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Kanser tanisi, risk belirleme ve tedavisinde epigenetik hedefler

p14™ geninin, p53 tiimdr baskilayici gen yolagini aktivasyon mekanizmast
Calismada kullanilan yontemlerin genel akis semasi.

TPOG-NB-2009 protokolii yiiksek risk grubu tedavi semasi

MYCN (+) hiicre gruplarinda MYCN geni PCR amplifikasyon egrileri
MYCN (+) hiicre gruplarinda p14**" geni PCR amplifikasyon egrileri
MYCN (-) hiicre gruplarinda MYCN geni PCR amplifikasyon egrileri
MYCN (-) hiicre gruplarinda p14**" geni PCR amplifikasyon egrileri
MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda protein diizeylerinin karsilastiriimasi
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p14™ promotor bélgesi metilasyon spesifik PCR amplifikasyon egrileri
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MYCN (+) hiicre gruplarinda gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi
MYCN (-) hiicre gruplarinda gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi
MYCN (+) kontrol grubu

MYCN (-) kontrol grubu

MYCN (+) 5-aza-CdR grubu

MYCN (-) 5-aza-CdR grubu
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OZET

P14 *" METILASYONUNUN NOROBLASTOM MIiNIMAL REZIDUEL
HASTALIKTAKIi ROLU

Ziibeyde ERBAYRAKTAR

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji AD, Izmir.

Noroblastom, primordial noral krest hiicrelerinden kdken alan ve tiim ¢ocukluk cagi
kanserlerinin %8-10"unu olusturan bir tiimordiir. Bir yas altindaki ¢ocuklarin en sik goriilen
timoriidiir. Tiimdriin biyolojik davranigindaki degiskenlik nedeniyle, ndroblastom spontan
regresyonlar, benign transformasyon ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaligin

prognozunu belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir.

Epigenetik degisiklikler, tiimdriin olusumunda ve progresyonunda Onemli rol
oynamaktadir. Bu degisikliklerin sonucunda goriilen malign hiicre genomu, spesifik histon
modifikasyonlarinin azalmast ve bazi genlerin metilasyonu veya demetilasyonu ile

karakterizedir. p14*%"

metilasyonunun olusturdugu tiimodral etki, N-Myc gibi onkogenler
tarafindan aktive olduktan sonra p53 tiimor baskilayict gen ekspresyonunu bloke ederek hiicre

cogalmasini negatif yonde diizenleyen faktorleri inhibe etmek seklindedir.

Bu calismada, Kelly (Noroblastik, N-Myc +) ve SH-SYSY (Noroblastik, N-Myc -)

insan noéroblastom hiicre hatlarmda p14*%”

geni demetile edici bir ajan ile bloke edilerek
Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) kemoterapi protokoliinde kullanilan ilaglarin tiimor
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Ayrica, p14*®" geninin N-Myc
amplifikasyonu olan ve olmayan hiicre hatlarindaki etkisi degerlendirilerek tiimoriin
prognozunu ne yonde etkiledigi ve sitotoksik etki degisikligi ile prognoz arasinda bir iliski
bulunup bulunmadigi arastirilmustir. Ilaglarm hiicre canlilif1 ve hiicre hasarmna etkisi tripan
mavisi boyamast ile degerlendirilmistir. Noroblastom hiicre hatlarinda sitotoksik etki farkliligi
saptanmis, bu etkinin mekanizmalarim incelemek i¢in pl14™" geninin metilasyon ve
ekspresyon diizeyleri ile birlikte N-Myc expresyon diizeyleri hedef olarak secilmistir. p14*%"
ve N-Myc mRNA ekspresyonu real-time PCR ile, protein ekspresyonu ELISA yontemi ile

degerlendirilmistir.



Projemizde, noroblastomdaki minimal rezidiiel hastalik modelinde p14*%"

geninin
N-Myc amplifikasyonu ile olan iligkisi ve bu iliskinin rutin kemoterapi protokoliinde
kullanilan 1ilaglarla olan etkilesiminde demetilasyonun rolii, bugiine kadar heniiz
incelenmeyen epigenetik tedavi yaklasimi smirlarinda genis kapsamli olarak arastirilmas,
metilasyon iliskili tedavi ile tiimoriin prognozu arasinda bir iliski olup olmadigina dair 6nemli

ipuglari elde edilmis ve bu iligskinin yonii ortaya konmustur.

Sonu¢ olarak, bu Oncii c¢alismada noroblastomda minimal rezidiiel hastaligin
onlenmesinde; gerek tedavinin kesilmesinden sonra karsimiza ¢ikan erken ya da geg
donemdeki relapslarin tedavisine yonelik yeni bir yaklagim onerisi elde edilmis, gerekse de
rutin kemoterapi protokoliinde kullanilan ilaglarin p14**" gen diizeyleri tizerindeki etkileri
genis bir perspektifte incelenmistir. fleriye yonelik olarak, p14**" gen diizeyleri ile iliskili
transkripsiyon faktorlerinin prognostik dneminin arastirtlmasi uygun bir yaklasim olacaktir.
Yine ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu hiicre serilerinde bu faktorlere karsi gelistirilmis

inhibitorlerin etkinligi de tedavide bu ekspresyonlarin 6nemini ortaya koyacaktir.

ARF
4

Anahtar Sozciikler: Noroblastom, p1 geni, DNA metilasyonu, Minimal rezidiiel hastalik



ABSTRACT

THE ROLE OF P14"* METHYLATION IN NEUROBLASTOMA MINIMAL
RESIDUAL DISEASE

Ziibeyde ERBAYRAKTAR

Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology, Department of Basic Oncology, Izmir.

Neuroblastoma originating from primordial neural crest cells constitutes 8-10 % of
whole childhood cancers. It is the most frequently diagnosed tumor of infancy. Because of the
variations in its biological behavior, neuroblastoma may show spontaneous regression, benign
transformation or agressive progression and this uncertainity leads to difficulties in predicting

prognosis and treatment.

Epigenetic changes has a significant role in the occurence and progression of the
tumor and the resultant malignant cell genome is characterized by the reduction of specific
histone modifications and methylation or demethylation of genes. Tumorigenesis effect of

ARF
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pl methylation depends upon inhibiting factors that impairs cell proliferation via

blocking p53 gene expression due to its N-Myc mediated activation.

In the present study, cytotoxic effects of blocked p14*** by demethylating agent on
Kelly (Neuroblastic, N-Myc +) and SH-SY5Y (Neuroblastic, N-Myc -) human neuroblastoma
cell lines assigned according to whether Turk Pediatric Oncology Group (TPOG)
chemotherapy protocol drugs are added. Moreover, with the evaluation of the effects of

4" gene on cell lines with or without N-Myc amplification a probable change in prognosis

pl
and any relation between cytotoxic effects and prognosis were investigated. Drug induced
effects on cell viability, cell damage and apoptotic cell death ratio were assessed with trypan
blue dying. The difference of cytotoxic effects were observed in neuoroblastoma cell lines.
For to investigate the mechanisms of this effect, p14*®" gen methylation and expression
levels, and N-Myc expression levels were targeted. Expressions of mRNA and protein will be

determined with real-time PCR and ELISA, respectively.



So that, in this project relationship between p14*%°

gene and N-Myc amplification, as
well as the role of gene methylation on chemoterapeutic agents in epigenetic treatment
approach which has not been studied yet in minimal residual disease model of neuroblastoma,
were investigated in detail and a possible relation between this treatment model and the

prognosis and its direction were demonstrated.

In conclusion, in this pioneering study we have demonstrated that not only new
therapeutic approach for early or late relapses following the ending of treatment were found

but also effects of chemoterapeutic agents on p14*%*

gene on this model were investigated in
detail. Regarding our results, investigation of transcription factors with related p14**" gene
levels may help to determine prognosis in neuroblastoma. Moreover, development of targeted
therapies against these transcriptional factors may be a therapeutic approach in the near

future.

Keywords: Neuroblastoma, p14*®" gene, DNA methylation, Minimal residual disease



1. GIRIS VE AMAC

Noroblastom, ¢ocukluk caginin en yaygin olarak goriilen solid tiimdrlerinden birisidir.
Glniimiizde 06zellikle ileri evre nodroblastom hastalarinin tedavisinde uygulanan yogun
kemoterapi protokolleri ile hastanin yasam siiresi uzayabilmektedir. Ancak yasam siiresinin
uzamasi ile birlikte, tiim diinyada 6nemli bir problem olan gec¢ relapslarin goriilme siklig1 da
artmaktadir. Tedavinin kesilmesinden 6zellikle birinci yildan sonra ortaya ¢ikan relapslarin
(gec relaps) sorumlusu olarak minimal rezidiiel hastalik varligi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
minimal rezidiiel hastaligi ortadan kaldirmaya yonelik idame tedavileri giderek Onem

kazanmaktadir (1, 2, 3).

Son yillarda iizerinde oldukga aktif bir sekilde calisilan epigenetik degisikliklerin,
onkogenlerin aktivasyonu, genomik instabilite ve timor supresor genlerin transkripsiyonunun
azaltilmasi yoluyla karsinogenez siirecini baslattiklar1 bilinmektedir (4). Kanser olusumunda
ve progresyonunda rol oynayan epigenetik degisikliklerin 6nemi anlasildik¢a yeni terapotik

hedefler ortaya ¢ikmaktadir.

Onkolojik tedavide amag, etkin ancak daha az yan etkili tedavi protokolleri ile
hastanin yasam siiresini uzatmak ve kaliteli bir yasam saglayarak en iyi sonuglar1 elde
etmektir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, hasta ailesinin ve devletin sosyoekonomik
dengesini koruyacak, hastanin hayat kalitesini yiiksek tutacak, uygulamanin kolay oldugu
ve hasta takibini kolaylastiran tedavi yontemlerini se¢mek gerekmektedir. Noroblastomda
Ozellikle ileri evre hastalarda katedilen mesafe, uygulanan multimodal tedavi protokolleri ve
alternatif tedavilere ragmen c¢ok azdir. Dolayisiyla, acilen yeni tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesi gerekmektedir (5, 6, 7).

Arastirmamizin amaci, noroblastom hiicre kiiltlirlerinde in vitro minimal rezidiiel
hastalik modelini olusturmak, bu modelde epigenetik tedavi yaklasimini irdelemek, bunun
icin de, p14™" genini demetile edici bir ajan olan 5’-Aza-2-deoxycytidine (5-aza-CdR)
uygulayarak N-Myc ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkilerini incelemek, eger varsa bu
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demetilasyonunun roliinii incelemektir. Kanser hiicrelerinde proliferasyonu durdurucu,
diferansiyasyonu arttirici ve apoptozisi uyarici etkileri olan tedavi protokollerine, antitiimoral
etkinlikte de sinerjizm gosterecek yeni mekanizmalarin aydinlatilmasima ihtiyag

bulunmaktadir.

Bu hipotezi sinamak amaciyla calismamizda, Kelly (Noroblastik, MYCN+) ve
SHSY5Y (Noroblastik, MYCN-) insan ndroblastom hiicre hatlarinda ve minimal rezidiiel
hastalik modelinde, p14™*" gen metilasyonunun ve demetile edici ajan (5’-aza-CdR) ile
demetilasyonunun rutin kemoterapi protokoliinde kullanilan ilaglarla (Vinkristin, Dakarbazin,
[fosfamid, Doksorubisin, Siklofosfamid, Etoposid, Sisplatin) olan etkilesimi ve timdr

hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi ile p14*%"

gen metilasyonunun,
tiimoriin prognozunu ne yonde etkiledigi ve sitotoksik etki ile prognoz arasinda bir iliski

bulunup bulunmadiginin arastirilmasi planlanmaistir.

Arastirmamiz, ndroblastom minimal rezidiiel hastalik modelinde bugiine kadar heniiz
incelenmemis olan, tiimdriin regresyon ya da progresyon yapma kararinda kritik bir rol
oynayabilecegini diisiindiigiimiiz pl4™® gen ekspresyon diizeylerini, p14™*" gen
metilasyonunun N-Myc ekspresyonu lizerindeki etkisini ilk kez inceleyecek olmasi, olasi
etkilerinin hiicresel ve molekiiller mekanizmalar1 ile birlikte irdelenmesi, yeni tedavi
yaklasimlarimin ve prognostik belirte¢lerin 6ngoriilmesini  saglayacak olmasi agisindan

literatiirde 6ncii ¢calisma olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 NOROBLASTOM: Tanim ve Ozellikleri

Noroblastom, ¢ocukluk cagmin en sik goriilen ekstrakraniyal solid tlimdriidiir.
Primordial noral krest hiicrelerinden koken alir. Tiim ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin %8-10"unu
olusturur. Bir yas altindaki ¢ocuklarin en sik goriilen tiimorii olan noroblastom, ¢cocukluk yas

grubunda santral sinir sistemi tiimdrlerinden sonra ikinci siklikta karsimiza ¢ikmaktadir (8).

