1 icerik
asagiya indirildi.

-37 °C" de 16 saat karisim inkiibe edildi.

- Spel enzimi 0.8 ul 0.5 M EDTA, pH: 8.0 ile inaktive edildi.

-Karistirildiktan sonra elektroforez yilikleme tamponu ile karistirilarak agaroz jele yiiklendi.

- Ayrica plazmid DNA'lar dizi analizi i¢in Giiney Kore'de bulunan Macrogen firmasina
gonderildi.

-Genopure Plazmid Midi kitin uygulanma yontemi (Roche kat:03143414001, lot:15092300)
Diisiik kopya sayili plazmidler i¢in kullanilan yontem secildi.

-Once bir gece 6nceden karistirmali inkiibatdre konulan iki adet 50 ml steril tiiplerde iiremelerini
tamamlayan bakteriyel hiicreler 4000 x g* de 15 dakika +4 °C" de santrifiijle ¢coktiiriildii.

-Ustteki ortam atild.

-8 ml Rnase igeren siispansiyon tamponunda hiicre ¢okelegi yeniden siispanse edildi. lyice
karigtirildi.

-Uzerine 8 ml Lizis tamponu eklendi ve dikkatlice 6-8 kere tiipler alt iist edilerek karistirildi.
Oda 1s1sinda 3 dakika tiipler inkiibe edildi.

-Daha sonra siispansiyona sogutulmus 8 ml nétralizasyon tamponu eklendi. Tiipler 6-8 kere alt
ist edilerek slispansiyon karistirildi. Homojen siispansiyon olustu.

-Tiipler 5 dakika buzda inkiibe edildi.
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-Once katlanmis filtre kagid1 silindir bi¢imli alti1 delik bir tiip igine yerlestirildi. Sonra 50 ml
steril tiiplin agzina konuldu. Filtre birka¢ damla dengeleyici tampon ile 1slatildi.

-Homojen silispansiyonu 1slatilmis filtreye eklendi. Altta tiipte toplanan lizat saklandi.

-Bir kolon kagit bir halka yardimiyla 50 ml steril polipropilen tiipiin agzinda sabitlenir.

-Kolon 2.5 ml dengeleyici tampon ile yikandi. Bu esnada kolondan tampon yavasca damlayarak
gecer. Altta toplanan tampon atilir.

-Onceki adimda saklanan lizat kolona yiiklendi. Yavasca kolondan siiziildii.

-Alta gecen lizat tekrar ikinci kez ayn1 kolona yiiklendi.

-Bu sefer altta toplanan s1v1 atildi.

-Kolon 4 ml yikama tamponu ile yikandi. Altta toplanan tampon atildi. Bu islem iki kere daha
uygulandi. Altta toplan tampon i¢inde bulundugu steril 50 ml tiiple birlikte atild1.

-Kolon yeni bir 50 ml tiipe yerlestirildi.

-2.5 ml 6nceden 50 °C" ye 1sitilmis eliisyon tamponu ile kolondan gecirildi. Altta toplanan sivi
icinde plazmid elde edildi.

-Ikinci kez 2.5ml eliisyon tamponu ile kolon muamele edildi. Atta toplanan sivilar birlestirildi.
Altta toplanan s1vi plazmid DNA "y1 icermektedir.

-3.6 ml isopropanol eklendikten sonra plazmid DNA ¢oktiirtildii.

-S1vi1 steril 1.5 ml Dnase Rnase i¢cermeyen tiiplere boliindii ve 15000 x g* de 30 dakika +4 °C" de
santrifiij edildi. Uste kalan s1v1 atild.

-Plazmid DNA 3 ml soguk % 70 etanol ile yikandi. 15000 x g* de 10 dakika +4 °C" de santrifiij
edildi. Pipet ucuyla etanol uzaklastirildi.

-Plazmid DNA 10 dakika havada kurutuldu.

-Plazmid DNA iizerine 50 mikrolitre steril ¢ift distile su eklenerek ¢6ziildii. Plazmid DNA daha

sonraki transfeksiyon deneylerinde kullanilmak {izere +4°C" ye kaldirildi.
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-Plazmid DNA" larin hiicre hatlariyla transfeksiyonu:

LyoVec reaktifi ile plazmid DNA ‘lar hiicreye aktarildilar. Bu reaktif fosfonolipidlerin iiyesi olan
katyonik bir lipiddir.

-Liyofilize halde bulunan LyoVec 6nce 2 ml steril suda ¢oziindii. Dikkatlice 30 saniye
karistirilarak homojenize edildi. En az 30 dakika +4 C* de bekletildi.

-Sonra transfeksiyondan hemen oOnce reaktif oda 1sisina getirildi. Alt iist edilerek homojenize
edildi.

-1.5 ml steril polipropilen tiipte 5 mikrogram plazmid DNA ile 100 mikrolitre LyoVec
karistirildi. Bu tiipler oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Bu sirada DNA/Lipid kompleksleri
olusmaktadir.

-Bu esnada 6 kuyulu kiiltiir kabina transfekte edilecek hiicre hattinin ortamindan 2 ml eklendi.
-Hiicre hatinin iiredigi flasklardan hiicreler tripsin edta ile kaldirilip 6 kuyulu kiiltiir kaplaria
800 000 hiicre ekildi.

-Sonra LyoVec/DNA kompleksleri kuyuya eklendi. Yavasca sallayarak ortam i¢inde hiicreler ve
kompleksler homojenize edildi. 48 saat i¢in 37 °C" de Kkiiltiir inkiibe edildikten sonra G418
kimyasali ile neomisine direnglilik geni iceren hiicreler segildi.

-Stabil Transfeksiyon:

Transfeksiyondan 48 saat sonra G418 ile hiicreler muamele edildi.

G418 neomisin genini eksprese eden Okaryotik hiicrelerin se¢ilmesi i¢in kullanilan bir
aminoglikozid antibiyotiktir. G418 Okaryotik hiicrelerde 80S ribozomlara doniisiimsiiz olarak
baglanip polipeptid sentezini bloklar. Neomisin geni ise G418'e kars1 hiicrelerin direngliligini
saglar. Bu protein G418 in amino ya da gruplarina kovalent olarak baglanip modifiye ederler. Bu

yolla G418’i inaktive ederler.
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-G418 Kelly, SIMA hiicre hatlarinda 800 pg/ml, MHH-NB-11 ve IMR32 hiicre hatlarinda 500
ng/ml konsantrasyonda her bir kiiltlir kabinin kuyusuna uygulandi.

-Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicre ortamlar1 yenilendikten sonra yukarida belirtilen
konsantrasyonlarda G418 eklendi. Dikkatlice kiiltlir kaplar1 karistirildi. Her 3-4 giin de bir ortam
degistirilip aym1 konsantrasyonlarda G418 eklenmeye devam edildi.

-3-4 hafta boyunca G418 eklendikten sonra stabil hiicre klonlar1 elde edildi. Bu asamada gercek
zamanli PCR deneyleriyle ilgili genin ekspresyon diizeyi Olciildi. Bu sekilde RNA
susturulmasiin  gerceklesip gergeklesmedigi anlasildi. Susturulmanin gerceklestigi hiicre
hatlarinda yeniden cDNA ve DNA izolasyonlari yapildi. Susturmanin diger genlerin ekspresyonu
tizerine ve MYCN DNA amplifikasyonu iizerine olan etkileri incelendi.

3.7-Kromatin immuno Presipitasyon (ChIP) Deneyleri (31):

C-myb ve E2F1 transkripsiyon faktorlerinin DNA iizerinde hangi bolge ya da bolgelere
baglandigin1 belirleyebilmek i¢in hiicre hatlarinda kromatin immiinopresipitasyon deneyleri
gergeklestirildi.

-Once 75 cm? flasklarda her bir hiicre hattinda yapisarak iireyen hiicreler tam yiizeyi kaplayana
kadar biiyttiildii.

-Sonra her bir flask i¢inde bulunan 12 ml ortama % 1 son konsantrasyonda olacak sekilde 120
mikrolitre formaldehid eklendi.

Dikkatlice ortam karistirilip oda 1s1sinda 10 dakika bekletildi.

-Formaldehidle gergeklesen capraz baglanmayir durdurmak igin ortama son konsantrasyonu
0,125 M olacak sekilde 750 mikrolitre glisin eklendi. Dikkatlice karigtirthp 10 dakika oda
1s1sinda beklendi.

-Flasktan ortam uzaklastirildi. Hala flaskin yiizeyinde yapigsmis durumda bulunan hiicreler 4 °C*

de sogutulmus 8 ml 1xPBS ile yikandi.
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-PBS uzaklastirilip 6 ml proteaz inhibitorii igeren Lizis tamponu eklendi. Tamponla birlikte
hiicre kaziyicist kullanilarak hiicreler kaldirildi. Hiicreler tamponla birlikte 50 ml steril
polipropilen tiiplere alindi.

-1850 g° de 5 dakika 4°C" de santrifiijle hiicreler ¢oktiiriildii.

-Ustteki s1v1 atildiktan sonra tekrar soguk 8 ml 1xPBS ile hiicreler yikandi.

-Usteki sivi atildiktan sonra 1.9 ml yiiksek tuz orani ile yine proteaz inhibitdrii iceren Lizis
tamponu eklenip pipet ucu ile hiicreler homojenize edildi. Hiicreler sonikasyon adimi i¢in 2 ml
mikrosantrifiij tiiplerine alindu.

-Sonikasyon Adimu:

Sonikasyon islemi Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali> nda Prof.
Dr. Giilgiin Oktay tarafindan standardize edilerek yine kendisi tarafindan SONICS VC cihazinda
uygulandi.

-Sonikasyon i¢in 5 watt % 30 giic uygulamasi yapilarak 30 saniye siireyle buz iginde
mikrosantrifiijde bulunan hiicre lizatlarina 4 kez atis (pulse) verildi. Her atis arasinda da hiicreler
30 saniye siiresince buzda sonikasyon uygulanmadan bekletildi.

-Bu asamadan sonra hiicrelerde transkripsiyon faktorlerinin kromatin {izerinde baglh oldugu
DNA" nin 200-500 bp araliginda fragmente olmas1 beklenmektedir.

-Sonikasyon adimindan sonra 15 dakika 9500 g'de 4°C" de hiicre ekstraktlari santrifiij edildi.
Ustteki s1v1 yeni mikrofiij tiipiine aktarildi. Bu siv1 fragmente edilmis kromatini icermektedir.
-Ustteki s1vinin protein konsantrasyonu belirlendi.

-Soliisyona daha sonra 50 mikrolitre Protein A/G PLUS-Agaroz (Santacruz, kat:Sc-2003)
eklendi. 30 dakika 4° C" de bekletildi. Sonra 13 800 g' de 5 dakika 4 C" de santrifiij edildi.
-Immiinopresipitasyon adimi i¢in 1 mikrolitre ayr1 ayr1 hazirlanmis kromatin iceriklerine c-myb

ve E2F1 Transcruz ChIP antikorlar1 eklendi. Bir gece 4° C* de inkiibasyon gergeklestirildi.
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-Tekrar 50 mikrolitre Protein A/G PLUS-Agaroz (Sc-2003) eklendi. 4° C' de 2 saat inkiibe
edildi.

-11 500 g° de 1 dakika santriifiijle listteki siv1 atilip dipte boncuklar elde edildi.

-Boncuklar 1 ml yiiksek tuz konsantrasyonu olan Lizis tamponu (Sc-45001) ile 2 kez yikandi.
-Daha sonra boncuklar yikama tamponu (Sc-45002) ile 4 kez yikandi.

-Boncuklar 400 mikrolitre eliisyon tamponunda (Sc-45003) siispanse edildi.

-Capraz baglanmalan tersine ¢evirmek icin 67 °C’ de su banyosunda 2.5 saat tiipler inkiibe
edildi. Bu esnada tiipler 15 dakikada bir karistirildi.

-Sonra 12000 rpm” de 1 dakika santrifiijle boncuklar iizerinde kalan sivi yeni mikrofijj tilipiline
aktarildi. Fragmente kromatini igeren ekstrakt 67°C" de su banyosunda bir gece bekletildi.
-Ekstrakt 10000 rpm’ de 3 dakika santrifiij edildi. Ustteki s1v1 yeni tiipe aktarildi.

-DNA" y1 izole etmek iizere 500 mikrolitre fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) siispansiyona
eklendi. Elle tiipler alt iist edilerek karistirildi. 14000 rpm” de 3 dakika santrifiijle fazlar ayrildi.
-Sulu faz yeni bir tiipe alindi. Geriye kalan organik faza bir kez 100 mikrolitre steril apirojen su
eklenip yine 14000 rpm" de 3 dakika santrifiyj edildi. Diger sulu fazla bu tiipten elde edilen sulu
faz birlestirildi.

-Tekrar 600 mikrolitre fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) ile fazlara siispansiyon ayrildi.
-Ustteki s1v1 yeni tiipe aktarildi. Stvi hacminin 1/10 voliimiinde 3M NaOAc (pH:5.2) eklendi.
Elde edilen siispansiyonun hacminin 3 kat1 kadar 2-propanol eklendi. Siispansiyon i¢indeki DNA
yogunlastirilarak ¢oktiiriildii.

-14000 rpm" de 20 dakika santrifiijle DNA dipte elde edildi. Ustteki siv1 atilip 1ml %70 etanol
ile DNA yikandi. Yine 14000 rpm’, de santrifiijden sonra etanolde uzaklastirildu.

-Fragmente DNA tizerine 50 mikrolitre steril apirojen su eklenip pipet ucuyla homojenize edildi.

-20 °C" de saklanmaya baslandi.
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Bu asamadan sonra c-myb ve E2F1" in genomda DNA iizerinde hangi bolge ya da bolgelere
baglandigin1  gdsterebilmek  icin  ChIP'e  &6zel illumina dizilendirme  yapilmasi
gergeklestirilecektir. Bu dizilendirmede; Almanya® da bulunan firma tarafindan once kiitiiphane
olusturulacak sonra dizilendirme ile bioinformatik olarak transkripsiyon faktorlerinin DNA
tizerinde baglandiklar1 bolgeler tespit edilecektir. Bir test basma bu tiim islemler 2500 euro
olarak [llumina sirketi tarafindan bildirilmistir. Bu tezin biitcesi tarafindan bu iicret
karsilanamamistir. Ancak daha sonra yeni bir destek bulunmasi halinde 15 6rnekte ChIP

dizilendirilmesi yaptirilacaktir.
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4- BULGULAR
4.1-Drosophila ACE3 dizisini iceren bolge ile MYCN geni 5’-upstream dizisini iceren bolge

arasinda 6zdeslik bulundu.
Drosophila ACE3 dizisi NCBI sitesinden indirildi (Accesion no: X02497.1 GI:7728) (Sekil 6).

MYCN gen kontigi diziside ayn1 siteden indirildi (NT_005334 REGION: 8446889..11088087).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

Sekil 6: Drosophila chorion genlerinin amplifikasyonunun kontrol edilmesinde myb

aagcttagtg
atctcaattt
ctgccttgac
aagcaactgc
gaatcttacg
tctggaccgg
cgtctcegge
gggaacccgg
ggatctggta
tcaactaacc
gtttcacctc
attataataa
cccaaattaa
ccgtttecgge
gctatgccta

gtggatacgg
tgtcctctgt

ACE3 BOLGESI: 55-375 BP

cggcagtttg
tttttgettt
ttcactgtgt
aatactgatc
taatgggtct
cccgaattga
ggcgtctcaa
agagccgaaa
taaaaacaaa
aactcagcct
aacacctcaa
tttgaaataa
ttgaattttt
caactcctac
ccaggtgcag
cggaaaccat
ctacagcggt

gaaagtggaa
tgtatataaa
cactgaaaaa
gaaactatgc
cgtctctggt
gagccagcat
gattgctgga
cttgcatcat
acattgcgcc
cagaatgatg
ctgcgtccag
tatgattgga
tcttgaatcc
ggacgtcccc
cctgccctga

ggaggatatg
gccaatgtgg

cggttgtgtt
ttctaccaac
tcggtgtcaa
ggatccggag
agacgatggc
tttggccagt
caaagaggcg
attcgtcacg
agaataagac
aagttcatgg
tatgatcctt
tctttetttt
cttagtgcat
gtggtggata
ccgttaaggce
gcggtgccta
gatctcagta

kiimesinin baglandigi ACE3 bolgesi.

tataatttta
gcagcagaat
gctcteggea
cacgaagagt
gtaagcacag
gcggattcgg
aggcctggaa
taagagttgg
attagttacc
taagcttaag
ttaataaaat
ctaatgcact
ctgcctctgce
cggtggtgcc
gatcgttccc
cgagtcggtg
ctccggttcce

ttgtaatttt
tttcaggcca
ccgtggggea
catgcggtcg
acgcctgcta
cctggectgca
ctgcgtctcce
gcctctgcect
ttcgcatcga
ttccaatatt
ataactacat
tcaggctata
gccatctctg
ccagtcggtg
tcatacggtg
cctgtgcccg
ggctacggceg

MYCN GENI 5’-UPSTREAM: 2466909-2467787 BP

2466961
2467021
2467081
2467141
2467201
2467261
2467321
2467381
2467441
2467501
2467561
2467621
2467681
2467741

ca
agcacttcca
gaaaaggtta
ggaagcagag
ggggcggcgg
ccgctttcectg
accctcgtag
tttcaatttg
tgctattttg
aaggccttgc
tgggttagaa
tttttectttt
ccgcgcgcag
aggagcacac
cttttggcgce

gtttggaatc
tctcggtaaa
acttgggagc
ccaggccgcece
gagacctgcg
ctcagtctcc
ctcgcactta
aaactggaaa
caccttcgga
tcaacgttgg
gcatcggtct
aatgacaagc
ctggttctca
cctgggcttc
gaaagccttg

aagctgtttg
tcagattcgc
cctggggacg
tcctectecg
gagtggccgce
gcgaggtgtc
tttatttatt
catccagagg
ctacccttct
cctcgcegete
cccctceccecca
aattgccagg
gagtgcagcc
ccagctttgce
gcgcctecceccece

agccgaggcect
ctgcccataa
gctgcaggga
cagtggtgag
actccaggtc
gccttcggece
tattttcaaa
tcttgttcct
ttcgtaatta
agctgcacaa
acacacaccc
ctcgcagggt
ggtgcaagcc
agccttctcet
tgatttttat

gggtctcagg
ctggggagaa
acgtacgccc
gacgcgtgga
cgcgccaagg
gaagaaacca
caaggggggc
aagggggcge
cacaggagca

cacgcagtca
ccggagceccect
gggtgctgca
cgggggtcca
ctgcaaagaa
ggaaatc

aggtgtggac
tggtggcttt
attcccccta
cagtcccgeg
ccgggcagct
ccgcggcgcece
gcccctette
gtcctctcce
acctccctge
aagcgggggce
ccgtaatttt
ttgcaccgct

aaagggcggg
aagcaagtgg

Sekil 7: MYCN geninin 5’ upstream bolgesinde yeralan (-2525-1647. baz) dizisi.
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ACE3" iin i¢inde bulundugu 1-1020. baz arasi bolgenin DNA dizisi ile MYCN geni 5’
upstream ~ de yeralan 2416201-2481180 arasi bolgenin DNA dizisi LFASTAn dizilendirme

programi ile karsilagtirildi. Asagida goriilen ACE3

un

14-884 bolgesi ile MYCN nin 2466909-

2467787 DNA dizisi arasinda % 43.545 oraninda 6zdeslik ile 914 niikleotidlik bir ¢cakisan bolge

saptandi.