Periferal Noroblastik Tiimorler (PNT), néroblastom (NB), gangliondroblastom (GNB)
ve ganglionérom (GN)’dan olusan bir timdr grubudur (Sekil 1). Bu tiimorler basta adrenal
bezi olmak iizere, sempatik sinir sistemine ait dokulardan koken alirlar. PNT histolojik olarak
ndroblastomatdz ve gangliondromatdz komponentlerden meydana gelir (9):

* Noroblastomtdz komponent, andifferansiye ya da differansiye néroblastlari ve

stromasinda noropili igerir.

* Gangliondromatdz komponent, ganglion hiicrelerinden, fasikiiler ndrotik uzantilari

olan Schwann hiicrelerinden (Schwannian stroma) ve matiir fibr6z dokudan olusur.

Periferal Noroblastik Tumdrler

 Noroblastomatdz komponent:
i Gangliondromatoz komponent:

Noroblastom

Ganglionsroblastom, Nodiiler

Klasilc . iAtpik

Gangliondroblastom, intermikst ~ Ganglionsroma

Matiirlesmekte Batdir

Sekil 1. Siniflandirma (International Neuroblastoma Pathology Comittee-1999)



Noroblastom gerek klinik davranigi, gerekse tiimor hiicrelerinde gozlenen genetik
degisiklikler bakimindan heterojen Ozellik gosteren bir tiimordiir. Timoriin biyolojik
davranigindaki  degiskenlik nedeniyle, ndroblastom spontan regresyonlar, benign
transformasyon ya da agresif seyir gosterebilmekte, bu durum hastaliin prognozunu
belirlemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir (10). Hastalik olgularin % 40’indan
fazlasinda letal olup ¢ocukluk cagi tlimorlerine bagli Sliimlerin yaklasik % 15’ini olusturur.
Noroblastom olgularinda ¢esitli edinsel genetik degisiklikler gézlenmektedir. Bu degisiklikler
arasinda MYCN onkogeninin amplifikasyonu, 1p36 ve 11923 kromozom bdlgelerinin
delesyonu, 17 no’lu kromozomun uzun kolunda gozlenen dengesiz kopya sayisi artiglar
yeterince tanimlanmis olup, bu degisikliklerin tiimdr davranist ve tedaviye yanitla birliktelik

gosterdigi bilinmektedir (Sekil 2) (11).

TiP1 :

<= < Tyas;
\ Hiperdiploid veya near triploid karyotip;
Lokalize hastalik;
@ Cok iyi prognostik grup

TRKA
OO
Mitotik disfxn.

< ) / TiP2: near diploid
TRKB TiP2A :
Kromozo}‘ @ 3p-,11q- ?: vi 121::1:::esyonu
bozukluklar 17q + q kaza

TRKB ekspresyonu
17q +

Yas daha biiyiik
Daha ileri evreli hastalik

TiP2B:

MYCN amplifikasyonu
1p delesyonu

17q kazanimi
1p > 17q + 1p > 17q + TRKB + BDNF ekspresyonu
MYCN 1-5 yas
am plifikasyonu ileri evreli, hizla progrese olan,
Siklikla fatal hastalik

Sekil 2. Noroblastomun hiicresel ve molekiiler belirleyicilere gore siniflamasi

Timor davranisini ve tedaviye yaniti etkileyen bir diger kriter, tiimdriin histopatolojik
ozelligidir. Tiimor hiicre tipine gore noroblastik (N-tip), stromal (S-tip) ve intermedier (I-tip)
diye baslica ti¢ sinifa ayrilir. N-tip noroblastom hiicreleri, ndronal, dar stoplazmali,

noroflamanlar ve psddoganglion olusturmaya egilimli, granin ve ndrotransmiter enzim



ekspresyonu yapabilen, malign hiicrelerdir. S-tip néroblastom hiicreleri (substrate-adherent
cells), noronal olmayan, genis stoplazmali, vimentin ve CD44 ekspresyonu yapabilen, malign
olmayan hiicrelerdir. I-tip noroblastom hiicreleri (stem cells) ise hem N-tip hem de S-tip
hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir, bu hiicre tiplerinden daha malign karakterlidir. Tiimoriin
baslamasi, proliferasyonu ya da differansiyasyonu ve spontan regresyonu ile yakindan
iligkilidir. I-tip hiicrelerin potansiyeli ne yonde ise tiimoriin davranigt o yonde olmaktadir.
Ileri evre ndroblastom hastalarinda ve rekiirren noroblastom hastalarinda I-tip hiicrelerin
varligi gosterilmistir. Ayrica N-tip noroblastom hiicreleri, yiiksek miktarda MYCN proteini
eksprese ederler ve bunlar cogunlukla yiiksek risk tasiyan tiimor hiicreleridir. Ciinkii MYCN
onkogeni transkripsiyonu aktive ederek proliferasyonu ve tlimoriin biiylimesini arttirirken,

differansiyasyonu azaltir (12).

Bu bilgilerin 1s18inda, uluslar arasi arenada, prognostik smf, yas, histolojik
incelemede diferansiasyon ve mitoz karyoreksis indeksi (MKI) ozelliklerini kapsayan
Shimada’nin  patoloji  simiflama sistemi (International Neuroblastoma Pathology

Classification, “INPC”) kullanilmaktadir (Tablo 1) (13).

Tablo 1. Uluslararas1 Noroblastom Patoloji Siniflamasi (INPC)

Shimada Yas Diferansiasyon Mitoz Karyoreksis indeksi (MKI)
Prognostik sinifi
KOTU <18 ay Andiferansiye Herhangi
iyl <18 ay Az diferansiye veya Diisiik (<%2) veya Orta (%2-4)
Diferansiye
KOTU <18 ay Herhangi Yiiksek (>%4)
KOTU 18ay—5Syil  Andiferansiye veya Herhangi
Az diferansiye
Iyi 18 ay— 5yl Diferansiye Diisiik (<%2)
KOTU 18 ay— 5yl Diferansiye Orta (%2-4) veya Yiiksek (>%4)
KOTU >S5yl Herhangi Herhangi

Noroblastom’un klinik evrelemesinde ise genel kabul goren, cerrahiye dayali uluslar
arasi noroblastom evreleme sistemidir (International Neuroblastoma Staging System, “INSS”)

(Tablo 2); tedavi protokollerinin olusturulmasinda yapilmasi gereken ndroblastom risk



siniflamasinda Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Cocuk Onkoloji Grubu (Children Oncology
Group “COG”) nun sistemi (Tablo 3) kullanilmaktadir.

Tablo 2. Uluslararas1 Noroblastom Evreleme Sistemi (INSS)

INSS Evre Tanim

Evre 1 Tiimor koken aldig1 organda sinirli, makroskopik tam rezeksiyon. Mikroskopik tiimor artigi
olabilir veya olmayabilir. Ipsilateral veya kontlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre 2a Unilateral tiimor, tam olmayan makroskopik rezeksiyon. Ipsilateral veya kontlateral lenf
nodu tutulumu yok.

Evre 2b Unilateral tiimor, tam veya tam olmayan makroskopik rezeksiyon. Ipsilateral bolgesel lenf
nodu tutulumu var, kontlateral lenf nodu tutulumu yok.

Evre 3 Orta hatt1 asan timor + bdlgesel lenf nodu tutulumu
Unilateral tiimor + kontlateral lenf nodu tutulumu
Orta hat tiimori +tbilateral lenf nodu tutulumu

Evre 4 Yaygin hastalik, uzak metastazlar (kemik iligi, kemik, uzak lenf nodu, karaciger ve/veya
diger organlar )

Evre 4S Hastaninyas1 <365 giin; Evre 1 ve 2 gibi lokalize primer tiimor var; sadece karaciger, cilt

ve/veya kemik iligi tutulumu (kemik iliginde tiimor hiicrelerinin oran1 <%10 olmalr).

Avrupa Noroblastom Grubu (International Society of Pediatric Oncology European
Neuroblastoma Group, SIOPEN) ise, gerek cerrahi risk faktorlerine, gerekse sitogenetik,
molekiiler genetik, patolojik faktorlere dayali bir risk klasifikasyon sistemi olusturmaya
calismaktadirlar. Bu klasifikasyon ¢aligmalarinin da tamamlanmak tizere oldugu bildirilmistir
(14).

Noroblastom olgularinin  klinikte sitogenetik, molekiiler genetik, patolojik
degerlendirme ve evreleme ¢aligsmalar1 tamamlandiktan sonra, uygun tedavi protokollerinin
secilmesi i¢in risk siniflamasi yapilmakta ve riske dayali tedavi protokolleri uygulanmaktadir.

Tiirkiye’de noroblastom tanili c¢ocuk hasta sayisini, karakteristik o6zelliklerini
belirlemek amaciyla ilk kez, 1992°’de Ege Bolgesi’'nde Izmir Pediatrik Onkoloji Grubu
(IPOG-1992) kurulmustur. IPOG-1992 néroblastom tedavi protokoliiyle baslayan ¢alismalar,
daha sonra TPOG-NB-2003 (Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu - Noroblastom - 2003) protokol
calismasiyla devam etmistir. TPOG-NB-2003 protokolii, Tiirkiye’deki 30 ¢ocuk onkoloji
merkezinde 01.10.2002 tarihinde uygulanmaya baslanmis; 2009 yilinda ise, 2003 protokolii
tamamlanmis ve yeni protokole gecilmistir. Bu protokollerin amaci, Tirkiye’deki

noroblastom tedavisinin standardize edilmesi ve yogun tedavi protokollerinin iilkemiz
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kosullarinda uygulanabilirliginin degerlendirilmesidir. TPOG-NB-2009 tedavi protokoliinde
de yukarida s6zii edilen risk klasifikasyonu (Tablo 3) kullanilmaktadir.

Tablo 3. Cocuk Onkoloji Grubunun (COG) kabul ettigi ve TPOG NB 2003 Protokoliinde

kullanilan Noroblastom Risk Siniflamasi

RiSK Grubu INSS Evre Yas (y1l) MYCN Shimada DNA ploidi
Amplifikasyonu Histolojisi

Diisiik 1 0-21 herhangi herhangi herhangi
2A-2B <1 herhangi herhangi herhangi
2A-2B >1 ) herhangi herhangi
2A-2B >1 ) iyi herhangi
48 <1 () iyi >1

Orta 3 <1 ) iyi >1

Iyi Histoloji 3 >1 ) iyi herhangi
4 <1 “) iyi >1

Orta 3-4 <1 ©) 1yi 1

Kaotii Histoloji 3-4 <1 ) kotii >1
4S8 <1 ) kotii herhangi
4S <1 ) iyi 1

Yiiksek 2A-2B >1 +) kotii
3 0-21 ) herhangi herhangi
3 >1 ) koti herhangi
4 >1 herhangi herhangi herhangi
4 <1 ) herhangi herhangi
4S <1 () herhangi herhangi

Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda timér dokusu
veya tutulu kemik iligi 6rneklerinde MYCN onkogen amplifikasyonu caligilmakta ve MYCN
icin 10 kopyanin iizeri amplifikasyon olarak kabul edilmektedir. Hastalarda MYCN onkogen
amplifikasyonu ¢alisilmamis ise, bu grup i¢in yas, INSS evre ve INPC histolojik inceleme

sonucu dikkate alinarak risk siniflamasi yapilmaktadir (Tablo 4).
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Tablo 4. MYCN Onkogen Analizi Yapilmamis Olgularin TPOG NB 2003 Protokoliindeki

Noroblastom Risk Siniflamasi

RiSK Grubu INSS Evre Yas (yil) Shimada Histolojisi
Diisiik 1 0-21 herhangi
2a—2b 0-21 herhangi
4S <1 Iyi
Orta 3 0-21 Iyi
Iyi Histoloji 3 >1 Iyi
4 <1 Iyi
Orta 3-4 <1 Koti
Kaotii Histoloji 4S <1 Kot
Yiiksek 3 >1 Kotii
4 >1 herhangi

2.1.1 Noroblastom Tedavi Protokoliinde izlenen Stratejiler Nelerdir?

Bugiin diinyada uygulanan multimodal tedavi protokolleri, sitogenetik ve molekiiler
genetik ozellikler, MYCN amplifikasyonu, klinik evre, yas, DNA ploidisine gore hazirlanmig
olan risk smiflama sistemine dayanmaktadir. TPOG-NB-2009 protokoliinde de bu sistem
kullanilmaktadir (15).

Son yillarda tiimoér biyolojisi hakkinda bilgilerin artmasina, lokalize hastalikta
kombine tedavi protokolleri ile basar1 saglanmasina ragmen, ozellikle 1 yas lizeri ileri evre
hastalarin (E3+E4) prognozunda belirgin bir iyilesme saglanamamistir. Asil problem evre 3
(E3) ve ozellikle de evre 4 (E4)’dedir. Olgularin yarisindan fazlasinin E3 ve E4’de tam aldig:
g0z Oniine alinirsa, ndroblastomlu hastalarin biiyiik bir kisminda bugiinkii yogun protokoller,
kok hiicre destegi ve immiinoterapi yaklasimlarina ragmen halen istenen basar1 elde
edilememektedir. Iki yillik hastaliksiz yasam siiresi (Progression-free survival, PFS) %30-35
diizeylerinde kalmaktadir. Ozellikle ileri evre hastalarda (minimal rezidiiel hastalik goriilme
siklig1 yiiksek olan grup) basarisizlik nedenlerini agiga ¢ikaracak ve bunlari tedavi edebilecek

yontemlerin gelismesine olanak taniyan c¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (15, 16).

12



Noroblastomda, Sisplatin’e dayali kemoterapi protokolleriyle baslayan c¢aligmalar
bugiin, Sisplatin, Siklofosfamid, Doksorubisin, Vinkristin, Dakarbazin, ifosfamid ve
Etoposid’den olusan ¢oklu kemoterapotik ajanlarin olusturdugu tedavi protokolleriyle devam
etmektedir. Ayrica bu protokollere ek olarak primer tiimor bolgesine ve metastazlara
radyoterapi uygulanmakta ve cerrahinin de katkisiyla birlikte yani, multimodal tedavi
protokolleriyle hastalikta basari elde edilmeye calisilmaktadir. Bu tedavi yaklasimlarina ek
olarak, oOzellikle ileri evre yiiksek risk hastalarda yiiksek doz kemoterapi protokolleri,
immiinoterapi protokolleri, antianjiyogenik tedaviler, apoptotik tedavi yaklasimlari, I'*-
metaiyodobenzilguanidin (I'**-MIBG) tedavi protokolleri giindemdedir (17).

Bu protokollerle olgularin yasam siireleri uzarken, beraberinde ge¢ relapslarin da goriilme
siklig1 artmaktadir. Tedavi kesimini takiben 1 yi1ldan sonra ortaya ¢ikan relapslar, “geg relaps”
olarak isimlendirilmektedir. Noroblastomda gec¢ relapslardan sorumlu olan en 6nemli faktor,
minimal rezidiiel hastalik (Minimal Residual Disease, MRD) tir. Bu nedenle MRD’yi kontrol
etmeye yonelik idame tedavileri, son 15 yilda giderek 6nem kazanmaktadir (18).

Idame tedavilerinde; diisiik doz kemoterapi (metronomik tedavi), sitotoksik ajanlar,
diferansiye edici ajanlar (13-sisretinoik asit) ve immiinoterapi yontemleri (néroblastom GD2

antijenine kars1 gelistirilmis monoklonal antikor tedavisi) denenmektedir (19).

Alman Pediatrik Onkoloji - Hematoloji Grubu (GPOH), tedavinin ge¢ donemlerinde
timor hiicrelerinin sensitif faza ge¢ girmeleri nedeniyle ge¢ relapslarin olabilecegi ve bu
nedenle hiicre 6liimiiniin gerceklestirilebilmesi gerektigi diisiincesinden yola ¢ikarak ilk kez,
1982 noroblastom tedavi protokoliinde ileri evre olgularda idame tedavisi protokoliinii

olusturmuslardir (19).

Bugiin Amerika Cocuk Onkoloji Grubu, yliksek doz kemoterapi protokollerinin
ardindan 13-sisretinoik asit ya da monoklonal antikor gibi ajanlar1 idame tedavisi olarak
kullanmaktadir. Avrupa Noroblastom Grubu (SIOPEN) da noéroblastomda idame tedavisi

kullanmaya baglamistir (19).

TPOG tarafindan 1992 yilinda hazirlanmis olan néroblastom tedavi protokoliine gore

tedavi edilen hastalarda da, ge¢ relapslar (61. ayda) goriilmektedir (20). TPOG-1992

13



ndroblastom tedavi protokoliinden elde edilen deneyimlerle hazirlanan 2003 protokoliinde,

ozellikle yiiksek riskli hasta grubuna idame tedavisi eklenmistir.

2.1.2 TPOG-NB-2003 Riske Dayal Tedavi Yaklasimi
Diigiik risk grubunda (DRG); evre 1’de sadece cerrahi, evre 2°de cerrahiye ek 3 kiir
kemoterapi (sisplatin, vinkristin, ifosfamid), evre 4S’de cerrahiye ek 4 kiir kemoterapi

(vinkristin, siklofosfamid) verilmektedir.

Orta risk grubunda (ORG); cerrahiye ek 2 — 4 kiir kemoterapi (vinkristin, ifosfamid,
dakarbazin, adriamisin / sisplatin, siklofosfamid, etoposid) verilmektedir. Idame tedavi ve 13

cis-retinoik asit 10 hafta verilmektedir. Rezidiiel hastaliga radyoterapi uygulanmaktadir.

Yiiksek risk grubunda (YRG); hastalar tan1 sonrasi sorumlu hekimin kararina gore
konvansiyonel kemoterapi (KKT) veya yiiksek doz kemoterapi(YDKT)+otolog kok hiicre
nakli(OKHN) ile tedavi edilmektedirler.

YRG-KKT kolunda 4 kiir kemoterapi (vinkristin, ifosfamid, dakarbazin, adriamisin /
sisplatin, siklofosfamid, etoposid), ardindan geciktirilmis cerrahi, 6 ay idame kemoterapi
verilmektedir.

YRG-OKHN kolunda 3 kiir kemoterapi (vinkristin, ifosfamid, dakarbazin, adriamisin /
sisplatin, siklofosfamid, etoposid), geciktirilmis cerrahi ve hazirlama rejiminden (karboplatin,

etoposid, melfalan) olusur. Primer tiimor bolgesine radyoterapi uygulanir.

Her iki gruba da 6 ay siireyle 13-cis retinoik asit verilmektedir (18).
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2.2 METILASYON VE KANSER

Metilasyon, memeli DNA’sinda gerceklestigi bilinen tek kovalan olaydir ve sadece
CG (CpQ) diniikleotidlerinde bulunan sitozinlerde meydana gelir. 1950 yilindan beri varlig
bilinen 5-metilsitozin (5 mC), modifiye bir bazdir ve genomdaki bazlarin yaklasik %4’iini
olusturur. Metile CpG diniikleotidlerinin ¢ogu; sentromerik tekrarlar, satellit dizileri ve
tekrarlayan genler gibi dizilerde yer alir. Tiim genomun yaklasik %?2’sini ve CpG’lerin
yaklasik %15’in1 olusturan CpG adaciklar ise; 0,2-1 kb uzunluktadir ve insan genomundaki

genlerin yaklasik %50’sinin promotor bolgelerinde bulunur (21).

DNA metilasyonu memeli genomunda transkripsiyonel baskilama, kromatin yapinin
degistirilmesi, X kromozomu inaktivasyonu, genomik imprinting, tekrarlayan ve parazitik
DNA dizinlerinin baskilanmasi gibi 6nemli etkilere sahiptir. Normal hiicreler de ekstragenik
DNA (CpG diniikleotidleri) metileyken, gen promotorlarinda bulunan CpG adaciklar
demetiledir, bunun istisnast X inaktivasyonuna ve genomik imprintinge ugrayan genlerdir;
bunlar, normal hiicrelerde de tek alelden ekspresyonun saglanmasi i¢in sadece bir alelde
metiledir. Normal dokularda imprintinge ve X inaktivasyonuna ugrayan genler disinda da
ender olarak CpG adacik metilasyonu gozlenir ve siklikla genin susturulmasina yol acar.
Promotor bodlgeden ¢ok gen icindeki CpG adaciklarinda saptanir, promotorda olmasi
durumunda ise; CpG igerigi az olan promotor bolgelerde CpG yogun olanlara gore daha fazla
gozlenir. Promotor, bir genin 5’ ucunda bulunan ve transkripsiyon faktorleri ile RNA
polimeraza baglanma bolgesi olusturan DNA dizisidir ve gen ekspresyonunun kontroliinde
onemli role sahiptir. Normal hiicrelerde gozlenen promotor bolge metilasyonunun hiicre
farklilasmasinda, dokuya 0zgii genlerin ekspresyonunu diizenleyerek etkili oldugu

distintilmektedir (22).

Epigenetik, en basit sekliyle ¢cevre ve genetik arasindaki etkilesimdir; ayn1 genotipin
nasil olup da farkli fenotiplere yol agtiginin en iyi agiklamasini sunar. Gen niikleotid dizisinde
degisiklik olmaksizin, gen ifadesinde kalitilabilir degisimler gézlenmesi olarak tanimlanabilir.
Epigenetik mutasyon olarak adlandirilabilen CpG adaciklarindaki metilasyon kalib1
degisikligi; her hiicre boliinmesinde pasif olarak kalitilan mutasyonlarin aksine, aktif olarak

kalitilir ve gen ifadesini degistirebilir (22, 23). Epigenetigin gen ifadesi kontroliindeki en
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temel etkisi transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulasmasmi engelleyecek mekanik
degisiklikler yaratmasidir. Bu mekanik etki, geri doniislii olmas1 agisindan DNA dizisinde

gozlenen mutasyonlardan farklilik gosterir (23).

Kanser olusumu; bir hiicrenin, genetik yapisinda ardi ardina olusan kalitilabilir
degisikliklerin birikmesi sonucu, biliylime avantaji kazanmasi ile agiklanabilir. Bu siiregte
etkili iki simif gen vardir, bunlar onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir. Bu genlerin
niikleotid dizisini degistirerek hatali protein yapimina neden olan, genin kopya sayisini
degistiren ya da transkripsiyonunu arttiran/azaltan degisiklikler kansere yol agabilir.
Onkogenlerde gozlenen degisiklikler onlarin normalden fazla ifade bulmasina neden olurken,
timor baskilayici genlerde gozlenenler siklikla ekspresyon azalmasmma yol acgar. Kanser
olusumunda bir diger hipotez de Knudson’un iki vurus hipotezidir. Bu hipoteze gore, malign
doniisiimiin olusabilmesi i¢in organizmada tiimor basklilayici genlerin iki alelinin de islev
kaybetmesi gereklidir. Bugiin, bu iki vurusun birinin genetik (nokta mutasyonu, delesyon,
cerceve kayma mutasyonu ...), digerinin epigenetik (promotor metilasyonu) ya da her ikisinin

de genetik veya epigenetik olabilecegi bilinmektedir (24).

Antikanser tedaviler, sitotoksik etkilerini baglica tiimér hiicrelerinde proliferasyonu
durdurarak, diferansiyasyonu arttirarak ve apoptozisi uyararak gercgeklestirirler. Kanser
tedavisinde son yillardaki gelismeler; kanser tanisi risk belirleme ve tedavisinde epigenetik

yaklasimlarin 6nemini vurgulamaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. Kanser tanisi, risk belirleme ve tedavisinde epigenetik hedefler
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2.2.1 p14*** Metilasyonunun Kanser Olusum Siirecindeki Onemi

Baslangigta yiiksek risk ndroblastomlarin ¢ogunda, sitotoksik tedavilere ve lokal
radyoterapiye 1yi yanit alintyor iken son zamanlarda, relaps sikliginin giderek artis gosterdigi
izlenmektedir. Bunun da nedenleri arasinda, tedavinin yogunlugu ile korele bir sekilde gelisen
ilag direncinin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (25). Tiimor hiicrelerindeki intrensek

kemorezistansin en 6nemli mekanizmasi, p53/MDM2/p14*%*

yolagindaki anormalliklerdir.
p53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda (17p13) lokalize olup tiimor baskilayict olarak
fonksiyon goriir. Kanserlerin biiyilk bir cogunlugunda p53 geninde mutasyon oldugu
bilinmektedir. Onkojenik bir uyaran nedeniyle p53 geninin aktivasyonu sonucunda, hiicre
dongiisii duraklatilip apoptoz iliskili ¢ok sayida genin transkripsiyonu tetiklenir ve hasara

ugramis olan hiicre apoptoz yoluyla ortadan kaldirilir (Sekil 4).