Résultats de LFASTA

Comparaison de deux séquences nucléiques :

Sequence 1 : Sequence personnelle : ACE3 1-1020 baz

Sequence 2 : Sequence personnelle : MYCN 2466909-2467787 baz

LFASTA compares two sequences

v2.1u00 Mar,
Please cite:
W.R. Pearson

2001

& D.J. Lipman PNAS

(1988) 85:2444-2448

searching /tmp/tmpweb/analseq/al630528/s2 library

Comparison of:

(A) QUERY

(B) QUERY

using matrix file DNA

43.545% identity in 914 nt overlap; init: 50, opt: 64
20 30 40 50 60 70
Query CAGTTTGGAAAGTGGAACGGTTGTGTTTATAATTTTATTGTAATTTTATCTCAATTTTTT
Xezzrrro:Xo o2 HEEE H H HEE HE
Query CAGTTTGGAA--TCAAGCTGTT-TGAGCCGAGGCTGGGTCTCAGGAGGTGTGGACAGCAC
50710 50720 50730 50740 50750 50760

80 90 100 110 120 130
Query TTGCTTTT--GTATATAAATTCTACCAACGCAGCAGAATTTTCAGGCCACTGCCTTGACT
TTCCATCTCGGTARATCAGATTCGCCTGCCCA--TAACTGGGGAGAATGGTGGCTT---T
50770 50780 50790 50800 50810 50820

Query

140 150 160 170 180

Query TCACTGTGTCAC-TGAAARAATCGGTGTCAAGCTCTCGGCACCGT-GGGGCARAGCAACTG
GAAAAGGTTAACTTGGGAGCCCTGGGGACGGCTGCAGGGAACGTACGCCCATTCCCCCTA
50830 50840 50850 50860 50870 50880

Query

190 200 210 220 230 240
Query CAATACTGATCGAAACTATGCGGATCCGGAGCACGAAGAGTCATG-CGGTCGGAATCTTA
Query GGAAGCAGAGCCAGGC----CGCCTCCTCCTCCGCAGTGGTGAGGACGCGTGGACAGTCC
50890 50900 50910 50920 50930

250 260 270 280 290 300
Query CGTAATGG-GTCTCGTCTCTGGTAGACGATGGCGTAAGCACAGACGCCTGCTA--TCTGG

Query CGCGGGGGCGGCGGGAGACCTGCGGA--GTGGCCGCACTCCAGGTCCGCGCCAAGGCCGG

50940 50950 50960 50970 50980 50990
310 320 330 340 350

51000 51010 51020 51030 51040 51050
360 370 380 390 400 410

Query ACGTCTCCGGCGGCGTCTCAAG---------. ATTGCTGGACAAAGAGGCGAGGCCTGGAA
Query GCGGCGCCACCCTCGTAGCTCGCACTTATTTATTTATTTATTTTCAAACAAGG--GGGGC
51060 51070 51080 51090 51100 51110

420 430 440 450 460

51120 51130 51140 51150 51160 51170

470
Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

Query

480 490 500 510 520

51180 51190 51200 51210 51220 51230

530 540 550 560 570 580

51240 51250 51260 51270 51280

590 600 610 620 630 640
—-TTAAGTTCCAATATTGTTTCACCTCAAC-ACCTCAACTGCGTCCAGTA-TGATCCTTTT

GTCAAAGCGGGGGCTGGGTTAGAAGCATCGGTCTCCCCTCC--CCAACACACACCCCCGG

51290 51300 51310 51320 51330 51340
650 660 670 680 690 700

T. TATAACTACATATTATAATAATTTG. TAATATGATTGGATC-TTTCTTTTC
AGCCCTCCGTAATTTTTTTTTCTTTTAATGACAAGCAAT-TGCCAGGCTCGCAGGGTGGG
51350 51360 51370 51380 51390 51400

710 720 730 740 750 760

51410 51420 51430 51440 51450

770 780 790 800 810 820
CTGCCTCTGCGCCATCTCTGCCGTTTCGGCCAACTCCTACGGACGTCCCCGTGGTGGATA

-AGCCCGGGGGTCC GGGCGGGAGGAGCACACCCT--GGGCTTCCCAGCTTTGCAGC

51460 51470 51480 51490 51500 51510
830 840 850 860 870

51520 51530 51540 51550 51560 51570

880
CCGTTAAGGCGATC
TTTTTATGGAAATC

51580

Sekil 8:ACE3 ve MYCN 5’-upstream arasindaki 6zdes bolge (-2525-1647. baz).
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4.2-MYCN geni 5’ bolgesi ile ACE3 arasinda 6zdesligin goriildiigii bolgeyide icine alan 5000
bazlik alana baglanan transkripsiyon faktorleri belirlendi.

NCBI sitesinden indirilen (NT_005334 REGION: 8446889..11088087) MYCN Geni dizisinin
-5000. niikleotidinden (2464434.baz) baslayarak +1. niikleotidine (2469434.baz) kadar olan bolgeye
baglanan transkripsiyon faktorleri belirlendi. Programdan alinan sonuca gore; ACE3 ile MYCN geni 5’
bolgesi arasinda 6zdesligin bulundugu bolgede (-2525-1647. baz) c-myb ve E2F1 transkripsiyon

faktorlerinin baglanma konsensus dizilerini igerdigi goriildii.

TFSEARCH Search Result
** TFSEARCH ver.1.3** (c)1995 Yutaka Akiyama (Kyoto Univ.)

This simple routine searches highly correlated sequence fragments
versus TFMATRIX transcription factor binding site profile database
by E.Wingender, R.Knueppel, P.Dietze, H.Karas (GBF-Braunschweig) .
<Warning> Scoring scheme is so straightforward in this version.
score = 100.0 * ('weighted sum' - min) / (max - min)

The score does not properly reflect statistical significance!
Database: TRANSFAC MATRIX TABLE, Rel.3.3 06-01-1998

Query: MYCN Geni 2464434-2469434 (-5000)-(+1) bdlge (5001 bases)
Taxonomy: ALL

Threshold: 80.0 point

TFMATRIX entries with High-scoring:

2451 CAGCAGCTTT CCTTTTTCCC TTCAACAGTT TGGAATCAAG CTGTTTGAGC entry score 2701 TCCCGCGGGG GCGGCGGGAG ACCTGCGGAG TGGCCGCACT CCAGGTCCGC entry sScore
P M00120 d1 87.1 e > M00048 ADR1L 96.9
<mmme M00028 HSF 85.9 <mmmm e M00048 ADR1 93.8
P M00062 IRF-1 85.9 P M00033 p300  87.1
P — M00183 c-Myb 83.5 <- M00050 E2F 86.2
,,,,,,,, > M00253 cap 83.4 ------ M00263 StuAp 86.2
——————— > M00175 AP-4 83.3 > M00196 Spl 86.1
P M00084 MzF1 83.1
2551 GATTCGCCTG CCCATAACTG GGGAGAATGG TGGCTTTGAA AAGGTTAACT entry score 2751 GCCARGGCCG GGCAGCTCCG CTTTCTGCTC AGTCTCCGCG AGGTGTCGCC entry sScore
———> M00029 HSF 95.4 <——-= M00028 HSF 100.0
P M00101 CdxA  87.9 > M00253 cap 99.5
__________ > M00183 c-Myb 86.6 < M00028 HSF 86.5
P M00028 HSF 85.4  ---—-- M00050 E2F 86.2
,,,,,,,,,,,,, > M00159 C/EBP 84.6 ——> M00263 StuAp 86.2
------- M00183 c-Myb 84.5
————— > M00028 HSF 84.4
R M00100 CdxA 83.3
2601 TGGGAGCCCT GGGGACGGCT GCAGGGAACG TACGCCCATT CCCCCTAGGA entry score 3301 CRAGTGGCTT TTGGCGCGAA AGCCTTGGCG CCTCCCCTGA TITTTATGGA entry score
777777 > M00048 ADRL  93.8 mmmmeeee> M00050 E2F  100.0
PR M00048 ADRL  93.8 <mmmmeen M00050 E2F 100.0
--- M00029 HSF 84.6 <=mmm—m M00154 STRE 97.2
> M00183 c-Myb 84.5 > MO00101 CdxA 92.1
<---- M00046 GCR1  84.1  =mmmeeeemeeee > M00180 E2F 86.2
77777777 > M00087 Ik-2  83.3 —momee> M00050 E2F 86.2
—————— > M00141 Lyf-1 83.1 <mmme M00048 ADR1 86.2

Sekil 9: MYCN geninin ACE3 ile 6zdeslik bulunan (-2525-1647) bdlgesine baglanan transkripsiyon
faktorleri. Kirmizi ile igaretli olanlar c-myb ve E2F1 transkripsiyon faktorleridir.

Ozdesligin goriildiigii bolge disinda kalan bazi bolgelerde de c-myb ve E2F1'in baglanma
dizilerini igerdigi saptandi. Ozellikle +1. Niikleotidden hemen dnce yeralan promoter bdlgesinde

birbirine ¢ok yakin E2F1 ve cmyb baglanma dizileri icerilmektedir.
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http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00120
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00028
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00062
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00253
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00175
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00084
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00029
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00101
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00028
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00159
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00028
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00100
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00029
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00046
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00087
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00141
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00033
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00263
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00196
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00028
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00253
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00028
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00263
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00154
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00101
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00180
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048

4801 ACCTGGTTAG AGGGGGCGCC CATTGCCTAT CCCCTCGGTC TGCCCCGTTT entry score
PO M00076 GATA-2 95.

_____ > M00048 ADR1  93.

<—==-= MO0048 ADR1 93.

e M00109 C/EBPb 81.

N M00116 C/EBPa 81.
<======- M00183 c-Myb 81.4

< M00083 MZF1 80.9

Cmmm o= M00127 GATA-1 80.7

_______________ > M00116 C/EBPa 80.7

U1 0 W J

4851 GCCCACCCTC TCCGGTGTGT CTGTCGGTTG CAGTGTTGGA GGTCGGCGCC entry score
—————— > M00048 ADR1 92.3

_____ > M00048 ADR1  83.1

- M00227 v-Myb 82.9

-- M00183 c-Myb 81.4

Lo M00227 v-Myb 81.3

P — M00253 cap 81.3
,,,,,,,,,,,,,,,, > M00181 E2 81.2
4901 GGCCCCCGCC TTCCGCGCCC CCCACGGGAA GGAAGCACCC CCGGTATTAA entry score
P M00048 ADR1 98.5

P M00048 ADR1 89.2
P M00048 ADR1 89.2

- M00148 SRY 88.2

Cmmmm M00008 Spl 87.17

_______ > M00050 E2F 86.2

———————— > M00253 cap 85.3

——————— > M00140 Bcd 84.8

o M00029 HSF 84.6

77777 > M00029 HSF 84.6

Sekil 10: MYCN promoter bolgesinde c-myb ve E2F1 transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgeleri.

4.3-Tiim 5 hiicre hattinda MYCN geni kopya sayilar1 FISH yontemi ile belirlendi.

-SH-SYS5Y hiicre hattinda MYCN kopya sayist %93,1 oraninda 3 kopya olarak analiz

edildi.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
yontemiyle MYCN lokusuna spesifik floresan
isaretli prob kullanilarak SH-SYS5Y hiicre
hattinda kopya sayis1 artist incelendi. Floresan
mikroskopta Macoprob programinda analiz
gerceklestirildi. Analiz sonucunda; 260 hiicre
cekirdeginin %93,1'in de 3 kopya MYCN

genine spesifik sinyaller saptandi. Ayrica % 3,8

oraninda 2 kopya MYCN gozlenirken % 3,1

oraninda 4 kopya MYCN analiz edildi. Sekil 11: SH-SYSY hiicre hattina ait FISH
goruntisu.
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http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00076
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00109
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00116
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00083
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00127
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00116
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00227
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00183
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00227
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00253
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00181
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00048
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00148
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00008
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00050
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00253
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00140
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00029
http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tfmatrix?M00029

-Kelly hiicre hattinda % 100 oraninda 10 “dan biiyiik yiiksek kopya sayili MYCN amplifikas-

yonu saptandi.

FISH yontemiyle MYCN lokusuna spesifik
floresan isaretli prob kullanilarak Kelly hiicre
hattinda kopya sayisi artis1 belirlendi. Floresan
mikroskopta Macoprob programinda analiz
sonucunda; 260 hiicre ¢ekirdeginin tamaminda
(%100 )I10°dan biyiik yiiksek kopya sayili

MYCN amplifikasyonu gozlendi.

Sekil 12: Kelly hiicre hattina ait FISH
goruntust.

-MHH-NB-11 hiicre hattinda niikleuslarin tiimiinde 10 “dan biiyiik yiiksek kopya sayili

MYCN amplifikasyonu saptandi.

FISH yontemiyle MYCN lokusuna spesifik
floresan isaretli prob kullanilarak MHH-NB-11
hiicre hattinda kopya sayisit artis1 floresan
mikroskop-ta Maco-prob programinda analiz
edildi. Analiz sonucunda; 260 hiicre ¢ekirdegi-
nin tamaminda 10" dan biiyiik yliksek kopya
say1lt MYCN amplifikasyonu

gozlendi.

Sekill3:MHH-NB-11 hiicre hatt1 FISH goriinti
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-SIMA hiicre hattinda % 96,15 oraninda 10 dan biiyiik kopya sayihh MYCN amplifikasyonu

gozlendi.

FISH yontemiyle MYCN lokusuna spesifik
prob kullanilarak MHH-NB-11 hiicre hat-
tinda kopya sayist artig1 floresan mikros-
kopta Macprob programinda analiz edildi.
Analiz sonucunda; 260 hiicre g¢ekirdeginin
% 96,15" in de 10" dan biiyiik yiiksek kopya
sayitli MYCN amplifikasyonu gozlendi.
Niikleuslarin % 3,85'in de MYCN nin 4-9
kopya arttig1

arasinda sayisimin

belirlendi.

Sekil 14: SIMA hiicre hattina ait FISH

goruntisu.

-IMR32 hiicre hattinda hiicre cekirdeklerinin tamaminda 10 dan biiyiik kopya sayii MYCN

amplifikasyonu saptandi.

FISH yontemiyle MYCN lokusuna spesifik
floresan isaretli prob kullanilarak IMR32
‘de kopya sayist artis1 belirlendi. Floresan
mikroskopta Macoprob programinda analiz
sonucunda; 260 hiicre cekirdeginin tama-
minda (%100)10'dan biiyiik yiiksek kopya

sayilt MYCN amplifikasyonu gozlendi.
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Sekil 15: IMR32 hiicre hattina ait FISH

goruntisu.



4.4- Akim sitometrisi ile hiicre siklus analizleri gerceklestirildi.

Bes hiicre hattinda hiicre siklus analizleri; Beckman Coulter kiti kullanilarak Dokuz Eyliil

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Laboratuvarinda Uzm. Halil Ates tarafindan

gergeklestirildi. Sekil 16 ve 17" de bes hiicre hattinda belirli evrelerde bulunan hiicrelerin

yiizdeleri goriilmektedir.

g049

Kelly Hiicre Hatt1

(F1)[B] Kelly cell line (pre-siRNA) 2008-05-28 7433 LMD - FL3 LIN - ADC

— GO/G1

70.6%

— S phase
20.4%

Apoptosis
1.0% G+M

T T T T 1093

FL3 LN

284

IMR32 Hiicre Hatt1

(F1I[AAND B] IMR3Z cell line (pre-siRM.A) 2008-06-04 7400, LMD © FL3 LIN - ADC

GOIGT
28.9%

heuploid cells
39.4%

S phase

T T 03

FLILIN

Sekil 16: Kelly ve IMR32 hiicre hatlarina ait hiicre siklus grafikleri.
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CF1)[A] FHEYSY Cellline (pre-siRMA) 2002-06-05 7616.LM0 : FL3 LIN - ADC (F1)[B] MHH-NE- 11 (pre-siRNA) 2008-05-29 7436 LMD : FL3 LIN - ADC

= =
o &
=

GOMG1
41.8%

Aneuploid cells
8.9%

Aneuploid cell

T T T 023

T T 1023

FLz Ln FLILIN

(F1I[E] SIMA Cell line (pre-siRMNA) 2008-06-05 7517 LMD : FL3 LIMN - ADC

300

= phase
29.7%

—_—

G2+
11.3%0
Apoptotic cells T [s13]
2.1% 0.1%
—
-5 T T T T 1023
FL3Z LIMN

Sekil 17: SH-SY5Y, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre hatlarina ait hiicre siklus grafikleri.

Ayrica tiim bes hiicre hattina ait siklus grafiklerinde goriilen evrelerin yiizdesel verileri

Tablo 2'de de bir arada gosterildi.
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Hiicre Evreleri ve Yiizdeleri

Hiicre Hatlarn [GO0/G1-Anéploid] S Faz G2+M 6N Apoptozis

Kelly %70,6 - % 20,4 %38,3 - %1,0
IMR32 %28,9 %39,4 %21,0 %11,6 %0,1 %1,0
MHH-NB-11 %72,3 - %16,5 %6,8 - %4,0
SIMA %56,6 - %29,7 %11,3 %0,1 %2,1
SH-SY5Y %41,8 %20,7 %42,6 %7,2 - %1,0

Tablo2: Bes hiicre hattinda akim sitometrisi sonuglarinin analizleri ger¢eklestirildi. Hiicre
dongiisiinde evrelerin yiizdeleri belirlendi.

4.5-RNA susturulmasi éncesinde gercek zamanh PCR deneyleri ile gen ekspresyon
diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlari belirlendi.
-Bes noroblastom hiicre hattindan ¢cDNA" lar ve DNAlar elde edildi.

Bes noroblastom hiicre hattinda c-myb kiimesinde yer alan transkripsiyon faktorlerinin ve
diger hCdtl, Geminin, SiklinA, Cdk2, p53, p21, p27’nin mRNA ekspresyon diizeylerinin
Olclilmesi i¢in Once FastLane kiti ile cDNA'lar ekstrakte edildi. Bunun i¢in sivi nitrojendeki
hiicre hatlarindan birer tiip yeniden ¢6ziiliip 24 kuyulu kiiltiir plaklara ekildi. Hiicreler % 80
oraninda plaklar1 kapladiginda cDNA" lar1 elde edildi. Her bir hiicre hattindan iki ayr1 cDNA
elde edildi. Bununla birlikte RNA susuturulmasi yapilan doért hiicre hattinda transfeksiyon ncesi
bir kere daha yeniden cDNAlar elde edildi. Ayrica bes hiicre hattindan DNAlar da ekstrakte
edildi. DNAlar gere¢ ve yontemlerde anlatildig: gibi Fenol-Kloroform-izoamilalkol kullanilarak
hiicre kiiltiirlerinden elde edildi. Hiicre hatlar1 75 cm? flasklarda % 80 oraninda yiizeyi kapladigi

zaman, DNA" lar elde edildi. ARLAB da Carry WinUV spektrofotometre cihazinda Carry 50
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RNA Susturulmasi1 Oncesinde cDNA ve DNA Konsantrasyonlar

cDNA
HUCRE
HATTI A260 DEGERI C (ug/ml) SAFLIK DEGERI
ADI

Kelly 1,8134 | 1,2765 | 1,8574 | 1450,72 | 1021,2 | 1485,92 | 1,7609 | 1,7295 | 1,7771

IMR32 1,4791 | 1,8845 | 1,9098 | 1183,28 | 1507,6 | 1527,84 | 1,7820 | 1,7634 | 1,7733

MHH 1,1968 | 1,7743 | 1,5576 | 957,44 |1419,4 | 1246,08 | 1,8181 | 1,7639 | 1,7874

SIMA 1,7357 | 1,3331 | 2,0199 | 1388,56 | 1066,4 | 1615,92 | 1,7320 | 1,7350 | 1,7833

SHSYS5Y | 1,7099 | 1,5153 - 1367,92 | 1212,2 - 1,7564 | 1,7584 -

DNA

Kelly 0,0333 | 0,4045 | 0,0540 | 49,95 | 202,25 81 1,9564 | 1,8270 | 1,7752

IMR32 0,0640 | 0,3238 | 0,0840 96 161,9 126 1,9536 | 1,8739 | 1,7616

MHH 0,0841 | 0,0527 | 0,0406 | 126,15 | 79,05 60,9 |2,0135] 1,7801 | 1,7875

SIMA 0,1999 | 0,0627 | 0,0623 | 199,9 | 94,05 | 93,45 | 1,7893 ] 1,8232 | 1,7756

SHSYS5Y | 0,0573 | 0,0885 - 85,95 | 132,75 - 1,7185 | 1,7383 -

Tablo 3: Bes hiicre hattinda susturma oncesinde A260,, de absorbans, cDNA konsantrasyonlari
ve saflik degerleri 6l¢iildii.