Oncogenic insults
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Sekil 4. p14**" geninin, p53 tiimor baskilayici gen yolagimi aktivasyon mekanizmasi

INK4a/ARF lokiisii, 9 nolu kromozomun kisa kolunda (9p21-22) lokalize olup, siklin-

INK- ARF
6N 4a 4

bagimli kinaz inhibitorii p1 ve pl olmak tiizere, yapisal olarak iki farkli gen Uriiniini

kodlar. p16™%** geni retinoblastomda, p14*%*

geni p53 yolaginda 6nemli ve aktif rol oynarlar.
Bu nedenle, heriki genin hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde etkin gorevleri bulunmaktadir.
Dolayisiyla, bu genlerin inaktivasyonuna neden olabilecek herhangi bir durumda, hiicre
cogalmasindaki kontrol ortadan kaybolarak kanser gelisimi baslayabilmektedir. p14*%* ve

6]NK4£I

pl ekson 2 ve 3 i¢in ortak kodlayici diziler igerirler, ancak promoter ve ekson 1
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bolgeleri farkhidir. p14*%" geni, p53 geninin proteozom aracili degradasyonu yoluyla genin
inaktivasyonuna neden olan MDM2’nin ubikitin ligaz aktivitesini inhibe ederek, p53 tiimor
baskilayict yolagi aktive eder ve hiicre dongiisiinii durdurur. Delesyon veya metilasyon
nedeniyle p14**" geninin inaktivasyonu sonucunda, MDM2 diizeylerinin artmasiyla p53 geni
inaktive olur (26). Tim bu mekanizmalardan da anlagildigi iizere, p53/MDM2/p14*%*

yolaginin, normal hiicre dongiisiinlin kontroliinde kanser olusumunda kritik bir 6neme sahip

oldugu belirgindir.

Noroblastomda, p53 mutasyon orant olgularin %2’sinden azinda gozlenmektedir.
Relaps ile gelen olgularin yapilan analizlerinde ise, sitotoksik tedavi sonrasinda bu tedaviyle
dogrudan iliskili bir sekilde, p5S3 mutasyon oranlarinin arttigini bildiren ¢alismalar vardir (27).
Diger yandan, baz1 ndroblastom hiicre hatlarinda yapilan c¢aligmalarda, tedavi sonrasinda,
p14**" gen delesyonu veya MDM2 amplifikasyonu gibi cesitli mekanizmalar ile p53 geninin

fonksiyonel inaktivasyonunun meydana geldigi gosterilmistir (28).

Noroblastomda, minimal rezidiiel hastaligin ortaya ¢ikmasindaki baslica nedenlerden
biri olan kemoterapi direncinin gelisiminde rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan biri
p-glikoproteini  kodlayan MDR-1  (multidrug resistance gene) geni, digeri de
p53/MDM2/p14** yolagindaki fonksiyon bozukluklaridir (29).

Sonug olarak; pl14*%"

geninin metilasyon ile inaktivasyonunun, hem noroblastom
olusum stirecinde hem de tedavi verildikten sonra karsimiza ¢ikan minimal rezidiiel hastalikta
oldugu gibi relaps gelisiminde ¢ok énemli bir rol oynadig: bildirilmektedir (30). In vitro ve in
vivo yapilan c¢alismalar sonucunda, 6zellikle kemoterapi sonrasinda ortaya cikan relaps
olgularinda, taksol, temozolamid ve arsenik trioksit gibi p53 yolagindan bagimsiz etki

gosterebilecek tedavi yaklagimlarinin denenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (31).

Biitiin bu bilgilerin 15181inda, kanser olusumunda ve progresyonunda rol oynayan

epigenetik degisikliklerin 6nemi anlasildik¢a yeni terapotik hedefler ortaya ¢ikmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Insan néroblastom MYCN (+) hiicre dizisi KELLY (ACC 355) ve MYCN (-) hiicre
dizisi SH-SY5Y (ACC 209), Almanya DSMZ hiicre kiiltiirii koleksiyonundan alindi.

Arastirma i¢in yapilan ¢aligmalarin akis semasi Sekil 5’te verilmektedir.
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Sekil 5. Calismada kullanilan yontemlerin genel akis semasi.
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3.1 HUCRE KULTURU

3.1.1 Hiicrelerin Cogaltilmasi

S1v1 azotta dondurulan hiicrelerin ¢6ziindiiriilmesi i¢in; sivi azot arsivinden ¢ikarilan
hiicreler, hizla 37°C su banyosunda hafifce sallayarak ¢oziildii. Hiicre siispansiyonunda kiiciik
buz kristalleri olustugu anda su banyosundan ¢ikarildi. Sisenin dist alkolle silindikten sonra
hiicreler 10 ml’lik steril dibi konik tiipe aktarildi. iki dakika iginde hafifce tiipii sallayarak
damla damla soguk (+4°C) RPMI-1640 (Gibco) ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 200 x g’de
10 dakika sogutmali santrifiijde dondiiriildii. Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.
Hiicreler, uygun besi ortamlari ile siispanse edildi.

KELLY hiicreleri, %10 FBS (Sigma-Aldrich), %1 L-Glutamin (Sigma-Aldrich), %1
Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich) ilavesiyle hazirlanan RPMI ortaminda 75 cm?®lik
kiiltiir flaskina ekildi, 37 C”de %5’lik CO,’li inkiibatére kaldirildi. Her 3 giinde bir ortam
degistirilerek yaklasik %90 yogunluga gelmesi saglandi. Daha sonra 1:3 oraninda pasaj
yapild1 (P2).

SH-SYS5Y hiicreleri ise, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin ilavesiyle hazirlanan
DMEM (Gibco) ortaminda 75 cm®lik kiiltir flaskina ekildi, 37 C%de %5°lik CO,’li
inkiibatore kaldirildi. Her 4 giinde bir ortam degistirilerek yaklasik %90 yogunluga gelmesi
saglandi. Yogunluk saglandiktan sonra 1:3 oraninda pasaj yapildi (P2).

Hiicre kiiltiiri ortamlarinin degistirilmesi ve hiicrelerin pasajlanmasi seklindeki
asamalar, kemoterapdtik ilag eklenebilmesi i¢in yeterli hiicre sayisina ulagincaya kadar
tekrarlandi. Ilag eklendiginde 1x10° canli hiicre kalabilmesi igin 6ngériilen hiicre sayilarmin

eldesi yaklasik 2 aylik bir siiregte gergeklesti.

3.1.2 in Vitro Minimal Rezidiiel Hastahk Modelinin Olusturulmasi

Noroblastomda minimal rezidiiel hastalik modelini olusturabilmek i¢in, baslangicta
flaska ekilen hiicre sayisi, kemoterapétik ilag eklenmesiyle %90 hiicre 6liimiinden sonra
1x10° canli hiicre kalacak sekilde hesaplandi. Bunun i¢in, 32 ayr1 75 em”lik kiltir flaskina
1x10® hiicre ekildi, 37 C%de %5’lik CO,’li inkiibatdre kaldirildi. Sonug olarak; 16 tane
MYCN (+) grup, 16 tane MYCN (-) grup olusturuldu.

Toplam 32 hiicre grubu i¢in kemoterapdtiklerin dozlari, TPOG-NB-2009 ndroblastom

tedavi protokoliinde, 1 yas ve tizerindeki yiiksek risk grubu hastalar i¢in diizenlenmis olan A9
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ve All bloklarindaki ilag dozlarina gére, 75 ecm®lik kiiltiir flasklarma uygun olarak

hesaplandi (Sekil 6).

Yiiksek Risk Grubu Degerlendirme

Konvansiyonel Kemoterapi m—
"MIBG (*) veya idame tedavi
» | *Oktreotid (+) .
oo RT Primer tm » 13 cis RA

Degerlendirme

Degerlendirme

Rezidi

A9 |[A11]xs [OP] —> VGPRPR — |A9 | AT1| T Hastalik — | OP |

(+)

/ VGPR, PR
Metastaz RT* l

NR’ PD Pri tm
l *Canli timér varsa
veya
“MIBG (+)
Protokol disi OKtro0id (4]
* E§er gerekiyorsa kemik metastazlarina palyatif RT “RT Primer (o
ger gerexty y Degerlendirme == ¥
Hastanin yasi < 6 ay ise A7 kiirli kemoterapi uygulanacak. Idame tedavi
13 cis RA
Sekil 6. TPOG-NB-2009 Protokolii Yiiksek Risk Grubu Tedavi Semasi
A9 KURU
Vinkristin 1,5 mg/m?/doz/giin, iV puse, 1. ve 5. giinler
DTIC (Dakarbazin) 200 mg/mz/doz/gﬁn, 30 dakikalik IV infuzyon, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler
Ifosfamid 1500 mg/mz/doz/gi'm, 20 saatlik IV infuzyon, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler

+ %100 MESNA 1500 mg/mz/doz/gi'm, 20 saatlik IV infuzyon, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler
Adriamisin (Doksorubisin) 30 mg/m?/doz/giin, 4 saatlik IV infuzyon, 4 ve 5. giinler

21




A11 KURU

Siklofosfamid 300 mg/mz/doz/ giin, 1 saatlik IV infiizyon, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler
MESNA 3x60 mg/mz/doz, 10 dakikalik IV infiizyon,

MESNA siklofosfamidin 0., 4. ve 8. saatlerinde, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler
Etoposid 80 mg/m?*/doz/giin, 5 saatlik 1V infiizyon, 1, 2, 3, ve 4. giinler
Sisplatin 30 mg/mz/doz/ giin, 18 saatlik IV infiizyon, 1, 2, 3, 4 ve 5. giinler

Yaklasik %90 hiicre yogunluguna ulasmis flasklara, %90 hiicre Sliimiinii saglayacak
dozlarda Vinkristin (1 mg/mL, Orna: 0,01125 mg), Dakarbazin (10 mg/mL, Aventis: 1,5 mg),
Ifosfamid (40 mg/mL, Eczacibasi: 11,25 mg), Doksorubisin (2 mg/mL, Farmar: 0,225 mg),
Siklofosfamid (100 mg/mL, Eczacibasi: 2,25 mg), Etoposid (20 mg/mL, Atafarm: 0,6 mg) ve
Sisplatin (0,5 mg/mL, Kocak Farma: 0,225 mg) eklendi ve 12 saatlik inkiibasyon i¢in 37
C%de %5’lik CO,’li inkiibatore kaldirildi. 12 saat sonra, tripan mavisi hiicre canlilik testi ile
toma laminda sayim yapildi. Kemoterapotik ilaglarla inkiibasyon sonrast canli kalabilen %10
oranindaki hiicreler yasatilip cogalabilmeleri i¢in 37 C°de %5’lik CO,’li inkiibatdre
kaldirildi. Minimal rezidiiel hastalik modelini temsil eden hiicre grubu %90 yogunluga
ulastiginda, kontrol gruplar1 disindaki tiim flasklara 5’-aza-CdR (5pmol/L; Sigma, St. Louis,
MO: 0,18 mg) eklendi. 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler flasklardan kaldirildi ve
total RNA izolasyonlar1 yapildi.

3.1.3 Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihig Testi

Hiicre siispansiyonunda bulunan hiicrelerin % 0,4’liikk tripan mavisi ile canliliklar
kontrol edildi (32). Test, canli hiicrelerin boyayr membranlarindan igeri ge¢irmeme prensibine
dayanmaktadir. Kisaca, bire bir oraninda hiicre siispansiyonu ornegi ile tripan mavisi lam
tizerinde hafifge karistirildi. Yaklasik 2-3 dakika bekletildikten sonra 1sik mikroskobunda
canlt ve Oli hiicrelerin tiimii sayildi. Tripan mavisi ile boyanmayan hiicrelerin yiizdesi

hesaplandi. Canlilik testi % 10’un {izerinde ¢ikan hiicre siispansiyonlari se¢ildi.