DNA/RNA Conc programinda 260 nm absorbansta konsantrasyon Olc¢timleri yapildi. Aymi
ornekten ii¢ ayr1 6lciim yapildi. Ug 6lciimiin ortalamast alindi. Tablo 3" de tiim hiicre hatlarma
ait ¢ ayrn cDNA ve DNA'larin ortalama absorbans degerleri ve konsantrasyonlari
goriilmektedir. Konsantrasyon degerleri agagidaki formiillere gore hesaplandi.
cDNA i¢in; C (nug/ml ) = A(260nm) x diliisyon faktorii
0,025
DNA ig¢in; C (ng/ml ) = A(260nm) x diliisyon faktorii

0,020
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-cDNAlar % 2’lik agaroz jelde 50 Voltta 30 dakika yiiritiildii (Sekil 18). 0,6 gram agaroz

tartilarak 30 ml 1XTAE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢6ziindii. 2 pl sybergreen karisima

eklenerek karisti-rildi. Jel tankina dokiildii.

SM SM

1203 SIMA SIMA 1203 SIMA SIMA
E2F1 E2F1

Sekil 18: SIMA hiicre hattindan shRNA oncesinde ve E2F1 shRNA sonrasinda elde

edilen cDNA'larin negatif ve pozitif goriintiisii. Marker yanindaki 1 ve 2.
kuyularda cDNA yayint1 (smear) seklinde goriilmektedir.
Marker: Fermentas SM1203, 25 bp.
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-DNA’lar %1 lik agaroz jelde 1 saat 80 voltta yiiriitildi (Sekil 19). 0,3 gram agaroz tartilarak
30 ml 1xTAE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢oziindii. Karisima 2 mikrolitre sybergreen

eklendi ve jel tankina dokiildii.

Sekil 19: RNA susturulmasindan 6nce ve sonra hiicre hatlarindan elde edilen DNA" lara
ait gorlintii. Marker: Fermentas SMOG653, 100 bp+500 bp.
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-Gergek zamanli PCR deneylerinde tiim genlere ait Cp ve PCR etkinlik katsayilari belirlendi.
Tim hiicre hatlarinda kontrol geni ile birlikte toplam 16 genin ekspresyonuna bakildi. Sekil 20°

de SIMA ve Kelly hiicre hatlarina ait cDNA 6rneklerinin ger¢ek zamanli PCR {irtinlerinin % 2

lik agaroz jelde yiiriitiillmesinden sonra elde edilen goriintiisii yer almaktadir.

Sekil 20: RNA susturulmasindan 6nce SIMA ve Kelly™ de ger¢ek zamanli PCR {irtinlerinin
% 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesinden sonra elde edilen jel gorintiisti. 1. kuyu: Marker, 2-
7 kuyu: SIMAya ait p21, Geminin, HPRT1, HL3MBTL, b-myb, c-myb. 8-13 kuyu:
Kelly™ ye ait MYCN, HCDT1, p21, E2F1, Geminin, HPRT1. Marker: Fermentas SM
1203, 25 bp.
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Ayrica MYCN ile p53 DNA kopya sayilar1 da gergek zamanli PCR deneyleriyle saptandi. Sekil
21" de bes hiicre hattina ait genomik DNA 6rneklerinin gercek zamanli PCR iiriinlerinin % 2" lik

agaroz jel de yiiriitiilmesinden sonra elde edilen goriintiisii yer almaktadir.

“'
e
ot
-
-
-
-

Sekil 21: RNA susturulmasindan dnce bes hiicre hatlarina ait genomik DNA 6rneklerinin gercek
zamanl1 PCR iirlinlerinin % 2°lik agaroz jelde yiiriitiilmesinden sonra elde edilen goriintii.
1. kuyu: Marker, 2-11 kuyu: Kelly, SIMA, IMR32, MHH-NB-11 ve SH-
SY5Y" ye ait MYCN ve p53. Marker: Fermentas SM 1203, 25 bp.
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Gergek zamanli PCR deneyleri Roche Universal Tagman probe ve primer giftleriyle
gergeklestirildi. Universal probe library (UPL) problarinin ve o problara 6zgiil primer ¢iftlerinin
dizayn1 Roche’ un online web sayfasi tizerinden yapildi. Tablo 1° de dizayn edilen prob ve
primer dizilerinin DNA baz siras1 verildi.

Tim bes hiicre hattinda gercek zamanli PCR deneylerinin ilk asamasinda Tagman Kkitinin
hazir 5xMaster soliisyonu ile DNA polimeraz enzimi karigtirtlip PCR profilleri standardize
edildi. Materyel metotda anlatildig1 gibi bu karigimlarin i¢ine probe ve primer ¢iftleri ile birlikte
kalip (template) eklendi ve Lightcycler 2.0 cihazina yiiklendi. Lightcycler 2.0 cihazindan deney
sonunda elde edilen floresan degerler LinReg PCR programina yiiklendi. Bu program ile her bir
gene ait PCR amplifikasyon etkinlik degerleri (E) hesaplandi. Tiim genler i¢in elde edilen Cp
degerleri ve PCR etkinlik katsayilar1 (E) Tablo 4" de gosterildi. Bu deneylerde tiim gercek za-
manl1 PCR reaksiyonlar {i¢ kere tekrarlandi. Buna ragmen uyumsuz ¢ikan sonuglar i¢in deneyler
yinelendi.

HPRT1 referans geni dahil 16 genin ekspresyonlarinin incelendigi CDNA ile MYCN/p53
genlerinin kopya sayisi oraninin belirlendigi DNA 6rnekleri i¢in elde edilen Cp ve E degerlerinin
ortalamalari alindi. Tablo 4'de RNA susturulmasi dncesinde her bir hiicre hattinda mRNA eks-
presyon diizeyi incelenen 16 gene ve genomik DNA kopya sayilar belirlenen MYCN ile p53
genlerine ait Cp, E ve R degerleri gosterildi. Her bir hedef genin ekspresyonunun referans
HPRT1'e gore ve MYCN genomik DNA kopya sayisinin referans p53°e gore katlar1 (R)
ortalama degerler iizerinden gere¢ ve yontemlerde anlatildigi gibi hesaplandi. Her bir hiicre hatti
icin MYCN geninin p53 referans genine gore DNA koya sayisinin kag kat arttig1 Tablo 4°de son

sutunda verildi.
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Hiicre Hatlarinda shRNA Oncesinde 15 Gen +HPRT1 Kontrol mRNA Ekspresyon

ve MYCN/p53 Genomik DNA Kopya Sayis1 Oranlari

HHAT P27 AMYB E2F1 HCDT1 P53 BMYB CDK?2 GMN
CP:29,96 - CP:30,62 | CP:30,37 - CP:27,4 CP:31,15 | CP:28,94
KELLY | E:1,481 E:1,478 E:1,634 E:1,483 E:1,428 E:1,559
R:0,9028 R:0,5926 | R:0,6761 R:4,6402 R:0,4319 | R:1,7692
CP:30,73 - CP:31,43 | CP:30,78 CP:>40 CP:27,82 CP:31,12 | CP:30,84
IMR32 E:1,618 E:1,406 E:1,704 E:1,218 E:1,392 E:1,7 E:1,152
R:0,5938 R:0,4100 | R:0,5622 R:0,0044 R:3,5713 R:0,4447 | R:0,6312
CP:31,89 CP:30,81 | CP:30,95 CP:28,39 CP:33,04 | CP:33,54
MHH- E:1,617 - E:1,405 E:1,675 - E:1,442 E:1,291 E:1,177
NB-11 R:0,5695 R:1,1844 | R:1,0970 R:5,5817 R:0,3155 | R:0,2594
CP:32,39 CP:31,05 | CP:30,83 CP:28,07 CP:32,77 | CP:31,88
SIMA E:1,611 - E:1,329 E:1,588 - E:1,426 E:1,444 E:1,578
R:0,1580 R:0,4544 | R:0,4738 R:2,9269 R:0,1424 | R:0,2307
CP:33,64 CP:32,88 | CP:31,97 CP:28,94 CP:33,10 | CP:34,04
SH- E:1,570 - E:1,407 E:1,513 - E:1,282 E:1,331 E:1,384
SY5Y R:0,2020 R:0,3684 | R:0,6372 R:3,9603 R:0,3360 | R:0,1815
MYCN/
HHAT MYCN CMYB E2F2 P21 HL3MBTL | SIKLINA | HPRT1 P53
CP:26,77 | CP:35,59 CP:33,27 CP:35,62 CP:37,84 CP:29,8 | CP:23,70/
KELLY | E:1,702 E:1,442 - E:1,292 E:1,382 E:1,314 E:1,656 34,24
R:8,5157 R:0,0266 R:0,1351 R:0,0292 R:0,0091 R:1,00 E:1,542/
1,536
R:1519,75
CP:27,41 | CP:34,61 CP:32,71 CP:36,76 CP:33,19 CP:29,95 | CP:26,38/
IMR32 E:1,692 E:1,427 - E:1,429 E:1,389 E:1,134 E:1,702 35,27
R:5,7724 R:0,0585 R:0,1859 R:0,0171 R:0,1912 R:1,00 E:1,638/
1,593
R:537,29
CP:29,02 | CP:37,18 CP:37,86 CP:37,17 CP:35,40 CP:31,08 | CP:25,67/
MHH- E:1,687 E:1,403 - E:1,476 E:1,312 E:1,296 E:1,611 36,61
NB-11 R:4,3746 R:0,0219 R:0,0121 R:0,0265 R:0,0780 R:1,00 E:1,608/
1,575
R:2201,20
CP:29,00 | CP:36,10 CP:35,97 CP:36,06 CP:29,75 | Cp:24,92/
SIMA E:1,683 E:1,366 - E:1,212 E:1,173 E:1,593 31,81
R:1,7172 R:0,0196 R:0,0296 R:0,0307 - R:1,00 E:1,612/
1,535
R:140,64
CP:34,84 | CP:>40 CP:35,45 CP:>40 CP:31,29 | Cp:29,44/
SH- E:1,454 E:1,234 - E:1,296 E:1,329 - E:1,61 28,78
SY5Y R:0,1018 R:0,0070 R:0,0857 R:0,0052 R:1,00 E:1,286/
1,330
R:0,63

Tablo 4: RNA susturulmas: éncesinde bes hiicre hattinda 15 gen ve kontrol HPRT1" e ait Cp, E ve R
degerleri. Ayrica son stitunda MY CN/p53 genomik DNA kopya sayilarinin oramida verildi.

Negatif kontroller i¢in su kullanildi. Pozitif kontrol i¢in Kelly hiicre hattinin cDNA ve DNA
orneklerinde HPRT1 ekspresyonu ile MYCN/p53 kopya sayisi oranlari belirlendi.
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Sonuglarda; tiim hiicre hatlarinda A-MYB ve E2F2 eksprsesyonu gozlenmedi. P53 ise sa-
dece IMR32 de Cp:>40 (R:0,0044) olarak diisiik diizeyde belirlendi. Siklin A ekspresyonu SH-
SYS5Y ve SIMA" da gozlenmezken Kelly' de Cp:37.84 ( R:0,0091), MHH-NB-11" de Cp:35.40
(R:0,0780), IMR32 " de ise Cp:33.19 (R:0,1912) olarak saptandi.

Tiim hiicre hatlarinda, ekspresyonu gozlenen dokuz gen (p27, E2F1, hCdtl, b-myb, Gemi-
nin, MYCN, c-myb, p21, HL3MBTL) ve bir referans (HPRT1) genine ait ekspresyon katlar1 bir-
biriyle karsilagtirilarak incelendi (Sekil 22).

Bes Hiicre Hattinda Gen Ekspresyon Katlarimin Karsilastirilmasi

g -
3

_—

6 T -

5 m Kelly

4 - = IMR32
3 - . MHH

2 7 ) I = SIMA
L _

o b '_.LI_.L __"| SH-SYSY

Sekil 22 : Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SYS5Y hiicre hatlarinda p27, E2F1, hCdtl,
b-myb, Geminin, MYCN, c-myb, p21, HL3MBTL ile referans HPRT1 genlerine ait eks-
presyon katlar1.

Elde edilen gergek zamanli PCR deneylerinin sonucuna gore, MYCN geni amplifiye olan

Kelly, IMR32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre hatlarinda en yiiksek oranda eksprese olan genler,

MYCN ve b-myb" dir. Ayrica b-myb, MYCN kopya sayis1 2-3 olan SH-SY5Y igin en yiiksek
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oranda eksprese olan gendir. SH-SY5Y ~ de MYCN ekspresyonu ise diger hiicre hatlarina gore
daha diisiik diizeyde bulundu (Sekil 23).

Bes Hiicre Hattinda MYCN Ekspresyon Katlarinin Karsilastirilmasi

MYCN

' l B
- _—

T T T T 1
MHH

Kelly IMR32

QO = N W bk U N 00w
T

SIMA SH-SY5Y

Sekil 23: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y ‘'de MYCN ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin MYCN genine ait ekspresyon katlar1 goriilmektedir.
Diger taraftan, Drosofila chorion amplifikasyonunu indiikleyen kiimede yer alan MYB ve
E2F1 proteinlerinin insan ortologu olan diger C-MYB ve E2F1 genlerinin tiim bes hiicre hattinda

Bes Hiicre Hattinda c-myb ve E2F1 Genlerinin Ekspresyon Katlarinin Karsilastirilmasi

c-myb e2fl

0,06 1 1,2 -

0,05 L]

0,04 - 08 -

0,03 . C'mvb 0,6 T .ezfl

0,02 '/ 0,4 -
0,01 '/ 17 0,2 -

Kelly IMR32 MHH SIMA - SH-SYSY Kelly IMR32 MHH SIMA~ SH-SY5Y

Sekil 24: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y "de c-myb ile E2F1 ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin c-myb ve E2F1 e ait ekspresyon katlar1 goriilmektedir.

da eksprese oldugu goriildii. Bununla birlikte SH-SY5Y * de hem c-myb (Cp:>40, R: 0,0070)
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hem de E2F1 (Cp:32,88, R:0,3684) diger dort hiicre hattina gore daha diisiik diizeyde eksprese
oldular (Sekil 24).

Sonuglarda bes noroblastom hiicre hattinda, Drosofila chorion amplifikasyonunu baskila-
yan kiimede yer alan L3MBTL geninin insan ortologu olan HL3MBTL'de de ekspresyon
gozlendi. HL3MBTL SH-SY5Y (R:0,0052)" de daha diisiik diizeyde eksprese oldu (Sekil 25).

Bes Hiicre Hattinda HL3MBTL Geninin Ekspresyon Katlarimin Karsilastirilmasi

HL3MBTL

0,035

0,03
0,025 -
0,02
0,015 - mHL3MBTL
0,01 -

0,005 -

Kelly IMR32 NMIHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 25: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de HL3MBTL ekspresyonu.Y ekse-
ninde hiicre hatlarinin HL3MBTL genine ait ekspresyon katlar1 goriilmektedir.

MYCN amplifiye hiicre hatlarinda MHH-NB-11 harig, c-myb ekspresyonu azalirken
HL3MBTL de bir artis gortildii (Sekil 26).

Bes Hiicre Hattinda HL3MBTL ve c-myb Ekspresyon Katlariin Karsilastirilmasi

0,06 -

0,05

0,04

0,03 c-myb

| HL3MBTL

0,02

S N S S N

0,01

O

IMR32 Kelly MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 26: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de HL3MBTL ile c-myb
ekspresyonu.Y ekseninde hiicre hatlarinin HL3MBTL ve c-mybye ait ekspresyon
katlar1 goriilmektedir.
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Ayrica tiim bes hiicre hattinda hCdt1 geni ekspresyonuda saptandi. HCdt1 en ylisek MHH -
NB-11 (R:1,0970) " de eksprese olurken SIMA (R:0,4738)" da en diisiik diizeyde eksprese oldu.
Diger taraftan, bes hiicre hattinda hCdtl ekspresyonu azalirken b-myb ekspresyonlarinin da
azaldigi gorildi (Sekil 27).

Bes Hiicre Hattinda hCdtl ve b-myb Ekspresyon Katlarimin Karsilagtirilmasi

hcdtl b-myb

12 [

08
06 hedtl 31 B h-myh

04

ANANANANAN

0,2

MHH Kelly ~ SH-SYS5Y  IMR32 SIMA MHH Kelly — SH-SYSY  IMR32 SIMA

3 - W b-myhb
hedtl

MHH Kelly SH-SY5Y IMR32 SIMA

Sekil 27: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y “de hCdt1 ile b-myb ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin hCdt1 ve b-myb genlerine ait ekspresyon katlar1 goriil-
mektedir.

Tiim bes hiicre hattinda CDK2 ekspresyonu gozlendi. CDK2 'nin SIMA (R:0,1424) " da en

diisiik diizeyde eksprese oldugu goriildii. Sonuglara bakildiginda; bes hiicre hattinda geminin
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ekspresyonuda goriilmektedir (Sekil 28). Bununla birlikte SH-SY5Y (R:0,1815) ° de diger hiicre
hatlarina gére Geminin ekspresyonu daha az diizeyde goriildii.

Bes Hiicre Hattinda Geminin Geninin Ekspresyon Katlarinin Karsilastirilmasi

GMN

1,8
1,6
1,4
1,2

GMN

0,8
0,6
0,4
0,2

SRS

.-I._|.-'.".7

Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 28 : Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de Geminin ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin Geminin genine ait ekspresyon katlari1 gériilmektedir.
Ayrica tiim bes hiicre hattinda p21 ve p27 ekspresyonlarida gézlenmektedir. MHH-NB-11
(R:0,0121)" de p21 ekspresyon diizeyi en azdir. SIMA (R:0,1580) “da ise p27 diger hiicre
hatlarina gore daha az eksprese oldu (Sekil 29).

Bes Hiicre Hattinda p21 ve p27 Genlerinin Ekspresyon Katlarimin Karsilagtirilmasi

0,2 - 1
0,8 -

0,15 -
0,6 -

0,1 A mp2l mp27
0,4 -

0,05 - 02 |

0 T T T T 0 T
Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SYSY Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 29: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y "de p21 ile p27 ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin p21 ve p27 genine ait ekspresyon katlar1 goriilmektedir.

Ayrica, MYCN amplifiye hiicre hatlarinda MYCN ekspresyonu azalirken p27 ekspresyon-

lar1 da azaldi (Sekil 30).
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Bes Hiicre Hattinda MYCN ve p27 Ekspresyon Katlarinin Karsilagtirilmasi

9 -
g |

7 -

6

> mMYCN
47 mp27
3

2

1

0

Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 30: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de MYCN ile p27 ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin MYCN ve p27 genlerine ait ekspresyon katlar1 gortil-
mektedir.

Ayrica, MHH-NB-11 ve SIMA hari¢ diger ii¢ hiicre hattinda E2F1 ve MYCN ekspresyon-
larinda da paralel bir diisiis gozlendi (Sekil 31).

Bes Hiicre Hattinda MYCN ve E2F1 Ekspresyon Katlarimin Karsilastirilmasi

g -
g |

7 4

6

> mMYCN
4 me2fl
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Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 31: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de MYCN ile E2F1ekspresyonu.
Y ekseninde hiicre hatlarinin MYCN ve E2F1 genlerine ait ekspresyon katlar1 gortil-
mektedir.

Tablo 4°de son siitunda gorildigii gibi, tim bes hiicre hattinda RNA susturulmasi

oncesinde MYCN ve p53 genomik DNA kopya sayilarinin birbirine gore oranlar1 da verildi
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(Sekil 32). SH-SY5Y 'de MYCN/p53 DNA kopya sayisi oraninin diger MYCN amplifiye hiicre
hatlarina gore daha az seviyede oldugu belirlendi.

Bes Hiicre Hattinda MYCN/p53 DNA Kopya Sayis1 Oranlarimin Karsilastirilmasi

MYCN/p53
2500 1
2000 A
1500 -
B MYCN/p53
1000 A
500 | '
, a =

MHH Kelly IMR32 SIMA  SH-SY5Y

Sekil 32: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y 'de MYCN/p53 genomik DNA
kopya sayis1 oranlari. Y ekseninde hiicre hatlarinin MY CN/p53 DNA kopya sayist
oranlar goriilmektedir.

Sonuglar dikkate alindiginda; MHH-NB-11 harig, MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani

azalirken MYCN ekspresyonunda da bir azalma goriildii (Sekil 33).

Bes Hiicre Hattinda MY CN/p53 Genomik DNA Kopya Sayis1 Oraninin ve
MYCN Ekspresyonunun Karsilastirnmasi

MYCN/p53 MYCN
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Kelly IMR32 MHH SIMA~ SH-SY5Y Kelly IMR32 MHH SIMA SH-SY5Y

Sekil 33: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de MYCN/p53 genomik DNA
kopya sayisi oranlar1 ile MYCN ekspresyonu. Y ekseninde hiicre hatlarinin
MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlart ve MYCN ekspresyon katlart goriilmektedir.
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Bununla birlikte; SIMA harig, MYCN DNA kopya sayisi azalirken E2F1 ekspresyonunda
da bir azalma goriildii (Sekil 34).

Bes Hiicre Hattinda MYCN/p53 Genomik DNA Kopya Sayis1 Oraninin ve
E2F1 Ekspresyonunun Karsilastirilmasi

MYCN/p53 e2fl
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04 4
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Sekil 34: Kelly, IMR32, MHH-NB-11, SIMA ve SH-SY5Y de MYCN/p53 genomik DNA
kopya sayis1 oranlar1 ile E2F1 ekspresyonu. Y ekseninde hiicre hatlarinin MY CN/p53
DNA kopya sayisi oranlar1 ve E2F1 ekspresyon katlar1 goriilmektedir.
Tim bes hiicre hattinda MYCN/p53 DNA PCR amplifikasyon etkinlik (E) degerleri
LinReg PCR programinda hesaplandi. Kelly ve SIMA’'da ayrica iki kat baslangig

konsantrasyonlar diliie edilerek gercek zamanli PCR deneyleri kuruldu. Bunun i¢in 2, 4, 8, 16

Kelly'de 2 kat seri diliisyonlardan elde edilen Cp degerleri

Lightcycler 2.0- Gercek Zamanh PCR Sonuclar:
Iki Kat diliisyon Serisi

Sira | Hiicre hatti-Donem | Bas. Kons. Gen Adi Cp

1 Kelly shRNA-Once | DNA-32ng MYCN 21,07
2 Kelly shRNA-Once | DNA-32ng p53 31,48
3 Kelly shRNA-Once | DNA-16ng MYCN 22,82
4 Kelly sShRNA-Once | DNA-16ng p53 33,34
5 Kelly shRNA-Once | DNA-8ng MYCN 23,32
6 Kelly shRNA-Once | DNA-8ng p53 34,13
7 Kelly shRNA-Once | DNA-4ng MYCN 25,63
8 Kelly shRNA-Once | DNA-4ng p53 35,51
9 Kelly shRNA-Once | DNA-2ng MYCN 25,68
10 | Kelly shRNA-Once | DNA-2ng p53 36,75

Tablo 5: RNA susturulmasi 6ncesinde Kelly hiicre hattinda DNA 6rneginde iki Kat seri
diliisyonlarin sonuglari.
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ve 32 nanogram baslangi¢ konsantrasyonlarinda DNA 6rnekleri Lightcycler 2.0 cihazina yiiklen-
di. Tablo 5°de Lightcycler 2.0"dan alinan Cp degerleri gosterildi. Ayrica Sekil 35°de Kelly hiicre

hattina ait MYCN ve p53 DNA PCR amplifikasyon egrileri goriilmektedir.

Kelly Hiicre Hattinda shRNA Oncesi Iki Kat Diliisyon Serilerine Ait Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 35: Kelly hiicre hattinda shRNA 6ncesi ¢alisiimis genomik DNA 6rneklerinde 2 kat
diliisyon serilerinde MYCN ve p53 genlerinin PCR amplifikasyon egrileri. Cp
degerlerine karsilik gelen floresans dl¢limleri grafikte gosterilmistir.

Diger taraftan diliisyon serilerinin Cp degerleri elde edildikten sonra, DNA 6rneklerinin
baslangi¢c konsantrasyon degerlerinin logaritmik verileri ile MYCN ve p53 genlerinin Cp
degerleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 36). Hem MYCN hem de p53 icin grafigin egimi
hesaplandi. MYCN igin egim= -3,996, p53 i¢in egim= -4,222 olarak olgildi. Gereg ve
yontemlerde anlatildigi gibi, E= 10 CVEE) formiilii kullanilarak Kelly ve SIMA® da MYCN ve

pS3 i¢cin PCR amplifikasyon etkinlikleri hesaplandi. Kelly sh-RNA o6ncesi MYCN i¢in

E=1,7790; p53 ign E=1,7250 olarak belirlendi.

68



Kelly shRNA Oncesinde MYCN ve p53 DNA Verileri icin Olusturulan Dogrusal Grafik
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Sekil 36: RNA susturulmasi dncesinde Kelly hiicre hattinda konsantrasyonlar1 2, 4, 8, 16, 32
nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA 6rneklerinin logaritmik verileriyle Cp
degerleri arasinda cizilen grafik.

Bu E degerleriyle Kelly hiicre hattinda, MYCN/p53 DNA kopya sayist orani1 yeniden

hesaplandi. LinReg PCR programinda R=1519,75 olarak hesaplanmisti. Diliisyon metodu

kullanilarak hesaplanan E degeri formiilde yerine konuldugunda;
R mvenpss=E"? = (1,7790/1,7250+1) #*2+2370 = 20313 %% =1753,63

degeri elde edildi. Bu sonu¢ LinReg PCR metoduyla elde edilen R degerinden % 15,38 daha
yiiksektir.
Kelly'de oldugu gibi SIMA hiicre hattinda da shRNA o6ncesinde iki kat diliisyon

serilerinde (2ng-4ng-8ng-16ng-32ng) DNA oOrneklerinde gergek zamanli PCR  deneyleri
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uygulandi. Tablo 6'da Lightcyler 2.0 cihazindan alinan SIMA shRNA o6ncesi DNA o6rneklerine
karsilik gelen Cp degerleri verildi.

SIMA da iki kat seri diliisyonlardan elde edilen Cp degerleri

Lightcycler 2.0- Ger¢ek Zamanh PCR Sonuclar:
2,Kat diliisyon Serisi

Sira | Hiicre hatti-Donem | Bas. Kons. Gen Adi Cp

1 Sima shRNA-Once | DNA-32ng MYCN 23,85
2 Sima sShRNA-Once | DNA-32ng p53 29,87
3 Sima sShRNA-Once | DNA-16ng MYCN 23,76
4 Sima sShRNA-Once | DNA-16ng p53 30,97
5 Sima shRNA-Once | DNA-8ng MYCN 25,13
6 Sima shRNA-Once | DNA-8ng p53 31,88
7 Sima shRNA-Once | DNA-4ng MYCN 25,88
8 Sima sShRNA-Once | DNA-4ng p53 31,90
9 Sima shRNA-Once | DNA-2ng MYCN 27,09
10 | Sima shRNA-Once | DNA-2ng p53 33,50

Tablo 6: RNA susturulmasi dncesinde SIMA hiicre hattina ait DNA 6rneginde iki kat seri
dilisyonlarin sonuglari.

Bununla birlikte, Sekil 37 de Lightcycler 2.0 dan alinan SIMA hiicre hattina ait MYCN ve
p53 DNA PCR amplifikasyon egrileri gosterildi. Bu asamada, diliisyon serilerinin Cp degerleri
elde edildikten sonra, DNA 6rneklerinin baglangi¢ konsantrasyon degerlerinin logaritmik verileri
ile MYCN ve p53 genlerinin Cp degerleri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 38). Hem MYCN hem de
p53 i¢in grafigin egimi hesaplandi. MYCN igin egim= -2,857, p53 i¢in egim= -2,7209 olarak
olgtldii.

SIMA hiicre hattinda shRNA 6ncesinde MYCN ve p53 i¢in Cp ve log(K) degerleri arasin-
da ¢izilen grafikten egimler hesaplandiktan sonra, E= 10 CUEEM) formiilii kullanilarak PCR amp-
lifikasyon etkinlikleri saptandi. SIMA sh-RNA oncesinde MYCN i¢in E=2,238; p53 icin
E=2,330 olarak belirlendi. Bu E degerlerinden SIMA hiicre hattinda MYCN/p53 DNA kopya
say1st orani yeniden hesaplandi. LinReg PCR programinda R:140,64 olarak hesaplanmisti. Diliis-

yon metodu kullanilarak hesaplanan E degeri formiilde yerine konuldugunda;
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SIMA Hiicre Hattinda shRNA Oncesi Iki Kat Diliisyon Serilerine Ait Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 37: SIMA hiicre hattinda shRNA oncesi ¢aligilmis genomik DNA 6rneklerinde iki kat
diltisyon serilerinde MYCN ve p53 genlerinin PCR amplifikasyon egrileri. Cp
degerlerine karsilik gelen floresans dl¢timleri grafikte gosterildi.

R MYCN/p53=EACp =E (EMYCN/EP53+1)= (2,238/2,330+1) (31,81-2492) — 1,9605 689 =103,37

degeri elde edildi. Bu sonu¢ LinReg PCR metoduyla elde edilen R degerinden % 26,50 daha

diistiktiir.
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SIMA shRNA Oncesinde MYCN ve p53 DNA Verileri i¢cin Olusturulan Dogrusal Grafik
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Sekil 38: RNA susturulmasi dncesinde SIMA hiicre hattinda konsantrasyonlari 2, 4, 8, 16, 32
nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA o6rneklerinin logaritmik verileriyle Cp
degerleri arasinda ¢izilen grafik.

IMR32 hiicre hattinda shRNA oncesinde, MYCN ve p53 genomik DNA PCR amplifikasyon
etkinlik degerleri (E) sadece LinReg PCR yontemiyle hesaplandi. Calisma ii¢ kere tekrarlandi.
Lightcycler 2.0'dan alinan Cp degerlerinin ortalamalari alindi. Sekil 39 da amplifikasyon egrileri
goriilmektedir. MYCN i¢in Cp= 26,38, p53 i¢cin Cp= 35,27 olarak saptandi. LinReg PCR
programinda MYCN i¢in E=1,638, p53 i¢in E=1,593 olarak hesaplandi. Bu E degerlerinden,

IMR32 hiicre hattinda MYCN/p53 DNA kopya sayisi oran1t R=537,29 olarak bulundu.
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IMR32 shRNA Oncesinde MYCN ve p53 Geni Amplifikasyon Egrileri
Amplification Curves
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Sekil 39: IMR32 RNA susturulmasi éncesinde MYCN ve p53 DNA gercek zamanli PCR
deneyinden elde edilen Lightcycler 2.0 Amplifikasyon egrileri.

MHH-NB-11 hiicre hattinda da shRNA oncesinde, MYCN ve p53 genomik DNA PCR
amplifikasyon etkinlik degerleri (E) sadece LinReg PCR yontemiyle hesaplandi. Calisma {i¢ kere
tekrarlanarak Lightcycler 2.0'dan alinan Cp degerlerinin ortalamalari alindi. Sekil 40'da
amplifikasyon egrileri goriilmektedir. MYCN icin Cp= 25,67, p53 i¢in Cp= 36,61 olarak saptandi.

LinReg PCR programinda MYCN i¢in E=1,608, p53 i¢in E=1,575 olarak hesaplandi. Bu E
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degerlerinden, MHH-NB-11 hiicre hattinda MYCN/p53 DNA kopya sayisi orant R= 2201,20

olarak bulundu.

MHH-NB-11 shRNA Oncesinde MYCN ve p53 Geni Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 40: MHH-NB-11 RNA susturulmas: 6ncesinde MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanh
PCR deneyinden elde edilen Lightcycler 2.0 Amplifikasyon egrileri.

SH-SYS5Y hiire hattinin MYCN geni kopya sayist FISH yontemi ile 2-3 arasinda oldugu
saptanmisti. MYCN ve p53 genomik DNA kopya sayilarinin birbirine gore orani gercek zamanh
PCR deneyleri ile de elde edildi. Buna gore Lightcycler 2.0 cihazindan alinan Cp degerlerinin

ortalamasi alindi. LinReg PCR yontemiyle E degerleri hesaplandi. Yine bu E degerlerinin de
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ortalamasi alindi. Buna gére MYCN i¢in Cp=29,44 bulundu. P53 i¢in Cp=28,78 olarak saptandi.

Sekil 41°de SH-SYSY hiicre hattinda MYCN ve p53 i¢in amplifikasyon egrileri goriilmektedir.

SH-SYSY Hiicre Hattinda MYCN ve pS53 Geni Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 41: SH-SYS5Y hiicre hattinda MYCN ve p53 DNA gercek zamanli PCR deneyinden
elde edilen Lightcycler 2.0 Amplifikasyon egrileri.

LinReg PCR programinda, MYCN i¢in E=1,286, p53 icin E=1,330 olarak saptandi. E

degeri formiilde yerine konuldugunda;
R mvenipss=E? = E (Emyen/Epss*+1)= (1,286/1,330+1) 87824 = 1 9669 % =0 63

degeri elde edildi.
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4.6-RNA Susturulmasi Sonrasinda Ger¢cek Zamanh PCR deneyleri ile yeniden ekspresyon
diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlar1 arastirildi.

-Gen susturmalarinin gergeklestirildigi MYCN amplifiye Noroblastoma hiicre hatlarindan
cDNA' lar ve DNA" lar yeniden elde edildi.
MYCN onkogeninin amplifiye oldugu Kelly, IMR32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre

hatlarinda c-myb, HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21, Geminin, b-myb ve kontrol olarak EGFP ye
spesifik olarak dizayn edilmis ShRNA dizileri ile birlesik vektor sistemleriyle RNA susturulmasi
gergeklestirildi. Susturmadan sonra bu dort hiicre hattinda, MYCN, c¢-myb, HL3MBTL, E2F1,
hCdtl, p21, Geminin, b-myb ve referans HPRT1 genlerinde mRNA ekspresyon diizeyleri gergek
zamanli PCR deneyleriyle yeniden o6lgiildii. Ayrica bu RNA susturulmalart gergeklestirilmis
hiicre hatlarindan DNA" larda yeniden elde edildi.

Bunun i¢in once yine FastLane kiti ile cDNAlar elde edildi. C-myb, HL3MBTL, E2F1,
hCdtl, p21, Geminin, b-myb ve EGFP kontrolii ile ayr1 ayr1 transfekte edilmis dort hiicre
hattindan 24 kuyulu kiiltiir plaklarina 40.000 hiicre ekildi. RNA susturulmasi dncesinde oldugu
gibi hiicreler % 80 oraninda plaklar1 kapladiginda cDNA" lar1 elde edildi. DNAlarda yine gereg
ve yontemde anlatildig1 gibi fenol:kloroform:izoamilalkol ile 75 cm? flasklardan ekstrakte edildi.

ARLAB'da Carry WinUV spektrofotometre cihazinda Carry 50 DNA/RNA Conc progra-
minda 260 nm absorbansta konsantrasyon oOl¢iimleri yapildi. Ayni1 Ornekten i ayr1 6lgiim
yapildi. Bu ii¢ 6l¢iimiin ortalamasi alindi. Tablo 7 ve 8" de tiim yedi gen ve bir kontrol geni ile
transfekte hiicre hatlarina ait ¢cDNA'larin ve DNA'larin ortalama absorbans degerleri ve
konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Konsantrasyon degerleri yine asagidaki formiillere gore

hesaplandi.
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cDNA Konsantrasyonlari

HUCRE o -
HATTI-GEN A260 DEGERI C (ng/ml) SAFLIK DEGERI
shRNA
Kelly c-myb 1,5384 1,5622 0,6489 1538,4 | 1249,76 1946,7 1,7548 1,774 | 1,74
Kelly h13mbtl 1,3901 0,6188 - 1390,1 | 1485,12 - 1,7534 1,761 -
Kelly p21 0,6666 - - | 1599,84 - - 1,7558 - -
Kelly geminin 0,6781 - - | 1627,44 - - 1,7528 - -
Kelly e2f1 0,5945 - - 17835 - - 1,7632 - -
Kelly b-myb 0,9334 - - | 2240,16 - - 1,7317 - -
Kelly hCdtl 0,6944 - - | 1666,56 - - 1,7547 - -
Kelly egfp 0,8527 - - | 2046,48 - - 1,7362 - -
SIMA c-myb 1,1116 1,3327 0,5272 889,28 1332,7 1581,6 1,7676 1,761 | 1,75
SIMA hI3mbtl 1,4829 1,0637 0,5388 | 1186,32 | 1418,26 | 1293,12 1,7783 | 1,753 | 1,76
SIMA p21 0,6791 - - | 1629,84 - - 1,7544 - -
SIMA geminin 0,6062 - - | 1454,88 - - 1,7803 - -
SIMA e2fl 0,6035 - - 14484 - - 1,7698 - -
SIMA b-myb 0,6904 - - | 1656,96 - - 1,7598 - -
SIMA hCdtl 0,5410 - - 1623 - - 1,7886 - -
SIMA egfp 0,5052 - - | 1212,48 - - 1,7318 - -
MHH c-myb 0,5767 - - | 1384,08 - - 1,7292 - -
MHH hlI3mbtl 0,5672 - - | 1361,28 - - 1,7272 - -
MHH p21 0,5193 - - | 1246,32 - - 1,7391 - -
MHH geminin 0,5284 - - | 1268,16 - - 1,7431 - -
MHH e2f1 0,5653 - - | 1356,72 - - 1,7277 - -
MHH b-myb 0,5625 - - 1350 - - 1,7399 - -
MHH hCdtl 0,4402 - - | 1056,48 - - 1,7857 - -
MHH egfp - - - - - - - - -
IMR32 c-myb 0,5322 - - 1596,6 - - 1,7302 - -
IMR32 hI3mbtl 0,6186 - - | 1484,64 - - 1,7207 - -
IMR32 p21 0,5203 - - | 1248,72 - - 1,7374 - -
IMR32 geminin 0,5217 - - | 1252,08 - - 1,7478 - -
IMR32 e2f1 0,6363 - - | 1527,12 - - 1,7304 - -
IMR32 b-myb 0,4908 - - 1472,4 - - 1,7285 - -
IMR32 hCdtl 0,5311 - - | 1274,64 - - 1,7871 - -
IMR32 egfp 0,6020 - - 1806 - - 1,7296 - -

Tablo 7: RNA susturmasi sonrasinda tiim hiicre hatlarinda ¢ DNA konsantrasyon dlgtimleri.