Tripan-Blue Soliisyonu:

0,04 g Trypan-blue stain 10 ml distile suda ¢oziildii.
3 ml Trypan blue soliisyonuna 19 ml PBS ilave edildi.
0,2 pm’lik filtreden gecirilerek kullanima hazir hale getirildi.
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3.2 MYCN ve p14**" GEN iIFADELERININ ANALIZi

3.2.1. Total RNA Izolasyonu

Total RNA ekstraksiyonu, MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarindan “High Pure
RNA Isolation Kit“ (Roche Diagnostic GmBH, Mannheim, Cat # 11 828 665 001)

kullanilarak yapilmistir. Yntem iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirilmistir.

Tripsin/EDTA 1ile kaldirilan hiicreler 400 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler 200
ul fosfat tampon solusyonunda (PBS) resiispanse edildi. 400 pl lizis/ baglayici (lysis/binding
buffer) tamponu eklendi ve 15 saniye vortekslendi. Ornekler filtreli tiipe aktarildi ve 8000 x
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipline gecen alt kisim atild1 ve her bir 6rnek i¢in 90
ul Dnase inkiibasyon tamponu (Dnase incubation buffer) ve 10ul Dnase I eklendi. 15 dakika
oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 500 pl yikama tamponu I (wash buffer I)
eklendi 8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipline gegen alt kisim atildi. 500 pl
yikama tamponu II (wash buffer II) eklendi 8000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama
tiipiine gecen alt kisim atildi .Tekrar 200 pl yikama tamponu II (wash buffer II) eklendi,
13000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri atildi ve filtreler 1,5 ml’lik
ependorflara aktarildi, 100 pl eliisyon tamponu (elution buffer) eklenip 8000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Ependorfa gecen kisimda RNA elde edilmis oldu. Filtreli tiipler atild1 ve total
RNA 6rneginin bulundugu tiiplerdeki RNA kalitesi spektrofotometrik yontem (PG Instrument
T 80 + UV/VIS) ile degerlendirildi ve daha sonra kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

3.2.2 DNA izolasyonu

DNA izolasyonlar, MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarindan “High Pure PCR
Template Preparation Kit” (Roche Diagnostic GmBH, Mannheim, Cat # 11 796 828 001)
kullanilarak yapilmistir. YOntem iiretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirilmistir.

Tripsin/EDTA ile kaldirilan hiicreler 400 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler 200
ul fosfat tampon solusyonunda (PBS) resiispanse edildi. Her bir 6rnege 200 pl baglayic
tampon (binding buffer) ve 40 pl proteinaz K eklendi. 70 C”de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 100 pl izopropanol eklendi ve iyice karistirildi. Filtreler toplama
tiiplerine gecirildi ve ornekler filtrelere aktarildi. 8000 x g’de 1 dakika santriflij edildi.
Toplama tiipii yenisi ile degistirildi. 500 pl inhibitdr ayrim tamponu (inhibitor removal buffer)

eklendi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii yenisi ile degistirildi. 500 pl
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yikama tamponu (wash buffer) eklendi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii
yenisi ile degistirildi. Yeniden 500 pl yikama tamponu (wash buffer) eklendi. 8000 x g’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii i¢indeki sivi atildi, 13000 x g’de 10 saniye santrifiij
edildi. Filtreler ependorfa aktarildi. Her bir 6rnege 200 pl eliisyon tamponu (elution buffer)
eklendi. 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Ependorfa gegen kisstmda DNA elde edilmis
oldu. DNA Kkalitesi spektrofotometrik yontem (PG Instrument T 80 + UV/VIS) ile
degerlendirildi.

3.2.3 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lardan 12’ser pl total RNA 6rnegi kalip olarak kullanilarak cDNA
sentezi, “SABiosciences’s RT” First Strand Kit” (Cat # C-03) ile gerceklestirildi. 8 pl’sinde
20 ng RNA olan Orneklere genomik DNA eliminasyonu yapmak i¢in 2 ul 5X gDNA
eliminasyon tamponu eklendi, iyice karistirildi, Thermal Cycler (Eppendorf AG, Hamburg,
Germany)’da 42 C”de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda buz iizerine alind1. Her
bir 6rnek i¢in asagida gdsterilmis miktarlarda RT kokteyl hazirlandi:

RT kokteyl Miktar
5X RT tampon 3 4 nl
Primer ve eksternal I ul

kontrol miks

RT enzim miks 3 2 ul
Rnaz icermeyen H,O 3ul
Toplam hacim 10 ul

Hazirlanmis RT kokteyl, genomik DNA eliminasyonu yapilmis ve buz istliine alinmig
orneklere eklendi, iyice karistirildi. Termal Cycler’da 42 C”de 15, 95 C”da 5 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra drnekler -20 C”ye kaldirildu.

3.2.4 Real time-PCR ile Gen Ekpresyon Analizleri

RT-PCR gen ekspresyon analizleri SABiosciences’s RT> gPCR Master Miksleri ile
gerceklestirildi. MYC-N (NM-005378), P14** (CDKN2A) (NM-000077) genleri i¢in uygun
primerler kullanildi. “House keeping” gen olarak ise GADPH (NM-002046) secilmistir.
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Her ti¢ gen i¢in PCR miksleri ayr1 ayr1 su oranlarda hazirlandi:

RT’ gPCR master miks 12,5 ul
ddH,O 10,5 pl
Dilue edilmis cDNA 1,0 pl
RT’ gPCR primerler 1,0 pl

Toplam hacim 25 ul

PCR miksi 96 kuyucuklu 6rnek kiivetine yiiklendi ve Roche Light Cycler® 480 cihazinda su

protokolde reaksiyon gerceklestirildi:

Siklus Siire Sicakhik
1 10 dakika 95 C’
Roche Light Cycler® 480 45 15 saniye 97 C’
1 dakika* 72 C°
* Her 45 siklusun sonundaki uzama evresinde SYBR Green floresani dl¢iildii.
Erime egrisi analizi yapildi:
Siire Sicakhk 65 C"den 95 C”ye
sicakhik artisi/dakika
Roche Light Cycler® 480 1 dakika 95 C° 2 C"/ dakika
2 dakika 65C°

Veri analizleri su sekilde yapildi: Herbir gen Cp (Crossing point) degerlerinin ortalamasi
alimarak GADPH referans geni ortalama Cp degerine gore farki hesaplandi. Daha sonra herbir

genin kontrol GADPH genine gore R (ratio) ekspresyon katlar1 hesaplandi.

3.2.5 DNA Metilasyon qPCR Analizleri

4" geninin metilasyon durumu “Methyl-Profiler DNA Methylation gPCR Assays”

pl
(SABiosciences’s DNA methylation enzyme kit, Cat # MeA-03; RT> SYBR Green qPCR
Master Mix, Cat # PA-010) ile incelendi.

Testte demetile ya da metile DNA’y1 kesmek i¢cin DNA metilasyonuna duyarli ve
bagimli enzimler kullanildi. DNA kesiminden sonra p14**" geninin primerleri (NM-058195)

kullanilarak gPCR analizleri Roche Light Cycler” 480 cihazinda gergeklestirildi.
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Hipermetile, orta dereceli metile ve demetile DNA relatif konsantrasyonlart “mock digest

(sahte kesim)” yapilmis DNA miktarlari ile karsilastirilarak hesaplandi.

DNA kesimi i¢in herbir 6rnek basina dort ayr tiip su sekilde hazirlandi:

a) Mock Digest (M,): RT-PCR deneyi icin gerekli olan tiim genomik DNA’y1 igeren tiip.

b) Metilasyon duyarh kesim (M;): Demetile ya da kismen metile DNA’nin metilasyona
duyarl enzim ile kesilip, hipermetile DNA’nin RT-PCR deneyi i¢in bulundugu tiip.

¢) Metilasyon bagimh kesim (Mq4): Metile DNA’nin metilasyona bagimli enzim ile kesilip,
demetile DNA’nin RT-PCR deneyi i¢in bulundugu tiip.

d) Cift kesim (M,q): Metilasyona duyarli ve metilasyona bagimli enzimlerin bulundugu

enzimatik kesim basarisinin 6l¢iildiigi tiip.

Herbir 6rnek i¢in kokteyl su sekilde hazirlandi:

Bilesenler Miktar
Cift distile su 89 ul
5X kesim tamponu ( 5X RM bufter) 26 ul
0,5 pg drnek DNA Sul
Toplam hacim 120 ul

Hazirlanan kokteyl vortekslendi ve su sekilde dort ayri tiipe boliindii:

Farkl islemlenmis PCR tiipleri

Bilesenler M, M My Mqyq
Cift distile su 2l 1 pl 1 ul - ul
Kesim kokteyli 28 ul 28 ul 28 ul 28 ul
Enzim A - ul 1 pl -ul 1 ul
(Metilasyona

duyarh enzim)

Enzim B -ul - ul 1 ul 1 pul
(Metilasyona

bagiml enzim)

Toplam 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul
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Tiipler vortekslendi ve iyice karistirildi. Termal Cycler’da 37 C”de bir gece inkiibasyona

birakildi. inkiibasyon sonrasinda enzimlerin inaktive olmasi igin, 65 C*’de 20 dakika inkiibe

edildi. Daha sonra 6rnekler qPCR analizleri i¢in -20 C**ye kaldirldu.

Herbir 6rnek i¢in su sekilde PCR reaksiyon kokteylleri hazirlandi:

PCR reaksiyon kokteylleri

M, M My Mgq

Cift distile su 9.5 ul 9.5 ul 9.5 ul 9.5 ul
PCR master 12.5 ul 12.5 ul 12.5 ul 12.5 ul
miks
PCR primer 1 pl 1 pl 1 ul 1l
miks
M, kesim 2ul
M; kesim 2 ul
My kesim 2 ul
M;q kesim 2ul

Toplam 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul

PCR miksi, 96 kuyucuklu érnek kiivetine yiiklendi ve Roche Light Cycler® 480 cihazinda su

protokolde reaksiyon gerceklestirildi:

Roche Light Cycler® 480

Siklus Siire Sicakhik
1 10 dakika 95 C’
40 15 saniye 97 C°
1 dakika* 72 C°

* Her 40 sikliisiin sonundaki uzama evresinde SYBR Green floresani ol¢tildii.

Veri analizleri su sekilde yapildi:

www.sabiosciences.com/dna_methylation_data_analysis.php adresinden tek gen metilasyon

analizi i¢in uygun program se¢ildi, veri girisi yapilarak analiz gergeklestirildi.
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3.3 PROTEIN DUZEYLERININ OLCUMU

3.3.1 Niiklear Ekstraksiyon

Niiklear ekstraksiyon “Aktive Motif Nuclear Extract Kit” (Active Motif, Cat # 40010)
ile gerceklestirildi. Hiicre kazima aleti ile kaldirilan hiicreler 400 x g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi iist faz atildi, hiicreler 500 pl 1X Hipotonik tampon ile resiispanse
edildi. 15 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Her bir 6rnege 25 pul deterjan eklendi, 10 saniye
vortekslendi, 14000 x g’de +4 C%de 30 saniye santrifiij edildi. Ustte kalan kisim, yani
sitoplazmik fraksiyon atildi. 50 pl lizis tampon ile niiklear pellet resiispanse edildi, 10 dakika
vortekslendi. Saliimli ¢alkalayicida 150 rpm’de buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra 30 saniye vortekslendi. 14000 x g’de 10 dakika santrifiijlendi. Stipernatandaki niiklear
ekstrakt yeni bir ependorfa alind1 ve -80 C*’ye kaldir1ldu.

3.3.2 ELISA Deneyi

Elisa testi “Active Motif p53 Transcription Factor Assay Kits” (Active Motif
TransAM p53, Cat # 41196), standart egri ¢izimi i¢in gerekli olan rekombinant p53 proteini
5000 tinite (Active Motif TransAM, Cat # 31103) olarak kullanildi. Herbir kuyucuga 40 pl
baglayici tampon eklendi. Ornek kuyucuklarina érnekler, 10 pl’de 10 pg niiklear ekstrakt
olacak sekilde eklendi. Pozitif kontrol kuyucuklarina, lizis tampon ile diliie edilmis MCF-7
niiklear ekstraktlarindan 10 pl eklendi. Negatif kontrol kuyucuklarina, 10 pl lizis tampon
eklendi ve lizis tampon kullanilarak diliie edilmis standart proteinlerden 10’ar ul eklendi.
Salinimli ¢alkalayicida 100 rpm’de oda 1sisinda, 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
3 kere 200 pl 1X yikama tamponu ile yikandi. Herbir kuyucuga 1X antikor baglayici tampon
ile 1:1000 oraninda diliie edilmis p53 antikoru 100 pl eklendi. 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kere 200 pl 1X yikama tamponu ile yikandi. Herbir kuyucuga
1X antikor baglayic1 tampon ile 1:1000 oraninda diliie edilmis HRP antikorundan 100 nl
eklendi. 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 4 kere 200 ul 1X yikama
tamponu ile yikandi. Herbir kuyucuga oOnceden oda 1sisina getirilmis olan reaksiyon
soliisyonundan 100 pl eklendi. Direkt 1s1iktan korunarak oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 100 ul durdurma soliisyonu eklendi. Spektroforometrik olarak 450/

655 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi.
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3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatistiksel analizler SPSS software versiyon 15.0 kullanilarak gerceklestirildi.

MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplar arasinda, MYCN ve p14*%" gen ekspreyon
diizeyleri Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. P <0.05 degeri, istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplari arasinda, p14*® gen metilasyon diizeyleri
Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. P <0.05 degeri, istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplar arasinda, 5-aza-CdR’nin MYCN ve p14*%*
gen ckspreyon diizeylerine etkisi T testi kullanmilarak karsilastirildi. P <0.05 degeri,

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda, MYCN ve pl 4ARF gen

(CDKN2A) ekspresyon diizeyleri ve p14*%" metilasyon yiizdeleri 6lgiilmiistiir (Tablo 5 ve 6).

Ayrica, MYCN ve pl4*® gen protein miktarlarnm degerlendirilmesi igin, p53 protein

diizeyleri ol¢iilmiistiir (Tablo 7 ve 8).

Tablo 5. MYCN (+) hiicre gruplarinda gen ekspresyon ve p14*%" metilasyon oranlar

p14ARF Metilasyon Oranlari (%)
KELLY MYCN pl14°kF Intermedier
gen ekspresyon | gen ekspresyon | Hipermetile | Demetile Metile
diizeyi diizeyi
Kontrol 0,810 1,060 72,08 27,92 0
5-aza-CdR 0,847 1,053 0,07 99,93 0
VinKkristin 0,807 1,070 0,14 99,86 0
Vinkr.+5-aza 0,907 1,063 0,02 99,98 0
Dakarbazin 0,827 1,090 0,15 99,85 0
Dakar.+5-aza 0,850 1,027 0,07 99,93 0
ifosfamid 1,00 1,093 0,08 8,6 91,31
ifosfa.+5-aza 0,923 1,017 0.2 99,8 0
Doksorubisin 0,753 1,007 0,22 30,63 69,14
Dokso.+5-aza 0,817 1,030 0,05 99,95 0
Siklofosfamid 0,740 1,030 0,09 33,25 66,66
Siklof.+5-aza 0,853 1,033 0,14 99,86 0
Etoposid 0,847 1,143 0.1 3,54 96,36
Etopo.+5-aza 0,787 1,063 0,05 54,37 45,58
Sisplatin 0,833 1,097 0,08 99,92 0
Sisp.+5-aza 0,903 1,063 0,05 99,95 0
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Sekil 7. MYCN (+) hiicre gruplarinda MYCN geni PCR amplifikasyon egrileri

Amplification Curves
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Sekil 8. MYCN (+) hiicre gruplarinda p14**" geni PCR amplifikasyon egrileri
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Tablo 6. MYCN (-) hiicre gruplarinda gen ekspresyon ve p14*%" metilasyon oranlar:

p14ARF Metilasyon Oranlari (%)
SH-SY5Y MYCN pl14*FF Intermedier
gen ekspresyon | gen ekspresyon | Hipermetile | Demetile Metile
diizeyi diizeyi
Kontrol 1,073 1,190 2,05 62,38 35,57
5-aza-CdR 1,113 1,170 0,42 99,58 0
Vinkristin 1,163 1,227 1,78 98,22 0
Vinkr.+5-aza 1,130 1,153 0,46 99,54 0
Dakarbazin 1,137 1,210 0,49 99,51 0
Pakar.+5-aza 1,083 1,093 0,87 99,13 0
?fosfamid 1,130 1,177 0,7 99,3 0
Ifosfa.+5-aza 1,077 1,173 0.6 99,4 0
Doksorubisin 1,033 1,100 0,15 99,85 0
Dokso.+5-aza 1,100 1,133 0,27 99,73 0
Siklofosfamid 1,037 1,140 1,26 98,74 0
Siklof.+5-aza 1,107 1,123 0,44 99,56 0
Etoposid 1,040 1,193 0,07 48,67 51,26
Etopo.+5-aza 1,097 1,187 1,15 98,85 0
Sisplatin 1,050 1,127 0,18 99,82 0
Sisp.+5-aza 1,037 1,070 0,33 99,67 0

MYCN (+) hiicre gruplarinda, MYCN gen ekspresyonlarinin 15. siklustan itibaren

basladigi, pl14*%*

gen ekspresyonlarinin ise 20. siklustan itibaren basladigi gozlenmistir.
Burada, ilgili genin ekspresyon diizeyi ne kadar yiiksek ise o kadar erken siklusa girmektedir

(Sekil 7 ve 8).
MYCN (-) hiicre gruplarmda, MYCN ve p14**" genlerinin ekspresyonlari, 30. siklusa

kadar gozlenmemistir. Bu ¢alismada, 30. siklustan sonra gozlenen ekspresyon degerleri

dikkate alinmamistir (Sekil 9 ve 10).
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Sekil 9. MYCN (-) hiicre gruplarinda MYCN geni PCR amplifikasyon egrileri

Amplification Curves
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Sekil 10. MYCN (-) hiicre gruplarinda p14*®" geni PCR amplifikasyon egrileri
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Tablo 7. MYCN (+) hiicre gruplarinda p53 protein diizeyleri

KELLY PROTEIN (ng) PROTEIN (ng)
Kontrol 2,612 Doksorubisin 2,555
5-aza-CdR 0,532 Dokso.+5-aza 1,016
Vinkristin 1,502 Siklofosfamid 2,138
Vinkr.+5-aza 0,450 Siklof.+5-aza 0,426
Dakarbazin 0,788 Etoposid 1,389
Dakar.+5-aza 0,728 Etopo.+5-aza 0,450
ifosfamid 1,512 Sisplatin 0,768
ifosfa.+5-aza 0,511 Sisp.+5-aza 0,453
Tablo 8. MYCN (-) hiicre gmplarm.da p53 protein diizeyleri .

SH-SYSY PROTEIN (ng) PROTEIN (ng)
Kontrol 0,383 Doksorubisin 0,387
5-aza-CdR 0,360 Dokso.+5-aza 0,301
Vinkristin 0,254 Siklofosfamid 0,362
Vinkr.+5-aza 0,324 Siklof.+5-aza 0,298
Dakarbazin 0,322 Etoposid 0,458
Dakar.+5-aza 0,232 Etopo.+5-aza 0,368
Ifosfamid 0,251 Sisplatin 0,486
ifosfa.+5-aza 0,299 Sisp.+5-aza 0,556

Protein (ng)

PROTEIN DUZEYLERI

40,00 -
35,00 |-
30,00
25,00 ;-
20,00 -
15,00 ...
10,00 .-
5,00 -

0,00
KELLY

SHSY5Y
Gruplar

Sekil 11. MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda protein diizeylerinin karsilagtirilmasi
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MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda, MYCN ve pl14*®" genlerinin etki
yolagindaki Olgtilebilen tek protein p53 genine ait oldugu igin p53 protein diizeyleri
6l¢iilmiistiir. Sonugta, MYCN ve ve pl4*® gen ekspresyon diizeyleriyle uyumlu protein
diizeyleri (ng) elde edilmistir.

MYCN (+) hiicre gruplarimin protein diizeyleri, MYCN (-) hiicre gruplarinin protein
diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.001) (Sekil 11).

MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda, p14**” geni promotor bélgesinin demetile
edici ajan ile gergeklestirilen demetilasyon yiizdeleri, MYCN (-) hiicre grubunda anlamli bir
sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.034) (Sekil 12).

MYCN (+) kontrol hiicre grubunda, pl4*®" geni promotor bélgesinin %72,08
hipermetile, %?27,92 demetile oldugu; 5-aza-CdR eklenmesiyle demetilasyon oraninin

%99,93 ¢ yiikseldigi bulunmustur.

MYCN (-) kontrol hiicre grubunda, pl14*® geni promotor bélgesinin %2,05
hipermetile, %62,38 demetile oldugu, 5-aza-CdR eklenmesiyle demetilasyon oraninin

%99,58 e yiikseldigi bulunmugtur.

DEMETILE p14ARF GEN DUZEYLERI

120,00 -
100,00 {fffff
80,00 111
60,00 -
40,00 -
20,00 |

0,00

Demetilasyon Yiizdesi (%)

KELLY SHSY5Y
Gruplar

Sekil 12. MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinda p14**" geni promotor bélgesinin

demetilasyon yiizdelerinin karsilastirilmasi
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Sekil 13. p14*® promotor bolgesi metilasyon spesifik PCR amplifikasyon egrileri
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Sekil 14. p14*® promotor bolgesi metilasyon spesifik PCR sicaklik egrileri
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MYCN (+) hiicre gruplarindaki MYCN ve p14**gen ekspresyon diizeyleri, RT-PCR
sonuclar1 asagidaki grafikte verilmistir (Sekil 15).

KELLY GEN EKSPRESYON DUZEYLERININ KARSILASTIRILMASI

1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 - = MYCN

0,60 - m p14ARF
0,40 -
0,20 -
0,00 -

Gen Amplifikasyonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Gruplar

Sekil 15. MYCN (+) hiicre gruplarinda gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi

MYCN gen ekspresyon diizevlerinin karsilastirillmasi:

* KELLY kontrol grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYSY kontrol grubunun
MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,003).

* KELLY 5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y 5-aza-CdR
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,004).

 KELLY Vinkristin grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYSY Vinkristin
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,003).

« KELLY Vinkristin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y

Vinkristin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmugtur (p=0,003).
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* KELLY Dakarbazin grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y Dakarbazin
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,004).

* KELLY Dakarbazin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Dakarbazin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0,004).

« KELLY Ifosfamid grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Ifosfamid
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir

(p=0,325).

« KELLY Ifosfamid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
[fosfamid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0,004).

* KELLY Doksorubisin grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Doksorubisin
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,004).

* KELLY Doksorubisint5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y
Doksorubisint+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmugtur (p=0,004).

« KELLY Siklofosfamid grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y
Siklofosfamid grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek
bulunmustur (p=0,004).

* KELLY Siklofosfamid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y

Siklofosfamid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir
sekilde yiiksek bulunmustur (p=0,003).
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« KELLY Etoposid grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYSY Etoposid
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,003).

+ KELLY Etoposid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y
Etoposid+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0,004).

« KELLY Sisplatin grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y Sisplatin
grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p=0,003).

« KELLY Sisplatin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y
Sisplatin+5-aza-CdR grubunun MYCN gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p=0,004).

MYCN (-) hiicre gruplarindaki MYCN ve p14*®gen ekspresyon diizeyleri, RT-PCR
sonuclar1 asagidaki grafikte verilmistir (Sekil 16).

SHSY5Y GEN EKSPRESYON DUZEYLERININ KARSILASTIRILMASI

1,40 -
1,20
1,00 -
0,80 - o MYCN

0,60 - m p14ARF
0,40
0,20
0,00 +

Gen Amplifikasyonu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Gruplar

Sekil 16. MYCN (-) hiicre gruplarinda gen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi
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ARF
4

pl oen ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi:

« KELLY kontrol grubunun p14**" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y kontrol grubunun

ARF
4

pl gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir (p=0,106).

« KELLY 5-aza-CdR grubunun pl14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y 5-aza-CdR

grubunun p14*%F

(p=0,009).

gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiliksek bulunmustur

« KELLY Vinkristin grubunun pl14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Vinkristin

grubunun p14*%F

(p=0,004).

gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiliksek bulunmustur

« KELLY Vinkristin+5-aza-CdR grubunun pl14*%" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Vinkristin+5-aza-CdR grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde

yiiksek bulunmustur (p=0,023).