C (pg/ml ) = A(260nm) x diliisyon faktorii (cDNA igin)
0,025

C (ug/ml ) = A(260nm) x diliisyon faktorii (DNA igin)
0,020
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DNA Konsantrasyonlari

HUCRE o .
HATTI-GEN A260 DEGERI C (ng/ml) SAFLIK DEGERI
shRNA
Kelly c-myb 0,0604 0,0971 - 90,6 145,65 2,003 | 1,831 -
Kelly hi3mbtl 0,0313 0,0077 0,0501 46,95 19,25 75,15 1,968 | 2,464 2,024
Kelly p21 0,1424 - - 213,6 - - 1,669 - -
Kelly geminin 0,2793 - - 418,95 - - 1,644 - -
Kelly e2f1 0,0284 - - 42,6 - - 1,869 - -
Kelly b-myb 0,0313 - - 46,95 - - 1,792 - -
Kelly hCdtl 0,1992 - - 298,8 - - 1,695 - -
Kelly egfp 0,0526 - - 78,9 - - 1,729 - -
SIMA c-myb 0,2941 - - 441,15 - - 1,793 - -
SIMA hI3mbtl 0,0291 0,1631 0,0541 43,65 244,65 81,15 1,989 | 1,836 1,838
SIMA p21 0,0465 - - 69,75 - - 1,867 - -
SIMA geminin shRNA- - - - - - - - -
SIMA e2f1 0,0260 - - 39 - - 1,806 - -
SIMA b-myb 0,2004 - - 300,6 - - 1,718 - -
SIMA hCdtl ShRNA- - - - - - - - -
SIMA egfp 0,2170 - - 3255 - - 1,712 - -
MHH c-myb 0,0467 - - 70,05 - - 1,984 - -
MHH hI3mbtl 0,0147 - - 22,05 - - 2,149 - -
MHH p21 0,1628 - - 2442 - - 1,848 - -
MHH geminin shRNA- - - - - - - - -
MHH e2f1 0,0138 - - 20,7 - - 2,223 - -
MHH b-myb 0,0219 - - 32,85 - - 2,021 - -
MHH hCdtl ShRNA- - - - - - - - -
MHH egfp ShRNA- - - - - - - - -
IMR32 c-myb 0,0344 - - 51,6 - - 2,049 - -
IMR32 hiI3mbtl 0,0280 - - 42 - - 1,787 - -
IMR32 p21 0,1744 - - 261,6 - - 1,779 - -
IMR32 geminin | shRNA- - - - - - - - -
IMR32 e2f1 0,2797 - - 419,55 - - 1,75 - -
IMR32 b-myb 0,0215 - - 32,25 - - 2,101 - -
IMR32 hCdtl ShRNA- - - - - - - - -
IMR32 egfp 0,2744 - - 411,6 - - 1,850 - -

Tablo 8: RNA susturmasi sonrasinda tiim hiicre hatlarinda DNA konsantrasyon 6lgiimleri.

Tabloda; Kelly ve SIMA, c-myb, HL3MBTL genleri ile ayr1 ayri iki kere transfekte edildi.
Bu yiizden onlara ait cDNA iki kere elde edildi. Ayrica, Kelly c-myb RNA susturmasi
sonrasinda ve SIMA c-myb ile HL3MBTL RNA susturmalar1 sonrasinda ii¢ kere cDNA elde
edilip konsantrasyonlar1 6lgilildii. Ciinkii ilk seferde bu genlerdeki RNA baskilanma oranlari

diistiktii. Tekrar G418 muamelesine devam edildikten sonra cDNAlar yeniden elde edildi.
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-Gergek zamanli PCR deneylerinde RNA susturulmas: gergeklestirilen hiicre hatlarinda dokuz
genin ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Kelly, IMR32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre hatlar1, c-myb, HL3MBTL, E2F1, hCdtl,
p21, Geminin, b-myb ve kontrol olarak EGFP ye spesifik ShRNA dizileri ile birlesik vektor
sistemleriyle transfekte edildikten sonra RNA susturulmalart gerceklestirildi. RNA
susturulmasindan sonra MYCN, c-myb, HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21, Geminin, b-myb ve
referans HPRT1 genlerin de mRNA ekspresyon diizeyleri ger¢ek zamanli PCR deneyleriyle
yeniden Olciildii. Ayrica transfeksiyondan sonra susturulan genlerin hiicrelerinden elde edilen
DNA orneklerinde MYCN/p53 kopya sayist oranlarinin saptanmasi i¢in gercek zamanli PCR
deneyleri uygulanda.

RNA susturulmasi oncesinde de kullanilan ayni prob ve primer dizileri ile deneyler
gergeklestirildi (Tablo 1). Tagman kitinin hazir 5xMaster soliisyonu ile DNA polimeraz enzimi
karigtirlldi. Reaksiyona ilgili probe ve primer ciftleri ile birlikte cDNA ve DNA'lar eklendi.
Kapiller i¢inde her bir 6rnek Lightcycler 2.0 cihazina yiiklendi. Deney sonunda her bir gen i¢in
Cp degerleri elde edildi. Ayrica bu genlere ait PCR etkinlik katsayilar1 (E) belirlendi. RNA
susturmasi sonrasinda da tiim gergek zamanli PCR reaksiyonlar ii¢ kere tekrarlandi. Uyumsuz
c¢ikan sonuclarda deneylere devam edildi.

Her bir hiicre hattinda ilgili genlerde gerceklestirilen RNA susturulmasi oncesinde ve
sonrasinda elde edilen ortalama Cp, E ve R degerleri birbiriyle kiyaslandi. Tiim dort hiicre
hattida kontrol EGFP vektoriiyle transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra bu kontrol
vektoriinlin bulundugu hiicrelerde de ilgili genlerin referans genine gore ekspresyon katlar1 (R)
belirlendi. Tiim dort hiicre hattinda ilgili genlerin RNA susturulmalar1 6ncesindeki R degerleri
ile EGFP kontrol vektorlerinin transfekte oldugu hiicrelerden elde edilen R degerleri beklenildigi

gibi birbirine yakin sonuglar verdi.
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Kelly Hiice Hatti ShRNA Sonrasi Ger¢ek Zamanh PCR Sonuglari

KELLY
RNA SUSTURMASI UYGULANAN GENLER
— z
m = m s =
GENLER > o] 0 > = =z —
S & o N
= S o = @) = 2
(@] 1 m T L
I O]
MYCN 27,72 28,15 30,05 30,23 X 28,17 28,43
1,751 1,719 1,746 1,733 1,738 1,717
10,8244 7,3606 3,8014 18,3329 6,1038 4,7976
CMYB >40 >40 >40 >40 Neg. Neg.
1,526 1,499 1,342 1,446 X 1,228 1,182
0,0031 0,0025 0,0091 0,0248 0,0000 0,0000
HL3MBTL Neg. 38,51 >40 >40 >40 >40
1,418 1,435 1,527 1,577 X 1,538 1,537
0,0000 0,0080 0,0057 0,0194 0,0024 0,0023
E2F1 32,43 34,42 36,29 35,53 34,30 34,87
1,500 1,425 1,465 1,374 X 1,462 1,424
0,4214 0,1091 0,0669 0,4464 0,1082 0,0756
BMYB 29,68 30,97 30,51 33,64 31,00 30,50
1,246 1,420 1,478 1,409 1,430 1,401
2,1547 0,9629 2,4464 1,4387 X 0,8475 1,1017
HCDT1 31,01 30,89 31,96 31,47 31,56 31,67
1,754 1,754 1,744 1,801 1,708 1,699
1,0436 1,0147 0,9859 7,8462 X 0,5603 0,4941
GMN 29,67 29,63 30,54 30,34 30,07 30,00
1,129 1,150 1,147 1,177 1,147 1,145
2,0467 1,9868 2,0583 8,3628 X 1,4071 1,4084
P21 >40 >40 >40 >40 >40 >40
1,440 1,423 1,338 1,201 1,587 1,244
0,0040 0,0032 0,0092 0,0402 X 0,0021 0,0056
HPRT1 31,07 30,91 31,94 34,22 30,73 30,66
1,690 1,620 1,700 1,615 1,692 1,683
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 X 1,0000 1,0000
MYCN/P53 21,60/ 24,68/ 24,44/ 24,50/ 22,78/ 21,28/
33,22 35,38 34,94 34,43 X 32,76 31,12
1,616/ 1,606/ 1,576/ 1,569/ 1,602/ 1,612/
1492 | 1627 | 1,557 | 1,610 X 1501 | 1,500
5051,39 | 1551,37 | 1543,64 | 858,79 X 1404,48 | 1314,11

Tablo 9: Kelly hiicre hattinda alt1 gen susturulmalarindan sonra elde edilen mMRNA ekspresyon
diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayilar1 oranlar1. Tablo™ da birinci satirlar Cp
oranlarini, ikinci satirlar E degerlerini, iiglincii satirlar R katlarini géstermektedir.

X: HCdt1 geninde shRNA dizisinin vektorii ¢alismadi.
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Kelly'de shRNA oncesi ve sonrasi R degerlerinin karsilastirilmasi

SHRNA
) _ KELLY
ONCESI RNA SUSTURMASI UYGULANAN GENLER (R)
GEN ADI KELLY y
- =z
oM =
R m m —_
S - I B - - -
O T o @ O &

MYCN 8,5157 10,8244 | 7,3606 | 3,8014 | 18,3329 | 6,1038 | 14,7976
CMYB 0,0266 0,0031 | 0,0025 | 0,0091 0,0248 | 0,0000 0,0000
HL3MBTL 0,0292 0,0000 | 0,0080 | 0,0057 0,0194 | 0,0024 | 0,0023
E2F1 0,5926 0,4214 | 10,1091 | 0,0669 0,4464 | 10,1082 | 0,0756
BMYB 4,6402 2,1547 | 10,9629 | 2,4464 1,4387 | 10,8475 1,1017
HCDT1 0,6761 1,0436 | 11,0147 | 0,9859 7,8462 | 0,5603 | 0,4941
GEMININ 1,7692 2,0467 | 11,9868 | 2,0583 8,3628 | 11,4071 1,4084
P21 0,1351 0,0040 | 10,0032 | 0,0092 0,0402 | 0,0021 | 0,0056
HPRT1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MY CN/P53
DNA Kopya | 1519,75 5051,39 | 1551,37 | 1543,64 | 858,79 | 1404,48 | 1314,11
Sayis1 (R)

Tablo 10: Kelly'de RNA susturmasi 6ncesinde ve sonrasinda mRNA ekspresyonlart ile
MYCN/p53 DNA kopya sayis1 oranlarinin R degerleri.

Kelly hiicre hattinda c-myb, HL3MBTL, E2F1, p21, Geminin ve b-myb dahil alt1 gende
RNA susturulmasi gercgeklestirildi. Susturmadan sonra yapilan gercek zamanli PCR deneylerinin
sonuglar1 Tablo 9'da goriilmektedir. Tablo™ da alt1 genin susturuldugu hiicre hattindaki mRNA
ekspresyon diizeyleri ile MYCN/p53 kopya sayist oranlar1 verildi. Ayrica Tablo 10°da Kelly'de
susturma Oncesi ve sonrasinda, gen ekspresyonlar1 ve MYCN/p53 DNA kopya sayist oranlari
birbiriyle kiyaslanarak verildi.

Sonuglarda MYCN ekspresyonu ve MYCN/p53 DNA kopya sayist oranlarinin iizerine
diger genlerin etkisi incelendi. Kelly hiicre hattinda c-myb geni mRNA"s1 baskilandig1 zaman,
MYCN ekspresyonu % 27,14; MYCN/p53 DNA kopya sayist oran1 % 232,38 artti. HL3MBTL
geninin mRNA "s1 baskilandiginda ise, MYCN ekspresyonu % 13,52 azalirken MYCN/p53 DNA
kopya sayist oran1 % 2,08 artti. E2F1 geni mRNA's1 baskilaninca da MYCN mRNAsinin

ekspresyon diizeyi % 55,34 azalirken MYCN/p53 DNA kopya sayist oran1 % 1,57 artti. B-myb
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baskilanmasi durumunda da c-myb shRNA sonrasi durum gibi MYCN ekspresyon diizeyinde
artis goriildii. Bu artis % 115,39 oraninda gerceklesti. B-myb baskilandiginda MYCN/p53 DNA
kopya sayis1 orani ise % 43,49 azaldi. P21 gen mRNA"s1 baskilandiginda MYCN ekspresyonu %
43,72 oraninda azalirken MYCN/p53 DNA kopya sayisi oran1 da % 13,53 azaldi. Son olarak,
Geminin mMRNA's1 baskilaninca 6nceki durumuna gére MYCN mRNA's1 % 28,32 oraninda
azalirken MYCN/p53 DNA kopya sayist orani da % 7,58 azaldi.

Kelly'de c-myb geninin susturulmasindan sonra MYCN/p53 DNA kopya sayist oraninda
% 232,38°lik 6nemli bir artisin meydana geldigi gériilmektedir. Bu yiizden Kelly de c-myb geni
susturulduktan sonra MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani diliisyon metoduyla da belirlendi. Bu
amagla, MYCN ve p53 i¢in iki kat seri diliisyonlar ile ger¢ek zamanli PCR deneyleri uygulandi.
Bu deneyler sonucunda elde edilen Cp degerleriyle konsantrasyonlar arasinda ¢izilen grafiklerin
egiminden E degerleri hesaplandi. Kelly c-myb geninin susturuldugu DNA 6rneklerinde ShRNA
oncesinde yapildigi gibi iki kat baslangi¢ konsantrasyonlar diliie edilerek gercek zamanli PCR
deneyleri kuruldu. Bunun i¢in 2, 4, 8, 16 ve 32 nanogram baslangi¢c konsantrasyonlarinda DNA
ornekleri Lightcycler 2.0 cihazina yiiklendi.

Kelly'de c-myb shRNA sonrasinda iki kat seri diliisyonlardan elde edilen Cp degerleri

Lightcycler 2.0- Gercek Zamanh PCR Sonuclar:
Iki Kat diliisyon Serisi

Sira | Hiicre hatti-Donem Bas. Kons. Gen Adi Cp

1 Kelly c-myb shRNA-Sonra | DNA-32ng MYCN 19,80
2 Kelly c-myb shRNA-Sonra | DNA-32ng p53 31,45
3 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-16ng MYCN 20,26
4 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-16ng p53 32,06
5 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-8ng MYCN 21,67
6 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-8ng p53 33,33
7 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-4ng MYCN 22,48
8 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-4ng p53 34,27
9 Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-2ng MYCN 23,82
10 | Kelly c-myb shRNA-Sonra DNA-2ng p53 35,00

Tablo 11: RNA susturulmasi sonrasinda Kelly hiicre hattinda DNA 6rneginin iKi kat seri
diliisyon sonuglari.
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Tablo 11 de Lightcycler 2.0'dan alinan Cp degerleri gosterildi. Ayrica Sekil 42 de Kelly c-
myb shRNA sonrasinda elde edilen MYCN ve p53 DNA PCR amplifikasyon egrileri
goriilmektedir. Kelly shRNA oncesi iki kat diliisyon serilerinde oldugu gibi c-myb shRNA
sonrasinda da MYCN ve p53 genlerinin Cp degerleri ile DNA o&rneklerinin baslangig

konsantrasyon degerlerinin logaritmik verileri arasinda grafik ¢izildi (Sekil 43).

Kelly C-myb shRNA Sonrasinda iki-kat Diliie Orneklerin
MYCN ve p53 DNA Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves

1.5 Eelly c-myb shBENA Sonrasmda
1.4-: MYCN ve P53 DINA
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Sekil 42: Kelly hiicre hattinda c-myb susturulduktan sonra MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanli
PCR deneylerinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri. Cp degerleri-
ne karsilik gelen floresans dl¢iimleri grafikte gosterildi.
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Hem MYCN hem de p53 i¢in grafigin egimi hesaplandi. MYCN i¢in egim= -3,408, p53
icin egim= -3,093 olarak olgiildii. Gere¢ ve ydntemlerde anlatildig gibi, E= 10 C/E&™ formiilii
kullanilarak Kelly" de MYCN ve p53 i¢in PCR amplifikasyon etkinlikleri hesaplandi.

Kelly c-myb shRNA sonrast MYCN igin E=1,9651; p53 i¢n E=2,1052 olarak belirlendi.
Bu E degerleriyle Kelly hiicre hattinda MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani yeniden hesaplandi.
LinReg PCR programinda R=5051,39 olarak belirlenmisti. Diliisyon metodu kullanilarak

hesaplanan E degeri formiilde yerine konuldugunda;

Kelly c-myb shRNA Sonrasinda MYCN ve p53 DNA Cp ve Log (K)
Verileri icin Olusturulan Dogrusal Grafik

R=2123,52 KAT
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Sekil 43: C-myb RNA susturulmasi sonrasinda Kelly hiicre hattinda konsantrasyonlar1 2, 4, 8,
16, 32 nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA 6rneklerinin logaritmik verile-
riyle MYCN ve p53 Cp degerleri arasinda gizilen grafik.

R mvenpss=E*? = (1,9651/2,1052+1) 33##240) = 1 9334 1102 =2123 52
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degeri elde edildi. Bu sonu¢ LinReg PCR metoduyla elde edilen R degerinden % 57,96 daha
azdir. LinReg PCR ve dilisyon metodu ile elde edilen ekspresyon katlarinin (R) degerleri
arasinda uyumsuzluk oldugu géze carpmaktadir. Bununla birlikte; Kelly hiicre hattinda c-myb
geni mRNA's1 susturulmadan 6nce diliisyon metoduyla E degerinin hesaplandigi durumda
R:1753,63 kat idi. C-myb mRNA"s1 susturulduktan sonra MYCN kopya sayisinin p53‘e goére
2123,52 kata ¢iktig1 goriilmektedir.