« KELLY Dakarbazin grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Dakarbazin
grubunun p14ARF gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur

(p=0,023).

« KELLY Dakarbazin+5-aza-CdR grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Dakarbazin+5-aza-CdR grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur,

ancak anlamli degildir (p=0,332).

« KELLY ifosfamid grubunun pl14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y ifosfamid

ARF
4

grubunun pl gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir

(p=0,106).
« KELLY ifosfamid+5-aza-CdR grubunun p14ARF gen ekspresyon diizeyleri, SH-SYS5Y

ifosfamid+5-aza-CdR grubunun pl14*®" gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde

yiiksek bulunmustur (p=0,004).
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« KELLY Doksorubisin grubunun p14**" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Doksorubisin
grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir

(p=0,106).

« KELLY Doksorubisin+5-aza-CdR grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Doksorubisin+5-aza-CdR grubunun p14*%" gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde

yiiksek bulunmustur (p=0,023).

« KELLY Siklofosfamid grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Siklofosfamid
grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir

(p=0,101).

« KELLY Siklofosfamid+5-aza-CdR grubunun p14*® gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Siklofosfamid+5-aza-CdR ~ grubunun pl14*® gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek
bulunmustur, ancak anlamli degildir (p=0,106).

« KELLY Etoposid grubunun p14*®* gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Etoposid grubunun
p14**" gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir (p=0,743).

« KELLY Etoposid+5-aza-CdR grubunun pl4*® gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
Etoposid+5-aza-CdR grubunun pl14*®" gen ekspresyon diizeylerinden anlamli bir sekilde

yiiksek bulunmustur (p=0,009).

« KELLY Sisplatin grubunun p14**" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y Sisplatin grubunun
p14*F gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur, ancak anlamli degildir (p=0,189).

« KELLY Sisplatin+5-aza-CdR grubunun p14*®" gen ekspresyon diizeyleri, SH-SY5Y
p g

Sisplatin+5-aza-CdR grubunun pl14*%" gen ekspresyon diizeylerinden yiiksek bulunmustur,
ancak anlamli1 degildir (p=0,317).
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Calismamizda, MYCN (+) ve MYCN (-) hiicrelerde, kontrol gruplarina 5-aza-CdR
eklenmesiyle hiicre morfolojisinde gbzlenen belirgin degisiklikler asagida sunulmustur (Sekil

15-18).

Sekil 19. MYCN (+) 5-aza-CdR grubu Sekil 20. MYCN (-) 5-aza-CdR grubu
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5. TARTISMA

Yiiksek risk grubundaki ileri evre noroblastom olgularindan yiiksek doz kemoterapi
protokolleri ve periferik kok hiicre nakli ile remisyon saglanan hastalarda, erken ve 6zellikle
ge¢ relapslarin goriilmesinden sorumlu olabilecegi diisliniilen faktorlerden birisi minimal
rezidliel hastaliktir. Giinlimiizde MRD’nin kontroliinde sitostatik ve sitotoksik ilaglar,
apoptotik ajanlar, immiinoterapotik yaklasimlar, anti-anjiyojenik ilaglar, diferansiye edici
ajanlar kullanilmaktadir. Ancak tiim bu tedavi yaklasimlarina ragmen bu grupta 2 yillik
hastaliksiz yasam orani %30-40’tir (33). Bu nedenle, daha az toksik ve daha etkin alternatif

tedavi stratejilerine gereksinim bulunmaktadir.

MYCN (+) olan Kelly hiicrelerinde olmas1 beklenen MYCN geni ekspresyon diizeyleri,
MYCN (-) olan SY-SYSY hiicrelerine gore anlamli bir sekilde yiiksek olarak bulunmustur.
Ayni hiicre dizilerindeki p14*%" gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde, MYCN (+) hiicre
grubunda pl4™® gen diizeylerinin anlamli bir sekilde yiiksek olmasi, ndroblastomda
prognozu belirleyen bir belirteg olabilecegini diisiindiirmiistiir. p14*** geni timér baskilayic
etkisini, diger bir timor baskilayici gen olan p53 geninin niikleoplazmada yikilmasini

engelleyip hiicre dongiisiinii durdurarak gerceklestirmektedir (34). Amente S. ve ark.’nin (35)

4A R 4A RF

calismalarinda, MYCN ve pl14*®" arasinda bir etkilesim bulundugu, pl gen ekspresyon

diizeylerinin MYCN’in transkripsiyonel aktivitesini diizenlemede Onemli oldugu
bildirilmistir. Bu bilgilerin 1s18inda, p14™® geninin p53°den bagimsiz olarak da timor
baskilayict etki gosterebilecegi anlasilmaktadir. Nitekim Datta A. ve ark.’nin (36)

ARF
4

calismalarinda, pl geninin c-Myc gibi ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile iligkili oldugu

ve MYCN geninin transkripsiyonel aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bizim

ARF
4

calismamizda da, pl gen ekspresyon diizeylerinin, baslica olumsuz prognostik faktor

olarak bilinen onkojenik MYCN diizeylerine paralel olarak yiiksek bulunmasi ile, p14*%"
geninin mitojenik bir sinyal karsisinda hiicrenin savunma mekanizmasinda ¢ok onemli bir

gorev yaptigimi diisiindiirmektedir.

Hem MYCN (+) hem de MYCN (-) hiicre gruplarinda, 5-aza-CdR eklenmesiyle MYCN

gen ekspresyon diizeylerinin belirgin bir sekilde azaldigi bulunmustur. Bu azalmanin MYCN
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(+) hiicre grubunda, MYCN (-) hiicrelere gore anlamli bir sekilde gézlenmesi, demetile edici
ajan kullaniminin prognozu daha koétii olan hiicrelerde daha etkili oldugunu gdstermistir. Bu
bulgu, MYCN (+) hiicrelerdeki yiiksek p14*%* gen diizeyleriyle de uyumludur; demetilasyon

4" transkripsiyon aktivitesinin artarak MYCN geninin transkripsiyonunu

sonucunda pl
inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Yang Q. ve ark. da (37), agresif ndroblastom primer timor
orneklerinde ¢esitli genlerdeki metilasyon oranlarinin yiiksek oldugunu gostermisler ve

tedavide demetile edici ajanlarin kullanilmasi gerekliligini vurgulamislardir.

Hem MYCN (+) hem de MYCN (-) hiicre gruplarinda, 5-aza-CdR eklenmesiyle p14*%"
gen ekspresyon diizeylerinin belirgin bir sekilde arttigi bulunmustur. Bu artisin MYCN (+)
hiicre grubunda, MYCN (-) hiicrelere gore anlamli bir sekilde olmasi, demetile edici ajan ile
bir tiimor supresdr geni olan p14“%” ekspresyon diizeyinin artiginin tetiklendigini gostermekte
ve prognozun iyilestirilmesinde olumlu yonde katki saglayabilecegini diisiindlirmektedir.
Badal V. ve ark. (38), yaptiklar1 in vitro ¢aligmada 5-aza-CdR eklenmesiyle siireye bagimli
olarak p14ARF geninin transkripsiyonel aktivitesinin arttigini, bu durumun tiimor hiicrelerinin
programlanmis hiicre 6liimiine gitmesinde dnemli rol oynadigini belirtmislerdir. Khan SH. ve
ark. da (39), tiimér hiicrelerinde p14™*" gen ekspresyon artisiyla p53 aracili apoptoz yolagmnin
aktiflestigini ve yeni tedavi protokollerinde bu yolag tetikleyen p14™** geninin hedef alinmas:

gerektigini bildirmislerdir.

MYCN (+) kontrol grubu hiicrelerinde pl4**" geninin promotor bodlgesi, %72,08
oraninda hipermetile, %?27,92 oraninda demetile bulunmustur. 5-aza-CdR eklenmesiyle
demetilasyon orani %99,93 diizeyine yiikselmistir.

Vinkristin eklenen MYCN (+) hiicrelerde, %99,86 oraninda demetilasyon oldugu
gozlenmis, Vinkristin ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin arttifi ve
Vinkristin’in demetile edici bir ajan gibi etki olusturdugu bulunmustur. Mikrotiibiil sistem
inhibitoérii olan Vinkristin’in, metafazda duraklamaya neden olarak mitozu engelledigi
bilinmektedir. Ayni zamanda, Vinkristin’in hiicre siklusunun S fazmna etki ederek
replikasyonu durdurdugunu bildiren calismalar (40) da mevcuttur. Bizim c¢alismamizda,

ARF
4

Vinkristin’in hiicre dongiisiinde rol alan pl timor baskilayici genin antitiimoral etki

yolagindaki molekiillerle etkilestigini diisiindiiren bulgular elde edilmistir.
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Dakarbazin ve Sisplatin eklenen MYCN (+) hiicre gruplarinda da Vinkristin’e benzeyen
bir etki izlenmis, bu ilaglarin da demetile edici bir ajan gibi davramp p14**" geninin promotor
bolgesindeki demetilasyon oranini arttirdiklar: bulunmustur.

Dakarbazin eklenen hiicrelerde, %99,85 oraninda demetilasyon oldugu goézlenmis,
Dakarbazin ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin arttigi bulunmustur.
Alkilleyici bir ajan olan Dakarbazin, hiicre dongiisii fazlaria 6zgiil olmayan, imidazotetrazin
sinifi kemoterapétik ilaglar grubundandir. Diger bir imidazotetrazin olan Temozolomid’in
DNA metile edici etkisi oldugu ve bunu DNA metil transferaz (DNMT) enzimi ile yarismali
bir sekilde gerceklestirdigi bilinmektedir (41). DNA metilasyonu sonucunda, hiicre yasamini,
proliferasyon ve diferansiyasyonunu siki kontrol altinda tutan bir¢ok genin 6niinde (promotor
bolge) yer alan CpG adaciklarinin metilasyonu ile gen susturulmus olur. Bu c¢alismada, ayni1
gruptan olmasina ragmen Dakarbazin demetile edici bir etki sergilemistir. Bu durum, ilaglarin
farmakodinamigindeki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Bilindigi {izere Temozolomid,
karacigerde enzimatik demetilasyon gerektirmeden fizyolojik pH’da aktif ila¢ formuna
dontigebilmekte iken Dakarbazin, karacigerde metabolik aktivasyona ugramaktadir. Bu
nedenle, Dakarbazin’in metabolik aktivasyon siirecinde metile edici etkisinin ortadan kalktig1
ve hatta demetile edici 6zellik kazandig1 diisiintilebilir (42).

Sisplatin eklenen hiicrelerde, %99,92 oraninda demetilasyon oldugu gozlenmis,
Sisplatin ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin %99,95’e yiikseldigi
bulunmustur. Campbell KJ. ve ark. (43) osteosarkom hiicre dizisinde, sisplatinin ARF tiimor
baskilayici fonksiyon ile benzer bir etki olusturdugu bildirilmistir. DNA ¢ift zincirinde ¢apraz
baglanma yaparak etki gosteren sisplatin, ayni zamanda NF-kB gibi antiapoptotik
molekiillerin nétralizasyonu yoluyla da antineoplastik etkisini giiclendirmektedir. Shang D. ve
ark. (44) mesanenin transizyonel hiicreli karsinomunda, Sisplatin ile 5-aza-CdR’in birlikte
verildiklerinde tiimor biiyiimesi lizerinde sinerjistik supresyon gosterdigini ve Siplatin ile 5-
aza-CdR’in proliferasyon inhibisyonunu hiicre dongiisiini G2/M noktasinda durdurarak

sagladigin1 ve bu etkinin tiimor supresor gen olan p53°den bagimsiz oldugunu bildirmislerdir.