Sonug olarak; Kelly'de c-myb mRNA's1 % 88,34 oraninda baskilandiginda MYCN eks-

presyonu % 27,14; MYCN/p53 DNA kopya sayist oran1 % 21,09 oraninda artt1 (Sekil 44).
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MYCN ekspresyonu % 27,14 1 MYCN/p53 DNA % 21,09 T

Sekil 44: Kelly'de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ve
MY CN/p53 DNA kopya sayisi orani.
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SIMA hiicre hattinda c-myb, HL3MBTL, E2F1, p21 ve b-myb dahil bes gende RNA
susturulmasi1 gergeklestirildi. Susturmadan sonra yapilan gergek zamanli PCR deneylerinin
sonuglar1 Tablo 12 de goriilmektedir. Tablo™ da hiicre hattindaki mRNA ekspresyon diizeyleri ile
MYCN/p53 kopya sayisit oranlart verildi. Ayrica Tablo 13'de SIMA'da susturma Oncesi ve
sonrasinda gen ekspresyonlart ve MYCN/p53 DNA kopya sayis1 oranlari birbiriyle kiyaslanarak
verildi. SIMA'da da mRNA ekspresyonlar1 ve MYCN/p53 DNA PCR reaksiyonlart i¢in
amplifikasyon etkinlik (E) degerleri LinReg PCR programinda hesaplandi.

Sonuglarda MYCN ekspresyonu ve MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlarinin iizerine
diger genlerin etkisi incelendi. SIMA hiicre hattinda; c-myb geni mRNA "sinin baskilanmasi ile
MYCN ekspresyonunda Kelly™ nin aksine % 44,44 oraninda azalma goriildii. MYCN/p53 DNA
kopya sayis1 orant ise % 55,87 arttt. HL3AMBTL shRNA uygulandiginda Kelly'de oldugu gibi
MYCN mRNA diizeyinde diisiis gozlendi. Ancak diislis Kelly" ye gore daha fazla diizeyde (%
37,42) meydana geldi. MYCN/p53 DNA kopya sayist orani ise % 3,6 artti. E2F1 geninde
shRNA uygulandig1 zaman, Kelly nin aksine % 20,46 oraninda MYCN mRNA diizeyinde artma
meydana geldi. MYCN/p53 DNA kopya sayist orani ise % 20,13 artti. B-myb ve p21 mRNA’
lar1 lizerinde shRNA baskilanmasi uygulaninca ise sirasityla % 14,61 ve % 66,66 oranlarinda
MYCN mRNA" sinin arttig1 belirlendi. MYCN/p53 DNA kopya sayist orani ise b-myb’de %
22,63 azalirken p21°de % 0,93 artt1.

Ayrica Kelly'de oldugu gibi SIMA da da iki kat diliisyonlarla elde edilen gercek zamanli
PCR sonuglariyla c¢izilen grafiklerin e§iminden de E degerleri hesaplandi. SIMA hiicre hattinda
da c-myb geninin susturuldugu DNA o&rneklerinde shRNA o6ncesinde yapildigi gibi iki kat
baslangi¢c konsantrasyonlari diliie edilerek ger¢cek zamanli PCR deneyleri kuruldu. Bunun ig¢in
yine 2, 4, 8, 16 ve 32 nanogram baslangi¢c konsantrasyonlarinda DNA o6rnekleri Lightcycler 2.0

cihazina yiiklendi.
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SIMA Hiicre Hatti sShRNA Sonrasi1 Ger¢cek Zamanh PCR Sonuclari

SIMA
RNA SUSTURMASI UYGULANAN GENLER
= zZ
m = m s =
GENLER > 1] N > = P —
S LL a) N
= S N = @) = 2
(@] 1 m T L
I )
MYCN 30,70 30,15 29,75 29,81 29,26
1,689 1,704 1,740 1,736 X X 1,744
0,9592 1,0736 2,0622 1,9613 2,8543
CMYB >40 >40 >40 38,08 38,42
1,126 1,244 1,527 1,578 X X 1,461
0,0083 0,0041 0,0025 0,0078 0,0083
HL3MBTL | Neg. 39,69 Neg. Neg. 39,78
1,088 1,403 1,107 1,141 X X 1,576
0,0000 0,0029 0,0000 0,0000 0,0025
E2F1 35,18 36,29 33,70 33,18 32,44
1,417 1,412 1,449 1,431 X X 1,453
0,0627 0,0237 0,1622 0,2254 0,3484
BMYB 31,22 31,08 31,09 29,96 30,12
1,420 1,447 1,461 1,405 X X 1,464
0,7016 0,5925 0,8188 1,6254 1,4720
HCDT1 32,23 31,24 31,83 32,47 31,85
1,681 1,702 1,715 1,740 X X 1,721
0,3329 0,4953 0,4749 0,2968 0,4587
GMN 30,17 30,48 30,98 30,72 30,84
1,176 1,130 1,145 1,144 X X 1,208
1,2823 0,8867 0,8967 1,0209 0,9475
P21 >40 >40 >40 >40 >40
1,119 1,126 1,383 1,399 X X 1,425
0,0085 0,0062 0,0039 0,0037 0,0034
HPRT1 30,64 30,25 30,77 30,76 30,74
1,686 1,647 1,684 1,682 X X 1,691
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
MY CN/P53 23,56/ 26,78/ 27,62/ 23,68/ X X 26,49/
30,97 36,40 35,49 33,34 36,16
1,643/ 1,167/ 1,590/ 1,030/ X X 1,205/
1,568 1,720 1,73 1,648 1,800
219,22 145,71 168,96 108,8 X X 141,95

Tablo12: SIMA hiicre hattinda bes gen susturulmalarindan sonra elde edilen mRNA eksp-
resyon diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayilari oranlari. Tablo™ da birinci
satirlar Cp oranlarini, ikinci satirlar E degerlerini, iigiincii satirlar R katlarini gos-
termektedir. X: HCDT1ve Geminin genlerinde shRNA dizilerinin vektorleri ¢alis-
madi.
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SIMA da shRNA oncesi ve sonrasi R degerlerinin karsilastirilmasi
SHRNA

SIMA
.. . RNA SUSTURMASI UYGULANAN
ONCESI GENLER (R)
GEN ADI SIMA .
E
oM M
®) I L m o
MYCN 1,7172 0,9592 1,0736 2,0622 1,9613 2,8543
CMYB 0,0196 0,0083 0,0041 0,0025 0,0078 0,0083
HL3MBTL 0,0307 0,0000 0,0029 0,0000 0,0000 0,0025
E2F1 0,4544 0,0627 0,0237 0,1622 0,2254 0,3484
BMYB 2,9269 0,7016 0,5925 0,8188 1,6254 1,4720
HCDT1 0,4738 0,3329 0,4953 0,4749 0,2968 0,4587
GEMININ 0,2307 1,2823 0,8867 0,8967 1,0209 0,9475
P21 0,0296 0,0085 0,0062 0,0039 0,0037 0,0034
HPRT1 1,00 1,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00
MYCN/P53 140,64 219,22 145,71 168,96 108,8 141,95
DNA Kopya
Sayisi (R)

Tablo 13: SIMA da RNA susturmasi 6ncesinde ve sonrasinda mRNA ekspresyonlart ile
MYCN/p53 DNA kopya sayis1 oranlariin R degerleri.

Tablo 14°de Cp degerleri gosterildi. Ayrica Sekil 45 °de SIMA c-myb shRNA sonrasinda elde

edilen MYCN ve p53 DNA PCR amplifikasyon egrileri goriilmektedir. SIMA shRNA oncesi iki

SIMA"da c-myb shRNA sonrasinda iki kat seri diliisyonlardan elde edilen Cp degerleri

Lightcycler 2.0- Gercek Zamanh PCR Sonuclar:
iki kat diliisyon Serisi

Sira | Hiicre hatti-Donem Bas. Kons. Gen Adi Cp

1 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-32ng MYCN 21,79
2 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-32ng p53 29,82
3 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-16ng MYCN 23,14
4 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-16ng p53 30,06
5 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-8ng MYCN 23,56
6 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-8ng p53 30,97
7 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-4ng MYCN 24,50
8 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-4ng p53 31,59
9 SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-2ng MYCN 25,81
10 | SIMA c-myb shRNA-Sonra | DNA-2ng p53 34,00

Tablo 14: RNA susturulmasi sonrasinda SIMA hiicre hattinda DNA 6rneginin iki kat seri
diliisyon sonuglari.

88



kat diliisyon serilerinde oldugu gibi c-myb shRNA sonrasinda da MYCN ve p53 genlerinin Cp
degerleri ile DNA 6rneklerinin baglangi¢ konsantrasyonlarinin logaritmik verileri arasinda grafik
cizildi (Sekil 46). Hem MYCN hem de p53 i¢in grafigin egimi hesaplandi. MYCN igin e§im= -
3,122, p53 i¢in egim= -3,285 olarak ol¢iildii.

SIMA C-myb shRNA Sonrasinda 2-kat Diliie Orneklerin
MYCN ve p53 DNA Amplifikasyon Egrileri
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Sekil 45: SIMA hiicre hattinda c-myb susturulduktan sonra MYCN ve p53 DNA gercek zamanh
PCR deneylerinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri. Cp degerleri-
ne karsilik gelen floresans ol¢limleri grafikte gosterildi.
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Gere¢ ve yontemlerde anlatildigr gibi, E= 10 CUEEM) formiilii kullanilarak SIMA® da

MYCN ve p53 igin PCR amplifikasyon etkinlikleri hesaplandi. SIMA c-myb ShRNA sonrasi
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SIMA c-myb shRNA Sonrasinda MYCN ve p53 DNA Cp ve Log (K)
Verileri icin Olusturulan Dogrusal Grafik
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Sekil 46: C-myb RNA susturulmasi sonrasinda SIMA hiicre hattinda konsantrasyonlari 2, 4, 8,
16, 32 nanogram olan iki kat diliisyon serisinde DNA 6rneklerinin logaritmik verile-
riyle MYCN ve p53 Cp degerleri arasinda ¢izilen grafik.

MYCN i¢in E=2,0907; p53 icin E=2,0155 olarak belirlendi. Bu E degerleriyle SIMA hiicre
hattinda MYCN/p53 DNA kopya sayis1 orani yeniden hesaplandi. LinReg PCR programinda

R=219,22 olarak hesaplanmisti.  Diliisyon metodu kullanilarak hesaplanan E degeri formiilde

yerine konuldugunda;
R mvenpss=E*? = (2,0907/2,0155+1) +#¥2370) = 2 0373 "*? =210,90

degeri elde edildi. Bu sonu¢ LinReg PCR metoduyla elde edilen R degerinden % 3,79 daha
diisiiktiir. Bu sonugta LinReg PCR ile diliisyon metodu ile elde edilen ekspresyon katlarinin (R)
degerlerinin birbiriyle (Kelly'deki uyumsuzlugun aksine) yakin degerde bulundugu goze c¢arp-
maktadir. Bu durumda SIMA da c-myb shRNA uygulamasindan sonra MYCN/p53 kopya sayisi

oranit R=103,37 den R=210,90"a ¢ikt1.
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Sonug olarak; SIMA hiicre hattinda c-myb geni mRNA"s1 % 57,65 oraninda baskilandigin-

da MYCN ekspresyonu % 44,44 azaldi; MYCN/p53 DNA kopya sayisi orant % 104,02 artt1

(Sekil 47).
z e
= 0,02
= /
o
> 0,015 ya
@
s
5 oo1
wy
o5 0,005 /*
e 0
shRNA ONCESI c- shRNA SONRASI c-
myhb Eksp. myb Eksp.
| SIMA 0,0196 0,0083
- ]
g 8 0
5 g 200
0
> L5 >
§ . § 150
o
E- z 100
w 05 w 5o
€ &
MYCN Eksp. c-myh shRNA MYCN MYCN/p53 DNA c-myb shRNA
Eksp. MYCN/p53 DNA
|IS\MA 1,7172 0,9592 |IS\MA 103,37 2109

MYCN ekspresyonu % 44,44 4 MYCN/p53 DNA % 104,02 1

Sekil 47: SIMA da c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ve
MYCN/p53 DNA kopya sayis1 orani.

IMR32 hiicre hattinda da c-myb, HL3MBTL, E2F1 ve b-myb dahil dort gende RNA
susturulmasi gergeklestirildi. Susturmadan sonra yapilan ger¢ek zamanli PCR deneylerinin so-
nuglar1 Tablo 15'de goriilmektedir. Tabloda hiicre hattindaki mRNA ekspresyon diizeyleri ile
MYCN/p53 kopya sayisi oranlart verildi. Ayrica Tablo 16°da IMR32"de susturma Oncesi ve
sonrasinda gen ekspresyonlarinin ve MYCN/p53 DNA kopya sayisit oranlar1 birbiriyle ki-

yaslanarak verildi.
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IMR32 Hiice Hatti sShRNA Sonrasi Ger¢ek Zamanh PCR Sonuclari

IMR32
RNA SUSTURMASI UYGULANAN GENLER
- zZ
~ — =
GENLER ~ o = ~ = z o
s L @) N
= S o = @) = a
O | om T w
I o
MYCN 31,68 28,10 30,27 30,51
1,800 1,763 1,767 1,744 X X X
3,6163 | 2,2752 | 25700 | 4,2323
CMYB Neg. >40 Neg. >40
1,070 1,505 1,104 1,446 X X X
0,0000 | 0,0013 | 0,0000 | 0,0107
HL3MBTL Neg. Neg. >40 37,90
1,423 1,190 1,465 1,562 X X X
0,0000 | 0,0000 | 0,0047 | 0,0318
E2F1 >40 34,26 39,32 35,49
1,373 1,437 1,431 1,445 X X X
0,0226 | 0,0521 | 0,0080 | 0,1683
BMYB 36,61 29,22 32,29 31,73
1,428 1,462 1,445 1,481 X X X
0,1542 | 1,0430 | 0,6365 | 1,6853
HCDT1 32,62 31,02 31,30 31,61
1,802 1,819 1,780 1,776 X X X
1,8559 | 0,2945 | 1,2178 | 1,9762
GMN 29,69 28,11 29,09 29,13 X X X
1,672 1,174 1,123 1,130
12,922 | 1,8223 | 3,6103 | 5,6851
P21 >40 >40 >40 >40 X X X
1,075 1,407 1,109 1,431
0,0436 | 0,0019 | 0,0132 | 0,0111
HPRT1 33,49 29,29 31,57 32,57 X X X
1,740 1,771 1,656 1,719
1,0000 | 1,0000 | 1,0000 | 1,0000
MYCN/P53 | 25,11/ 29,07/ 19,32/ 26,65/ X X X
32,69 39,46 29,52 35,73
1,602/ 1,52/ 1,51/ 1,65/ X X X
1,500 1,75 1,78 1,57
246,53 661,93 | 526,11 4422 X X X

Tablo 15: IMR32 hiicre hattinda dort gen susturulmalarindan sonra elde edilen mMRNA eksp-
resyon diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayilari oranlari. Tablo™ da birinci
satirlar Cp oranlarini, ikinci satirlar E degerlerini, iigiincii satirlar R katlarini gos-
termektedir. X: HCDT1, Geminin ve p21 genlerinde shRNA dizilerinin vektorleri
calismadi.
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IMR32 de shRNA oncesi ve sonrasi R degerlerinin karsilastirilmasi

SHRNA IMR32
% . RNA SUSTURMASI UYGULANAN
ONCESI GENLER (R)
GEN ADI
IMR32
—
&
R m
) > 2 o =
= = o~ P
() I L m
MYCN 5,7724 3,6163 2,2752 2,5700 4,2323
CMYB 0,0585 0,0000 0,0013 0,0000 0,0107
HL3MBTL 0,0171 0,0000 0,0000 | 0,0047 0,0318
E2F1 0,4100 0,0226 0,0521 0,0080 0,1683
BMYB 3,5713 0,1542 1,0430 | 0,6365 1,6853
HCDT1 0,5622 1,8559 0,2945 1,2178 1,9762
GEMININ 0,6312 12,922 1,8223 3,6103 5,6851
P21 0,1859 0,0436 0,0019 0,0132 0,0111
HPRT1 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
MYCN/P53 537,29 246,53 661,93 526,11 4422
DNA Kopya
Sayisi (R)

Tablo 16: IMR32"de RNA susturmasi dncesinde ve sonrasinda mRNA ekspresyonlari ile
MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlarinin R degerleri.

IMR32 hiicre hattinda Lightcycler 2.0°dan Cp degerleri elde edildikten sonra PCR amplifi-
kasyon etkinlik degerleri hesaplandi. IMR32 hiicre hattinda shRNA sonrasinda da 6ncesinde
oldugu gibi MYCN ve p53 genomik DNA kopya sayilari i¢in E degerleri sadece LinReg PCR
yontemiyle hesaplandi.

IMR32 hiicre hattinda elde edilen sonuglar incelendiginde; c-myb geni mMRNA'sinin
baskilanmasi ile SIMAda oldugu gibi MYCN ekspresyonunda azalma goriildii. Bu azalma %
37,43 olarak saptandi. MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani ise % 54,11 azaldi. HL3MBTL ve
E2F1 shRNA uygulamalarindan sonra sirastyla % 60,65 ve % 55,45 oranlarinda MYCN
ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu gozlendi. MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani,
HL3MBTL sh-RNA uygulandiktan sonra % 23,19 artarken, E2F1 shRNA uygulandiktan sonra
% 2,08 azaldi. B-myb geni baskilandiginda ise; MYCN ekspresyonu % 26,68 oraninda azalirken

MY CN/p53 DNA kopya sayist orani da % 17,69 azald.

93



IMR32 c-myb shRNA Sonrasinda MYCN ve p53 Geni Amplifikasyon Egrileri
Amplification Curves

IMRE32 c-myb shRTA Somra
12 MYCN ve p53 DNA
i Amplifikasyon Egrileri R=246,53 KAT
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Cyeles
Sekil 48: IMR32 c-myb RNA susturulmasi sonrasinda MYCN ve p53 DNA ger¢ek zamanl

PCR deneyinden elde edilen Lightcycler 2.0 amplifikasyon egrileri.

Sekil 48°de IMR32 c-myb shRNA sonrasinda elde edilen MYCN ve p53 DNA PCR
amplifikasyon egrileri goriilmektedir. Calisma {i¢ kere tekrarlandi. Lightcycler 2.0'dan alinan Cp
degerlerinin ortalamalar1 alindi. MYCN i¢in Cp= 25,11; p53 i¢in Cp= 32,69 olarak saptandi.
LinReg PCR programinda MYCN igin E=1,602, p53 i¢in E=1,500 olarak hesaplandi.

Bu E degerlerinden IMR32 hiicre hattinda, MYCN/ p53 DNA kopya sayist orant c-myb
geni susturulmasindan sonra R=246,53 olarak bulundu. Sonug olarak; MYCN/P53 DNA kopya

say1s1 orani c-myb susturulmasindan sonra 537,29 dan 246,53 e diistii.
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Bu durumda Kelly ve SIMA'nin aksine IMR32°'de c-myb geni mRNA's1t % 100,00
oraninda baskilandiginda MYCN ekspresyonu % 37,43 azalirken MYCN/p53 DNA kopya sayist

orani da % 54,11 azaldi (Sekil 49).