MYCN (+) hiicre gruplarma Ifosfamid, Doksorubisin, Siklofosfamid ve Etoposid, tek
baslarina eklendiklerinde metile edici ajan gibi davranarak, p14**" geninin promotor
bolgesindeki metilasyon oranlarini arttirmislardir. ifosfamid, Doksorubisin, Siklofosfamid’in

bu etki mekanizmalarin1 agiklayacak herhangi bir yayna ulasilamamistir, ancak relaps
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ndroblastom hiicre dizilerinde p53 mutasyonlari ile ilgili bir ¢alismada Melfalan, Karboplatin

ve Etoposid gibi ajanlara bagh rezistans ile p14*%*

iligkisi gosterilmistir (45). Elde ettigimiz
verilerde gdzlenen, bu ajanlarm pl4*®" geninde olusturdugu metilasyon, ila¢ rezistansi
gelisim mekanizmalarina mi, yoksa Temozolomid o6rneginde oldugu gibi enzimatik bir
mekanizmaya mi baglhidir? Bu sorulara cevap bulabilmek ve bu mekanizmalarin
aydinlatilmasini saglayabilmek i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ifosfamid eklenen hiicrelerde, %91,31 oraninda metilasyon oldugu gdzlenmis,
Ifosfamid ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin %0 diizeylerine indigi ve
demetilasyon oraninin %99,8’e yiikseldigi bulunmustur. Bu bulgu, ifosfamid’in tek basina
verildiginde metile edici etkisinin oldugunu ancak, demetile edici bir ajan ile birlikte
verildiginde bu etkisinin ortadan kalktigini gdstermistir.

Doksorubisin eklenen hiicrelerde, %66,14 oraninda metilasyon oldugu gozlenmis,
Doksorubisin ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin %0 diizeylerine indigi
ve demetilasyon oraninin %99,95’e yiikseldigi gdzlenmistir. Bu bulgu, Doksorubisin’in tek
basina verildiginde metile edici etkisinin oldugunu ancak, demetile edici bir ajan ile birlikte
verildiginde bu etkisinin ortadan kalktigini gdstermistir.

Siklofosfamid eklenen hiicrelerde, %66,66 oraninda metilasyon oldugu, Siklofosfamid
ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin %0 diizeylerine indigi ve demetilasyon
oraninin  %99,86’ya yiikseldigi bulunmustur. Bu bulgu, Siklofosfamid’in tek basina
verildiginde metile edici etkisinin oldugunu ancak, demetile edici bir ajan ile birlikte
verildiginde bu etkisinin ortadan kalktigini géstermistir.

Etoposid eklenen hiicrelerde ise, %96,36 oraninda metilasyon oldugu gozlenmis,
Etoposid ile 5-aza-CdR kombine edilerek verildiginde bu oranin diger ilaglarin aksine
%45,58’e kadar inebildigi ve demetilasyon oraninin %54,37’ye yiikseldigi bulunmustur. Bu
bulgu, Etoposid’in tek basina verildiginde metile edici etkisinin oldugunu ancak, demetile
edici bir ajan ile birlikte verildiginde bu etkisinin tamamen ortadan kaybolmadigini
gostermistir. DNA sentez inhibisyonu yaparak antitlimoral etki gosteren Etoposid’in, ayni
zamanda NF-kB stimiilasyonu yoluyla antiapoptotik proteinleri indiikleyici etkilerinin
bulundugu bildirilmistir (46).

Bu arastirmada, MYCN (+) hiicre gruplarinda Vinkristin, Dakarbazin ve Sisplatin’in
p14ARF geninin promotor bolgesini demetile edici etkilerinin, demetile edici bir ajanla

arttirildigy; ifosfamid, Doksorubisin, Siklofosfamid ve Etoposid’in p14ARF geninin promotor
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bolgesini metile edici etkilerinin, demetile edici bir ajanla azaltildigt bulunmustur.
Dolayisiyla, giincel tedavi protokollerinde kullanilan bu ilaglarla birlikte demetile edici bir

ajanin kombinasyonunun faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

MYCN (-) kontrol grubu hiicrelerinde pl14*®" geninin promotor bélgesi, %62,38
oraninda demetile bulunmustur. 5-aza-CdR eklenmesiyle demetilasyon orant %99,58
diizeyine yiikselmistir. Vinkristin, Dakarbazin, ifosfamid, Doksorubisin, Siklofosfamid ve
Sisplatin eklenen hiicrelerde, kontrol grubundaki hiicrelere gore demetilasyon oranlarinda
belirgin bir artis oldugu gozlenmis, 5-aza-CdR ile kombine edilerek verildiklerinde bu
oranlarin daha da arttif1 ve sonug¢ olarak, bu ilaglarin demetile edici bir ajan gibi etki
olusturduklar1 bulunmustur.

Antimitotik bir ajan olan Doksorubisin’in kaspaz-8 mRNA ekspresyonlarini arttirarak
gerceklestirdigi apoptotik etkisinin, demetile edici bir ajan ile kombine verildiginde daha da
arttig1 gozlenmistir. Liu JQ. ve ark. (47) MYCN (-) hiicre grubu olan SH-SY5Y noéroblastom
hiicre dizisinde yaptiklar1 bir caligmada, 5-aza-CdR ile birlikte verilen Doksorubisin’in
antitimoral etkinliginde belirgin bir artis izlendigi ve bunun kaspaz-8 mRNA ekspresyon
diizeylerindeki artisa paralel oldugu bildirilmistir.

Basta noroblastom olmak iizere, mediilloblastom ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri gibi
cesitli solid tlimorlerde, kaspaz-8 ekspresyonlarinin metilasyon ile inaktive oldugu
bilinmektedir. Bugilin ndroblastom minimal rezidiiel hastaligin kontroliinde diferansiye edici
ajan olarak kullanilmakta olan retinoik asit ile yapilan ¢aligmalarda, retinoik asitin de kaspaz-
8 diizeylerini arttirarak apoptozu hizlandirdigi gosterilmistir (48).

Ote yandan, Etoposid verilen MYCN (-) hiicre grubunda, p14*%*

geninin promotor
bolgesinin metilasyon oranlarin1 metile edici ajan gibi davranarak arttirdigi, 5-aza-CdR ile
kombine edilerek verildiginde ise tek basina sergiledigi metilasyon profilinin ortadan kalkarak
demetilasyon oranlarinin arttig1 gézlenmistir.

Bu aragtirmada, Etoposid’in hem MYCN (+) ve hem de MYCN (-) hiicre gruplarinda,

4R geninin promotor bolgesini metile edici etki olusturdugu ve bu etkisinin demetile edici

pl
bir ajan eklendiginde azaltildigi bulunmustur. Bu bulgu, arastirmada uygulanan diger
ilaglardan farkli olarak sadece Etoposid’e ozgiidiir. Ozellikle Etoposid’de goriilen ve

antineoplastik tedavi amacina ters diisen istenmeyen etkilerin, ¢esitli tiimor hiicre dizilerinde
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olmak iizere in vivo deneylerle de arastirllmasi ve mekanizmalarinin aydinlatilmasi

gerekmektedir.

Ulagilabilen literatiir degerlendirmesinde; hem MYCN (+) ve hem de MYCN (-)

néroblastomda, gerek minimal rezidiiel hastalik modelinde gerekse p14*%*

ile ilgili demetile
edici ajanlarla yapilmis herhangi bir arastirma bulunamamistir. Ancak, néroblastom disindaki
diger pediyatrik ve eriskin solid tiimorlerinde yapilan ¢alismalarda, kemoterapi protokollerine
eklenen demetile edici ajanlarin antitiimor etkinligi arttirdiklart ve epigenetik tedavi
yaklasimlarinda toksik olmayan yeni demetile edici ajanlarin gelistirilmesine ihtiyag
bulundugu acgiklanmaktadir. Nitekim, Majid S. ve ark. (49), renal hiicreli karsinom hiicre
dizilerinde BTG3 timor supresér geninin demetilasyonu i¢in 5-aza-CdR ve genistein
kullanarak, bu iki demetile edici bilesigin etki diizeylerini karsilastirmislar ve diyetteki
izoflavonlarin yapisinda dogal olarak bulunan, toksik olmayan genistein maddesinin, yiiksek
toksisiteye sahip instabil bir yapida olan 5-aza-CdR’e benzer diizeyde bir etki olusturdugunu
bildirmislerdir. Yine, myeloid malignansilerde demetile edici ajanlarin etkilerini inceleyen bir
calismada da, demetile edici ajanlarin Ozellikle diisiik doz uygulamalarinda daha etkili
olduklar1 ve demetile edici ajanlarla yapilan kombinasyon tedavilerinin ¢ok daha etkin

olabilecegi gosterilmistir (50).

Glniimiizde kullanilan baz1 sitotoksik ilaglarin standart kemoterapide kullanilan
dozlarinin onda biri gibi diisilk dozlarda, daha az yan etki ile MRD’nin kontrolii i¢in
uygulanan idame tedavilerinde kullanilabilecegine ve basari elde edilebilecegine dair veriler
bulunmaktadir. Noroblastom’da uygulanan metronomik tedavinin amaci, ilaglarin toksik yan
etkilerini en aza indirmek, kemoterapétiklere karsi direng gelisimini azaltmak ve

antianjiogenik etkisinden faydalanarak relapslar1 engellemektir.

Bu c¢aligmadan elde edilen veriler dogrultusunda, MRD’yi kontrol edebilmek amaciyla
uygun, diisiik doz sitotoksik ve sitostatikler gibi demetile edici ajanlarin da uygulanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak, Azasitidin ve Desitabin gibi toksisitesi yiiksek ajanlarin yerine
kullanilabilecek, toksik olmayan yeni demetile edici bilesiklerin gelistirilmesine ve bu
ilaclarla birlikte diizenlenecek olan kombinasyon tedavi protokollerinin hazirlanmasinda

farmakokinetik caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1) MYCN (+) hiicre grubunda, MYCN ve pl14“®" gen ekspresyon diizeyleri anlamli bir
sekilde yiiksek bulunmustur.

2) MYCN (-) hiicre grubunda, MYCN ve p14*® gen ekspresyon diizeyleri anlamli bir sekilde

diistik bulunmustur.

3) MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarmmin herikisinde de, demetile edici ajan
eklenmesiyle MYCN gen ekspresyon diizeyinin azaldigi, pl14*%" gen ekspresyon diizeyinin

ise arttig1 bulunmustur.

4) Vinkristin, Dakarbazin ve Sisplatin, MYCN (+) ve MYCN (-) hiicre gruplarinin herikisinde
de p14ARF geninin promotor bolgesini demetile edici etki olusturmuslardir ve demetile edici

bir ajan eklendiginde bu etkilerinin arttig1 bulunmustur.

5) ifosfamid, Doksorubisin ve Siklofosfamid, MYCN (-) hiicre gruplarinda p14**" geninin
promotor bolgesini demetile edici etki olustururken; MYCN (+) hiicre gruplarinda metile
edici etki olusturmuslar ve demetile edici bir ajan eklendiginde ise metile edici etkilerinin

ortadan kayboldugu gozlenmistir.

6) Etoposid’in hem MYCN (+) ve hem de MYCN (-) hiicre gruplarinda, p14**" geninin
promotor bolgesini metile edici etki olusturdugu ve bu etkisinin demetile edici bir ajan
eklendiginde azaltildig1 bulunmustur.

4ARFgen metilasyonunun ¢ok dnemli bir rol

Sonug olarak; néroblastom MRD’de, pl
oynadigr ve MRD kontroliinde kullanilan ilaglarin etkinligini arttirmak ve daha etkin yeni
tedavi kombinasyonlarmi planlamak igin, p14**geninin tiimér baskilayici yolag: igerisinde
bulunan, p14*** geni ile iliskili farkli etki ve direng mekanizmalarinin hem in vitro ve hem de
in vivo aydmlatilmast gerektigi anlagilmistir. Bu konuda yapilmis olan ¢aligma sayisi ¢ok

azdir, dolayisiyla yanitlanmayr bekleyen olduk¢a fazla sayida soru bulunmaktadir. Bu
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sorularin cevaplanabilmesi i¢in, gerek noroblastom ve gerekse diger malign timor

modellerinde, ileri arastirmalarin yapilmasina gereksinim bulunmaktadir.

Ikinci sonug; néroblastom MRD kontroliinde metronomik tedavilere ek olarak, kotii
prognoz belirteci olan MYCN (+) hiicre grubunda daha etkili oldugu gosterilen demetile edici
ajanlarin, bu tedavi modaliteleri ile kombine edilerek uygulanabilecegi diisliniilmiistiir. Bunun
icin, daha az toksik ve daha etkin yeni alternatif tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine
gereksinim vardir. Bu konuda da yapilacak olan ileri farmakokinetik ¢alismalarla, doz
optimizasyonlarmin diizenlenmesinin ve kisiye 6zel tedavi protokollerinin olusturulmasinin

gerekliligi, bu calismamiz ile bir kez daha vurgulanmaktadir.
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