IMR32
=
8 o006
c
S oo0s /
o 0,04 /
€ o003
5 O
“ 0,02 /
o001 > 4
e 0
shRNA ONCESi c- shRNA SONRASI c-
myh Eksp. myh Eksp.
| IMR32 0,0585 0
IMR32 IMR32
% %
X 6 ~ 600
c c
5 g 500
5 4 5400
é 3 32-_300
& 2 s 200
- 1 " 100
0 0
MYCN Eksp. c-myb shRNA MYCN MYCN/p53 DNA c-myh shRNA
Eksp. MYCN/p53 DNA
| 0 IMR32 57724 3,6163 | 1IMR32 537,29 246,53
MYCN ekspresyonu % 37,43 1 MYCN/p53 DNA % 54,11 4

Sekil 49: IMR32 de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MY CN ekspresyonu ile
MY CN/p53 DNA kopya sayist orani.

MHH-NB-11 hiicre hattinda da c-myb, HL3MBTL, E2F1 ve b-myb dahil dért gende RNA
susturulmasi1 gerceklestirildi. Susturmadan sonra yapilan gercek zamanli PCR deneylerinin

sonuglart Tablo 17 de goriilmektedir.
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MHH-NB-11 Hiice Hatti sShRNA Sonrasi Ger¢ek Zamanh PCR Sonugclari

MHH-NB-11
RNA SUSTURMASI UYGULANAN GENLER
= pd
= — =
GENLER ~ o n ~ = z o
S & )] N
> = o > O > o
O | om T w
T o
MYCN 30,25 29,68 28,71 30,88
1,814 1,762 1,800 1,837 X X X
14559 | 16841 | 22769 | 58898
CMYB >40 >40 >40 39,0

1,495 1,445 1,418 1,088 X X X
0,0030 0,0029 0,0025 0,0564

HL3MBTL Neg. 37,15 36,03 35,20
1,046 1,377 1,612 1,417 X X X
0,0000 0,0192 0,0184 0,3055

E2F1 34,45 33,76 33,08 36,10
1,529 1,489 1,536 1,500 X X X
0,0954 0,1249 0,1347 0,1630

BMYB 30,50 30,34 29,73 32,51
1,543 1,483 1,545 1,529 X X X

1,1894 1,0509 1,0989 1,6388

HCDT1 31,27 31,56 30,32 32,75
1,840 1,761 1,780 1,736 X X X
0,6942 0,4481 0,7356 1,4486

GMN 30,16 29,97 29,62 31,55 X X X
1,142 1,142 1,129 1,147
1,3657 1,2570 1,1372 | 2,4578

P21 >40 37,91 >40 37,50 X X X
1,425 1,284 1,494 1,196
0,0037 0,0154 0,0020 0,1018

HPRT1 30,77 30,42 29,88 33,27 X X X
1,712 1,723 1,764 1,67
1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

MYCN/P53 | 25,60/ 27,07/ - 28,76/ X X X
34,76 36,41 37,79
1,576/ 1,905/ - 1,84/ X X X
1,639 15 1,45
478,75 2114,85 - 1640,26 X X X

Tablo 17: MHH-NB-11 hiicre hattinda dort gen susturulmalarindan sonra elde edilen mMRNA
ekspresyon diizeyleri ve MYCN/p53 DNA kopya sayilar1 oranlari. Tablo™ da birinci
satirlar Cp oranlarini, ikinci satirlar E degerlerini, {igiincii satirlar R katlarin1 gos-
termektedir. X: HCDT1, geminin, p21 genlerinde shRNA dizilerinin vektorleri
calismadi.
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MHH-NB-11"de shRNA oncesi ve sonrasi R degerlerinin karsilastirilmasi

SHRNA MHH-NB-11
. . RNA SUSTURMASI UYGULANAN
ONCESI GENLER (R)
GEN ADI
MHH i
NB-11 o '5
(R) < = o <
p - & S
O T Ll @
MYCN 4,3746 14559 | 1,6841 | 22769 | 58898
CMYB 0,0219 0,0030 | 0,0029 | 0,0025 | 0,0564
HL3MBTL 0,0265 0,0000 | 00192 | 0,0184 | 0,3055
E2F1 1,1844 0,0954 | 0,1249 | 0,1347 | 0,1630
BMYB 5,5817 1,1894 | 1,0509 | 1,0989 | 1,638
HCDT1 1,0970 06942 | 04481 | 0,7356 | 1,448
GEMININ 0,2594 13657 | 1,2570 | 1,1372 | 2,457
P21 0,0121 0,0037 | 0,154 | 0,0020 | 0,1018
HPRT1 1,0000 1,0000 | 1,0000 | 1,0000 | 1,0000
MYCN/P53 2201,20 478,75 | 2114,85 - 1640,26
DNA Kopya
Sayis1 (R)

Tablo 18: MHH-NB-11"de RNA susturmasi 6ncesinde ve sonrasinda mRNA ekspresyonlari
ile MYCN/p53 DNA kopya sayist oranlarinin R degerleri.

Tabloda hiicre hattindaki mRNA ekspresyon diizeyleri ile MYCN/p53 kopya sayisi
oranlart verildi. Ayrica Tablo 18°de MHH- NB-11'de susturma oncesinde ve sonrasinda gen
ekspresyonlarinin ve MYCN/p53 DNA kopya sayis1 oranlart birbiriyle kiyaslanarak verildi.
MHH-NB-11 hiicre hattinda Lightcycler 2.0°'dan Cp degerleri elde edildikten sonra PCR
amplifikasyon etkinlik degerleri belirlendi. MYCN ve p53 genomik DNA kopya sayilarinin
belirlenmesi i¢in E degerleri sadece LinReg PCR yontemiyle hesaplandi.

MHH-NB-11 hiicre hattinda elde edilen sonuglar incelendiginde; c-myb mRNA' si
baskilandiginda, SIMA ve IMR32" de oldugu gibi MYCN ekspresyon diizeyi onceki durumuna
gore % 66,81 oraninda azaldi. MYCN/p53 DNA kopya sayist oran1 da % 78,25 azaldi.
HL3MBTL ve E2F1" in mRNA"lan {lizerinde susturma meydana getirildiginde ise sirasiyla %
61,55 ve % 48,05 diizeyinde MYCN ekspresyonunda azalmalar belirlendi. HL3MBTL shRNA

uygulamasindan sonra MYCN/p53 DNA kopya sayisi oran1 % 3,92 azaldi. B-myb mRNA's1
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baskilandiginda, MYCN ekspresyon diizeyi % 34,63 artarken MYCN/p53 DNA kopya sayist

oran1 % 25,48 azaldi.

MHH-NB-11 c-myb shRNA Sonrasinda MYCN ve p53 Geni Amplifikasyon Egrileri

Amplification Curves
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Sekil 50: MHH-NB-11 c-myb RNA susturulmasi sonrasinda MYCN ve p53 DNA gercek
zamanli PCR deneyinden elde edilen Lightcycler 2.0 Amplifikasyon egrileri.

Sekil 50°de MHH-NB-11 c-myb shRNA sonrasinda elde edilen MYCN ve p53 DNA PCR
amplifikasyon egrileri gériilmektedir. Calisma {i¢ kere tekrarlandi. Lightcycler 2.0'dan alinan Cp
degerlerinin ortalamalar1 alindi. MYCN ig¢in Cp= 25,60; p53 i¢in Cp= 34,76 olarak saptandi.
LinReg PCR programinda MYCN igin E=1,576, p53 i¢in E=1,639 olarak hesaplandi.

Bu E degerlerinden MHH-NB-11 hiicre hattinda, MYCN/ p53 DNA kopya sayist orani C-
myb geni susturulmasindan sonra R=478,75 olarak bulundu. Sonug¢ olarak; MYCN/P53 DNA

kopya sayis1 oraninin c-myb susturulmasindan sonra R=2201,20"den, 478,75 e diistii.
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Bu durumda MHH-NB-11'de c-myb ekspresyonu % 86,30 oraninda baskilandiginda

MYCN ekspresyonu % 66,81 azalirken MYCN/p53 DNA kopya sayist orani da % 78,25 azaldi

(Sekil 51).
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MYCN ekspresyonu % 66,81 ¥ MYCN/p53 DNA % 78,25 ¥

Sekil 51: MHH-NB-11"de c-myb susturulmasi 6ncesinde ve sonrasinda MYCN ekspresyonu ile
MYCN/p53 DNA kopya sayis1 orani.

Tiim dort hiicre hattinda c-myb geni ile MYCN ekspresyonlar1 ve MYCN/p53 DNA kopya

sayis1 oranlar arasindaki iliskiler degerlendirildi (Sekil 52).
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C-myb ve MYCN Amplifikasyonu C-myb ve MYCN Ekspresyonu
) Arasindaki lligki Arasindaki lligki
=]
g 2500 ¥ 12
> 2000 S 10
>
e 1500 ; 8
Q
2 1000 e 6
W 500 9 4
o 0 w 2
Kelly | SIMA | MHH | IMR32 € 0
HMYCN/p53 DNA 1753,63 | 103,37 | 2201,2 | 537,29 Kelly SIMA MHH IMR32
¢-myb shRNA MYCN/p53 EMYCN Eksp. 85157 | 1,7172 | 4,3746 | 57724
DNA 212352 | 2109 | 47875 | 24653 Bc-mybshRNA MYCN Eksp.| 10,8244 | 0,9592 | 1,4559 | 3,6163

Sekil 52: Kelly, SIMA, MHH-NB-11, IMR32 de c-myb shRNA &ncesinde ve sonrasinda
MYCN/p53 DNA kopya sayisi oranlari ile MYCN ekspresyonlart.

Bu sonuglar incelendiginde, c-myb ekspresyonunun baskilanmasiyla Kelly'de hem MYCN
ekspresyonu hem de DNA amplifikasyonu artti. SIMA'da MYCN ekspresyonu diiserken DNA
amplifikasyonu artti. MHH ve IMR32'de hem MYCN ekspresyonu hem de DNA amplifikasyo-
nu azaldi. SIMA hari¢ diger {i¢ hiicre hattinda MYCN ekspresyonu ile MYCN Amplifikasyonu
paralel olarak degisim gosterdi.

Tiim dort hiicre hattinda E2F1 ve MYCN ekspresyonunun iligkisi de incelendi (Sekil 53).

E2F1 ve MYCN Eksp. Arasindaki iliski

11,

Kelly IMR32 MHH SIMA
B MYCN Eksp. 8,5157 5,7724 4,3746 1,7172

e2fl shRNA MYCN Eksp.| 3,8014 2,57 2,2769 2,0622

R, Ekspresyon katlari
[ T S S S N = I = s L+ s BN

Sekil 53: MYCN amplifiye hiicre hatlarinda E2F1 shRNA uygulamasindan sonra MYCN
ekspresyonlarindaki degisimler.
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E2F1 baskilandiginda, MYCN onkogeninin amplifiye oldugu Kelly, IMR32 ve MHH-NB-
11 hiicre hatlarinda MYCN ekspresyonu azaldi. SIMA hiicre hattinda ise artis goriildi. Sekilde
goriildiigii gibi, E2F1 baskilandiginda; MYCN ekspresyonu Kelly'de % 55,36, IMR32 de %
55,47, MHH-NB-11"de % 47,95 azalirken, SIMA"da % 20,09 artt1.

Ayrica b-myb ve HCDT1'in birbiriyle olan iliskileri de incelendi (Sekil 54). Kelly hiicre
hattinda, b-myb baskilandigi zaman HCDT1 mRNA diizeyinde 11,6 kat artis gosterdi. SIMA da
ise b-myb baskilandigi zaman, HCDT1 mRNA ekspresyonu % 37,35 oraninda Kelly nin aksine
diigiis gosterdi. IMR32'de ise Kelly'de oldugu gibi b-myb baskilandiginda, HCDT1 mRNA
diizeyinde 3,51 kat artti. Bu bulgulara gore, b-myb baskilandiginda Kelly, IMR32 ve MHH-NB-
11°de HCDT1 ekspresyonu artarken SIMA"da azaldi. Ayrica b-myb baskilanmalarinda Geminin

MRNA"larinda da artis gozlendi. Kelly de 4,72 kat, SIMA da 4,42 kat, IMR32" de 9 kat Geminin

mRNA artis1 gézlendi.
B-MYB ve HCDT1 Eksp.
5 Arasindaki lliski
=
1]
-
c 8
>
g
& 3
2 2
w 1 -.——-7
o 0
Kelly | IMR32 | MHH SIMA
HCDTL Eksp. 06761 | 05622 | 1,097 | 04738
'b'mvbsﬁx_ NPT 7 gasa | 19762 | 1448 | 02068

Sekil 54: MYCN amplifiye hiicre hatlarinda b-myb shRNA uygulamasindan sonra HCDT]1
ekspresyonlarindaki degisimler.
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5-TARTISMA

Noroblastom santral sinir sistemi disinda tutulum gosteren ¢ocukluk ¢agi solid tlimdrleri
arasinda en sik goriilen tiimordiir (20). Noroblastom tiimoérlerinde ¢ok farkli kompleks genomik
degisiklikler bir arada ortaya ¢ikabilmektedir. Ozellikle MYCN geninde kopya sayis1 artis1 ve
1p36 lokusunda genis delesyonlar tek basina ya da birlikte ayn1 tiimorde gozlenebilmektedirler
(1-3). Amplifikasyon sirasinda MYCN onkogeni ya bulundugu lokusa ya da 17 gibi farkli
kromozomlarin igine yerleserek homojen boyanan bolgeleri (homogenously staining region, hsr)
olusturabilmektedir (1).

Diger taraftan, MYCN geni kopyalarindan olusan kiigiik kromozom pargalar1 da (double
minute) herhangi bir kromozoma yerlesmeden ¢ekirdek ig¢inde serbestge yer alabilmektedir (1).
Bu genomik degisikliklerin disinda 17q kazanimlar1 ya da 11q kayiplart da tiimoriin kotii
prognostik Ozellikler gelistirmesinde onemli etkenler olarak meydana gelebilmektedir. 17 q
kazanimlar1 MYCN geni amplifikasyonlar ile birliktelik gosterebilirken, 11q kayiplarinda
literatiirde boyle bir birliktelik gosterilememistir (1).

MYCN geni amplifikasyonlarinin néroblastom tiimérlerinde % 20 oraninda goériilebilmesi-
ne ragmen hala bu onkogenin neden kopya saysini artirdig1 tam olarak ¢oziilebilmis degildir.
Ancak yine de baz1 hipotezler éne siiriilmiistiir (17). Ornegin; replikasyon sirasinda MYCN" in
art arda kopyalanma isleminin tekrarlandigt ve yeni bir kromozomal bdlgeye yerlestigi
konusunda bir hipotez vardir. Bir diger hipoteze gore ise, 2p24 lokusunda esit olmayan kardes
kromatid degisimi ile MYCN'in tandem gen artisina yol agtig1 ve sonraki gen amplifikasyonunu
indiikle-digi one stirtilmistiir (1).

Gen amplifikasyonlari, insan genomu disindaki farkli organizmalarda da gesitli sekillerde
olusabilmektedir (4,5). Ozellikle meyve sinegi Drosophila melanogaster'de gelisime baglh

olarak X ve 3. kromozomlarinda yerlesmis chorion genlerinde, ¢esitli amfibi oositlerine ait
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rRNA genlerinde ve avian miyogenezi sirasinda aktin genlerinde amplifikasyon meydana
gelmektedir (4).

Drosophila chorion geni amplifikasyonu ile ilgili deneysel ¢alismalarda, ACE3 ad1 verilen
dizilerin bir amplifikasyon kontrol merkezini olusturdugu rapor edilmistir (7). Ayrica Chorion
genleri oniinde ACE3 dizisine myb adi verilen bir transkripsiyon faktoriiniin ve ilgili protein
kiimesinin baglandigi bildirilmistir (8). Bu ¢alismada myb ve ilgili baska proteinlerin birlikte
kiime halinde ACE3 dizisine 6zgiil olarak baglanip chorion geninin kopya sayisi artisin
diizenledigi belirlenmistir. Bu kiime iginde yer alan tiim proteinler belirli olmamasina ragmen
myb ve E2F1"in bulundugu bir kompleks proteinler grubunun chorion amplifikasyonunu pozitif
yonde indiikledigi gosterilmistir (8). Aynmi ¢alismada, chorion amplifikasyonunu negatif yonde
etkileyen kiimede myb ile E2F2 ve I(3)mbt'nin de yer aldigi rapor edilmistir. Bu ¢alismalarin
sonuglarina gore, Drosophila’da myb’in kiimenin her iki fonksiyonu i¢in ACE3" e baglandigi
dikkati ¢ekmektedir.

Acaba insan genomunda da myb kiimesine benzer sekilde bir protein kompleksi gen
amplifikasyonlarin da devreye giriyor olabilir mi? Bu tez ¢alismasinda, myb ve E2F1"in insanda
da yer alan ortologlariin MYCN geni amplifikasyonu ile iligkileri arastirildi. Bu amagla, Kelly,
Imr32, MHH-NB-11 ve SIMA hiicre hatlarinda; c-myb, HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21,
Geminin, b-myb ve kontrol olarak EGFP nin spesifik ShRNA dizileri ile baglanmis vektor
sistemleriyle RNA susturulmasi gergeklestirildi. Susturulmadan sonra MYCN, c-myb,
HL3MBTL, E2F1, hCdtl, p21, Geminin, b-myb ve referans HPRT1 genlerin de mRNA
ekspresyon diizeyleri ve ayrica MYCN/p53 genomik DNA kopya sayisi oranlar1 ger¢ek zamanl
PCR deneyleriyle yeniden belirlendi. Olgiim sonuglandiktan sonra RNA susturulmasindan

onceki ekspresyon diizeyleriyle ve genomik DNA kopya sayilar1 arasinda karsilastirmalar
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yapildi. Her bir hiicre hattinda ilgili genlerde gergeklestirilen RNA susturulmasi oncesinde ve
sonrasinda elde edilen ortalama Cp, E ve R degerleri birlikte kiyaslanarak degerlendirildi.

Bu sonuglara gore, Kelly hiicre hattinda c-myb geni mRNA "s1 baskilandig1 zaman, MYCN
ekspresyonu shRNA 6ncesindeki diizeyine gore % 27,14 oraninda artti. SIMA hiicre hattinda ise;
c-myb geni mRNAsinin baskilanmasi ile MYCN ekspresyonunda Kelly' nin aksine % 44,44
oraninda azalma meydana geldi. IMR32 hiicre hattinda; c-myb geni mRNA sinin baskilanmasi
ile SIMA'da oldugu gibi MYCN ekspresyonunda azalma goriildii. Bu azalma % 37,43 olarak
saptandi. MHH-NB-11 hiicre hattinda c-myb mRNA" si1 {izerinde susturma meydana
getirildiginde, SIMA ve IMR32" de oldugu gibi MYCN ekspresyon diizeyi dnceki durumuna
gore % 66,81 oraninda azaldi. Bu durumda, c-myb ekspresyonu baskilandiginda, SIMA, IMR32,
MHH-NB-11"de MYCN ekspresyonunda azalma olurken Kelly'de artma oldu. Bu sonuglar
dikkate alindiginda, c-myb ve MYCN ekspresyonlar1 arasinda bir iligkinin oldugu goériilmektedir.
Ancak tiim dort hiicre hattinda, c-myb nin baskilanmasiyla ayni1 yonde MYCN ekspresyonlari
degismemistir. Dolayisiyla acaba bu degisimlerin MYCN/p53 DNA kopya sayis1 oranlariyla da
bir ilgisi var midir, sorusu akla gelmektedir.

Bu soruya yanit verebilmek i¢in, tez ¢alismasinda hiicre hatlarinda MYCN/p53 kopya
sayist oranlari da belirlendi. Buna gore Kelly'de c-myb susturulmasindan 6nce, MYCN/p53
oran1 1753,63 kat olarak saptanirken, c-myb susturulmasindan sonra bu oranin 2123,52°ye
ciktig1 belirlendi. Bu durumda Kelly'de c-myb baskilandiginda MYCN/p53 kopya sayisi
oraninin % 21,09 arttig1 goriilmektedir. Ayni hiicre hattinda c-myb nin baskilanmasiyla MYCN
ekspresyon diizeyide % 27,14 oraninda artti. Hem MYCN geninin DNA diizeyinde kopya
sayisinin hem de mRNA diizeyinde ekspresyonunun birbirine yakin oranda artmis olmasi, ilave

kopyalarin transkripsiyonel olarak aktif olabilecegini akla getirmektedir.
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SIMA’da da Kelly'de oldugu gibi, MYCN/p53 DNA kopya sayisi oraninda artis gézlendi.
Buna sonuca gére MYCN/p53 DNA kopya sayisi orani, c-myb susturulmasindan énce 103,37
iken susturulmadan sonra 210,90 oldu. Bu yiikselme % 104,02 olarak gergeklesti. Ancak
SIMA'da c-myb baskilanmasiyla, MYCN geni mRNA diizeyinde ekspresyonunu % 44,44
oraninda azaltti. SIMA'da MYCN ekspresyonu ile genin kopya sayisi artis1 arasinda Kelly de
oldugu gibi bir paralellik goriilmedi.

IMR32" de ise Kelly ve SIMA 'nin aksine MYCN/P53 DNA kopya sayisi oraninin c-myb
susturulmasindan sonra azaldigi saptandi. Buna goére, c-myb nin susturulmasindan 6nce oran
537,29 iken susturulmadan sonra 246,53 oldu. Bu azalma % 54,11 olarak gergeklesti. IMR32 de
MYCN ekspresyonu da % 37,43 oraninda azaldi. IMR32" de c-myb’ nin baskilanmasi
durumunda hem MYCN DNA kopya sayist hem de mRNA ekspresyon diizeyi azalmaktadir. Bu
sonuca gore, Kelly'de oldugu gibi IMR32'de de MYCN geni kopya sayisi ile ekspresyon diizeyi
arasinda bir paralellik dikkati cekmektedir.

MHH-NB-11"de de c-myb mRNAs1 iizerinde susturmanin gergeklestirilmesinden sonra,
IMR32'de oldugu gibi MYCN/p53 DNA kopya sayist oranit azaldi. Buna goére, c-myb
susturulmasindan once oran 2201,20 iken susturulmadan sonra 478,75 oldu. Bu gerileme %
78,25 olarak gerceklesti. MHH-NB-11 hiicre hattinda c-myb mRNA" s1 {izerinde susturma
meydana getirildiginde, MYCN ekspresyon diizeyi de % 66,81 oraninda azaldi. Bu sonuca gore,
Kelly ve IMR32'de oldugu gibi MHH-NB-11 hiicre hattinda da, MYCN geni kopya sayist ile
ekspresyon diizeyi arasinda bir paralellik kurulabilmektedir.

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar incelendiginde, c-myb ekspresyonunun hem
MYCN amplifikasyonu hem de ekspresyonu ile iliskili olabilecegi goriildii. Bununla birlikte c-
myb'nin noroblastom'da prognostik bir degeri olmadigi rapor edilmisti (21). Ancak diger

taraftan Drosophil da ise chorion geni amplifikasyonunda insan c-myb proteini ile iligskili myb’in
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hem genin kopya sayisi artisin1 indiikleyen hem de baskilayan kiimede yer aldigi gosterilmisti
(8).

Bu tezin sonuglarina gore, MYCN amplifiye noéroblastom hiicre hatlarinda c-myb
baskilandiginda, MYCN/p53 DNA kopya sayis1 orani, Kelly ve SIMA'da artarken IMR32 ve
MHH-NB-11"de azaldi. Bu durumda, Drosophila‘da myb proteininde oldugu gibi c-myb de
hiicre i¢indeki sartlara gére MYCN geni kopya sayisinda iki yonli etki gosteriyor olabilir.
Ayrica c-myb disinda olas1 kiimede yeralabilecek farkli protein ya da proteinler de MYCN
amplifikasyonunun iki yonlii olarak diizenlenmesini saglayabilirler. Bu tezde elde edilen
bulgulara gore, Kelly ve SIMA'da c-myb'nin MYCN geni kopya sayisini azalma ydniinde,
IMR32 ve MHH-NB-11'de artma yoniinde etkiledigi goriildi. Bu durumda; acaba MYCN
amplifikasyonunun her iki yonde diizenlenebilmesi i¢in c-myb DNA iizerinde farkli bolgelere mi
baglaniyor, sorusu akla gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda, kromatin immiinopresipitasyonla c-
myb ve E2F1 antikorlar1 kullanilarak DNA'lar elde edildi. Ancak bu antikorlarin baglandigi
bolgeyi tespit etmek igin DNA kiitliphanesinin olusturulmas: ve ChIP'e 6zel dizilendirmenin
yapilmasi1 gerekmektedir. Daha sonraki hedeflerden biri, néroblastom hiicre hatlarinda DNA
tizerinde c-myb’nin baglandigi olasi dizinin tanimlanabilmesidir.

Bu tez calismasinda, Kelly'de b-myb baskilanmasi durumunda da c-myb shRNA sonrasi
durum gibi MYCN ekspresyon diizeyinde artig goriildii. Bu artis % 115,39 oraninda gergeklesti.
SIMA hiicre hattinda ise b-myb mRNA" s1 iizerinde shRNA baskilanmas1 uygulaninca % 14,61
oraninda MYCN ekspresyonunun yine arttig1 belirlendi. IMR32 hiicre hattinda ise Kelly ve
SIMA 'nin tersine b-myb geni baskilandiginda; MYCN ekspresyonu % 26,68 oraninda azaldi.
MHH-NB-11"de b-myb shRNA uygulandiginda, % 34,63 MYCN ekspresyonu artti. B-myb
mRNA'sinin  baskilandigr hiicre hatlarinda, MYCN/p53 DNA kopya saysi oranlari

incelendiginde, Kelly'’de bu oranin 1519,75ten 858,79°a geriledigi gortldi. SIMA da
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140,64°den 108,8'e, IMR32'de 537,29°'dan 442,2°ye geriledi. MHH-NB-11'de 2201,2den
1640,26'ya geriledi. Bu sonuglar dikkate alindiginda; noéroblastom hiicre hatlarinda b-myb
baskilanmasi durumunda, IMR32 disinda MYCN ekspresyonu artarken DNA kopya oranlar1 dort
hiicre hattinda da geriledi.

Megakaryoblastlarda b-myb asir1 eksprese oldugunda hem S- fazina gegen hiicre sayisi
hem de endoreplikasyona ugrayan hiicrelerin arttigi rapor edilmistir (26). Megakaryoblastlarin
terminal farklilagmalari sirasinda poliploidizasyona ugramalar1 olagan bir siirectir. Bu hiicreler-
de b-myb baskilandiginda ise S-fazina ilerleyen hiicrelerde bir diisiis ile endoreplike olan DNA
sentezinde bir azalma gozlenmektedir. Bu durumda mitoza giren hiicre sayisinda artisla birlikte
megakaryoblastlarda kromozomal instabilite de goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da megakar-
yoblastlarda ki endoreplike olan DNA"daki azalma gibi, b-myb baskilandiginda tiim doért hiicre
hattinda da MYCN/p53 DNA kopya sayilarinda azalma goriildii. Tez ¢alismasinin bu sonuglari
dikkate alindiginda b-myb 'nin MYCN ekspresyonu ile IMR32 harig ters orantili bir iligkide ol-
dugu, tiim dort hiicre hattinda MYCN/p53 DNA kopya sayisi ile dogru orantili oldugu goriildii.

Ayrica Kelly hiicre hattinda, b-myb baskilandigi zaman hCdtl mRNA diizeyinde 11,6 kat
artis gosterirken, SIMA “da, hCdt] mRNA ekspresyonu % 37,35 oraninda Kelly nin aksine diisiis
gosterdi. IMR32 de ise Kelly'de oldugu gibi b-myb baskilandiginda, hCdtl mRNA diizeyinde
bir artis goriildi. Bu artis 3,51 kat olarak gergeklesti. MHH-NB-11"de ise 1,31 kat hCdtl
ekspresyonu artti. HCdtl 'de shRNA sekansi hiicre hatlarinda ikiser defa transfekte edilmesine
ragmen calismadi. Bu ylizden tersi durumda b-myb ekspresyonlarmin nasil etkilendigi
incelenemedi. Bu tez ¢alismasinda, RNA susturulmasi oncesindeki ger¢cek zamanli PCR
deneylerinin sonuglart b-myb ve hCdtl ekspresyonlarinin birbiriyle iligkili olabilecegini igaret

ediyordu. B-myb baskilandiginda hCdtl ekspresyonu, Kelly, IMR32 ve MHH-NB-11 de
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artarken SIMA'da azaldi. RNA susturulduktan sonra elde edilen sonuca gore de hCdtl'in SIMA
disinda diger hiicre hatlarinda b-myb'nin hedef geni olabilecegini akla getirmektedir.

Ayrica b-myb baskilanmalarinda, tiim dort hiicre hattinda Geminin mRNA ‘larinda artis
gozlendi. Kelly'de 4,72 kat, SIMA'da 4,42 kat, IMR32" de 9 kat, MHH de 9,47 kat Geminin
mRNA artis1 goriildii. Bu sonuca gore b-myb baskilanmasindan sonra hem hCdtl hem de
geminin SIMA hiicre hatt1 hari¢ diger ii¢ hiicre hattinda da artmistir. HCdt1 proteini, hiicrelerin
G1 evresinde olusan prereplikatif kompleksin (pre-RC) bir tiyesidir (12). Bir kez replikasyon
orijininden DNA sentezi baglarsa hiicrede ipligin tekrar sentez edilmesini Onlemek {izere
SiklinA/cdk2 kompleksi ile hCdt1’in N ucu fosforillenir (10,12). Fosforilasyondan sonra hCdtl
degrade olur. Insanlarda hCdtl kontrolii Geminin ile de saglanmaktadir. Geminin, hCdtl’i
baskilayan bir inhibitérdiir (12). Dolayisiyla varolan tez ¢alismasinda Geminin ile hCdtl'in
birlikte ekspresyon diizeylerinin artmasi Gemininin ndroblastom hiicre hatlarinda hCdtl
inhibitori olarak is gormiis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bununla birlikte ¢esitli kanser hiicre hatlarinda (Saos, MDAMB231, Hela, MCF7, Lncap,
HT1080 ve U20S), ve bir primer hiicre hattinda da (human foreskin fibroblasts, HFF)
hCdt1/Geminin ekspresyon oranlari incelenmistir (14). Bu incelemeden sonra tiimérojenik hiicre
hatlarinda, primer HFF hiicre hatlarina gére hCdtl/Geminin ekspresyon oranlarinin daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir. Ayrica aym1 ¢alismada, HCdt1/Geminin protein ve mRNA ekspresyon
oranlarmin timoriin  tipi, agresif seyri ya da molekiiler patolojisiyle ilgili olabilecegi
ongoriilmiustiir. Bir diger calismada memeli kanser hiicrelerinde, yliksek hCdt1/Geminin oraninin
re-replikasyona neden oldugu rapor edilmistir (15). Ayrica hCdtl in fare aday ortologu olan Ris-
2 proteininin onkojenik potansiyel gosterdigi icin hCdtl'in de memelilerde onkogen olarak

fonksiyon gosterebilecegine isaret edilmistir (16). Tezde elde edilen bulgular dikkate alindiginda
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da, MYCN amplifiye olan hiicre hatlarinda hCdtl ve Gemininin birbiriyle iliskili olabilecegi
gortliiyor.

Bu tez ¢alismasinda; c-myb baskilandigi zaman Kelly'de b-myb azalirken (% 53,56) hem
hCdtl (1,54 kat) hem Geminin (1,15 kat) ekspresyonu artmistir. SIMA da b-myb azalirken (%
76,02) hCdt1'de azald1 (% 29,73). Ayni hiicre hattinda Geminin 5,56 kat artt1. IMR32"de b-myb
azalirken (% 95,68) hem hCdtl (3,3 kat) hem de Geminin (20,47 kat) ekspresyonu artmustir.
MHH-NB-11'de de SIMA'da oldugu gibi b-myb ekspresyonu azalirken (% 78,69) hCdtl (%
36,71) ekspresyonuda azaldi. Bu hiicre hattinda da Geminin (5,26 kat) ekspresyonu artti. Burada
tiim dort hiicre hatinda da c-myb baskilandiginda b-myb ekspresonu azalmigtir. C-myb ve b-myb
ekspresyon diizeylerinin hiicrelerde birlikte kontrol ediliyor olabilecegi akla gelmektedir.

E2F1 baskilandiginda; MYCN ekspresyonu Kelly de % 55,36, IMR32 de % 55,47, MHH-
NB-11"de % 47,95 azalirken, SIMA'da % 20,09 artti. E2F1'in MYCN ekspresyonunu promoter
tizerinden indiikledigi daha 6nce rapor edilmisti (32). Bu tez ¢alismasindaki bulgulara gére de
Kelly, IMR32 ve MHH-NB-11"de E2F1 ve MYCN ekspresyonunun birbiriyle iligkili olabilecegi
akla gelmektedir. Bu durumda E2F1 noéroblastom tiimérlerinde MYCN  ekspresyonunu
diizenliyor olabilir.

Sonug olarak; bu tez ¢alismasinin bulgular1 néroblastom MY CN amplifiye hiicre hatlarinda
c-myb proteini ile MYCN gen amplifikasyonunun iligkili oldugunu ortaya koydu. Bu yiizden
noroblastom tedavisinde c-myb geni bir ila¢ hedefi olarak se¢ilebilir. Diger taraftan, genomda
mutasyonlarin tersinir olmadig1 kabul edilir. Gen amplifikasyonlari da mutasyonel bir degisim-

dir. Bu tez ¢alismasinin sonucuna gére; mutasyonlarin da tersinir olabilecegi akla gelmektedir.
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6-SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak; MYCN geni amplifikasyonuyla iligkili olarak c-myb transkripsiyon
faktoriiniin iliskili olabilecegi goriilmektedir. RNA susturulmasi sonucunda c-myb’nin hem
MYCN'" nin kopya sayisiyla hem de mRNA ekspresyonuyla iliskili bulundugu belirlendi. Bu
bulgulara gore, Kelly hiicre hattinda c-myb geni mRNA *s1 baskilandiginda, MYCN ekspresyonu
shRNA oncesindeki diizeyine gore % 27,14 oraninda artti. SIMA hiicre hattinda ise; c-myb geni
MRNA’ sinin baskilanmasi ile MYCN ekspresyonu Kelly' nin aksine % 44,44 oraninda azaldu.
IMR32 hiicre hattinda; c-myb geni mMRNAsinin baskilanmasi ile SIMA da oldugu gibi MYCN
ekspresyonunda % 37,43 oraninda azalma saptandi. MHH-NB-11 hiicre hattinda c-myb shRNA
gerceklestikten sonra, SIMA ve IMR32" de oldugu gibi MYCN ekspresyon diizeyi onceki
durumuna gore % 66,81 oraninda azaldi.

Ayrica hiicre hatlarinda MY CN/p53 kopya sayisi oranlarida belirlendi. Buna gore Kelly'de
c-myb susturulmasindan 6nce, MYCN/p53 DNA kopya sayist orani 1753,63 kat olarak
saptanirken, susturulmadan sonra bu oranin 2123,52 ye ¢iktig1 belirlendi. Bu durumda Kelly™ de
c-myb baskilandiginda % 21,09 oraninda MYCN/p53 DNA kopya sayist oranmnin arttigi
goriilmektedir. Kelly' de MYCN ekspresyon diizeyide % 27,14 artmustir. Artig ylizdesinin
birbirine yakin olmast MYCN geninde artan kopya sayilarmin transkripsiyonel olarak aktif
olabilecegini akla getirmektedir.

SIMA"da da Kelly" de oldugu gibi MYCN/p53 DNA kopya sayist oraninda artig gozlendi.
Buna gore, c-myb susturulmasindan énce, MYCN/p53 oram1 103,37 iken susturmadan sonra
210,90a yiikseldigi belirlendi. Bu yiikselme % 104,02 olarak gergelesti. Ancak SIMA" da
MYCN ekspresyonu, c-myb baskilanmasiyla % 44,44 oraninda azaldi. Kelly'de oldugu gibi
SIMA™ da MYCN ekspresyonu ile genin kopya sayisi artis1 arasinda bir paralellik kurmak

miimkiin géziikmemektedir.
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IMR32" de ise Kelly ve SIMA 'nin aksine MYCN/P53 DNA kopya sayis1 oraninin c-myb
susturulmasindan sonra azaldigi saptandi. Buna gore, susturmadan 6nce oran 537,29 iken
susturulmadan sonra 246,53 e geriledi. Bu diisiis % 54,11 olarak gergeklesti. IMR32 de MYCN
ekspresyonu da % 37,43 diistii. IMR32" de c-myb™ nin baskilanmasi durumunda, hem MYCN
DNA kopya sayist hem de mRNA ekspresyon diizeyi azalmaktadir. Kelly'de oldugu gibi
IMR32'de de MYCN geni kopya sayisit ile ekspresyon diizeyi arasinda bir paralellik dikkati
cekmektedir.

MHH-NB-11" de de MYCN/p53 DNA kopya sayist orani, IMR32"de oldugu gibi c-myb
MRNA" s1 lizerinde susturmanin gerceklestirilmesinden sonra azaldi. Buna gore, susturmadan
once oran 2201,20 iken susturmadan sonra 478,75e geriledi. Bu diistis % 78,25 olarak
gerceklesti. MHH-NB-11 hiicre hattinda c-myb mRNA' s1 iizerinde susturma meydana
getirildiginde, SIMA ve IMR32" de oldugu gibi MYCN ekspresyon diizeyide 6nceki durumuna
gore % 66,81 oraninda azaldi. Kelly ve IMR32'de oldugu gibi MHH-NB-11"de de MYCN geni
kopya sayisi ile ekspresyon diizeyi arasinda bir paralellik dikkati ¢ekmektedir.

Sonug olarak; c-myb ekspresyonunun hem MYCN amplifikasyonu hem de ekspresyonu ile
iliskili olabilecegi goriilmektedir. Bu ylizden noroblastom tedavisinde c-myb geni bir ilag hedefi
olarak secilebilir. Diger taraftan, genomda mutasyonlarin tersinir olmadigi kabul edilir. Gen
amplifikasyonlart da mutasyonel bir degisimdir. Bu tez calismasinin sonucuna gore;
mutasyonlarin da tersinir olabilecegi akla gelmektedir.

Bundan sonraki asamada c-myb'nin MYCN geni kopya sayisinda ve ekspresyonunun
diizenlenmesinde DNA {izerinde her hangi bir bolgeye baglanip baglanmadiginin gosterilmesi
hedeflenmektedir. Bunun i¢in kromatin immiinopresipitasyon deneyleriyle kromatine bagl
DNA" lar elde edildi. Bundan sonraki asamada bu DNA" larin ChIP-dizilendirmesiyle genomda

hangi bolge ya da bolgelere baglandig tespit edilecektir.
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