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OZET

Néroblastoma ve ganglionéroma arasinda ara gegis evresi olan
ganglionéroblastomadaki  genetik  degisiklikler tam  olarak
bilinmemektedir. Noronal orijinli tiimérlerde sitogenetik calismalar

kosullar zor oldugu icin ¢ok fazla degildir.

Bu ¢alismada, karsilastiriimali genomik hibridizasyon (KGH) ve
iki asamali dejenere oligonlkleotid primer ile polimeraz zincir
reaksiyonu (DOP-PCR)} kullanilarak, yaslar1 3-4 arasinda olan 5
olguya (3 erkek, 2 kiz} ait ganglionéroblastoma &rneklerindeki
genomik kopya sayisi degisiklikleri ile bunlarin kromozomal

yerlesimleri arastirilmstir.

S olgunun 3Winde 2pS.1-pter, 5pl5.1-p15.3, +7, 13g22-q31,
+22 artiglar, ve 2'sinde 1p35, 4p15.1, 10q11.2-g21.2, 12q24.32-qter,
+13, 17p12-p13 ve 18pl1.35-pter gibi kromozom bdlgelerinde artislar
bulunmustur. 3 olgumuzda ortak amplifikasyon bélgesi olarak
belirlenen 13¢22-q31 bolgesinde tammmlanmis olan bir onkogen
bulunmamaktadir. Bu boélge, gangliondroblastomanin ortaya
¢ikisinda ve ilerlemesinde énemli rol oynayan olasi bir onkogen
tagiyor olabilir. Ayrica, néronal orijinli timérlerde simdiye kadar
artigt gosterilmemis olan ve bizim olgularumzin 34inde artis:
belirlenen kromozom 22, {izerinde tasidigs YESP, SIS, PDGB, NRASL2
onkogenlerinin urtnleri ile, ganglionéroblastoma gelisimde énemli rol

oynuyor olabilir.

Anahtat® Kelimeler: Karsilastiriimali Genomik Hibridizasyon,
Dejenere oligontkleotid primerli polimeraz Zincir Reaksiyonu,

ganglinéroblastoma
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ABSTRACT

The genetic changes In ganglioneuroblastoma, which

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

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

Gains in chromosomes 2pS5.1-pter, Spl5.1-pl15.3, +7, 13g22-
q31 and +22 were detected as minimal common regions in 3 of our
patients, while gains in chromosomes 1p35, 4pl5.1, 10ql11.2-g21 2,
12q24.32-qter, +13, 17pl12-p13 and 18pl1.35-pter were observed in
2 of our patients. No oncogenes were reported to be located in the
chromosomal region of 13g21-q31 previously. This region may harbor
a novel oncogene which contributes to the initiation and progression
of ganglioneuroblastoma. Furthermore, whole chromosome
amplification of choromosomes 22 , which was detected in 3 of our
patients, and which has been reported in previous studies on
neuronal tumours, may play a specific role in the progression of
ganglioneuroblastoma, with the YESP, SIS, PDGB, NRASL2

oncogenes it harbors.

Key words: Comparative Genomic Hybridization, Degenerate
Oligonucleotide Primed -Polymerase Chain Reaction,

Ganglioneuroblastoma
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GIRIS VE AMAC

Kanser, multifaktorivel ve multistep bir etkilesim sonucu ortaya
c kmaktadir (1). Bu etkilesimde genetik yapi rol oynamaktadir.

serde genomik yapidaki artig ve azalislar, kanser genlerinin

Kan
niékanizmasmda snemlidirler. Kanserin klonal evrimini takip etmek

i'@ih, kanserli dokunun ve daha detayli inceleme icin de kanser

nuicresinin kendi genomik yapisinin incelenmesi gerekmektedir.

__ Kanserde genetik galigmalar sitogenetik, molekuler sitogenetik
:ve molekiiler genetik tekniklerle yapilmaktadir. Solid tumoérlerde
‘sitogenetik ¢alisma gok.zordur ve yeterli sayida canlt hiicre elde
etmek gerekmektedir. Bazen de sadece var olan ve ureyen
hiicrelerdeki genetik degisiklikler incelenebilmektedir (2). Molektiler
genetik yontemlerle 1ise genomdaki degisiklikler lzerinde tek tek
inceleme yapilmaktadir. Oysa kanserli hiicrelerde bircok genomik
degisiklikler meydana gelebilmektedir (3). Biitiin genomu incelemek

icin bu nedenle molektler sitogenetik tekniklerden

yararlanilmaktadir.

Karsilastirmall genomik hibridizasyon (KGH, Comparative
Genomic Hybridization, CGH) molekiler sitogenetik bir yontem olup,
blitiin genomdaki artig Ve azaliglarin  incelenmesine  ve
tanumlanmasina olanak saglamaktadir. vontemin temeli, iki farkl
renkte floresan ile isaretlenmis tiimoral ve normal dokuya ait
DNA'largn, normal kromozomlarla hibridizasfonuna, bu hibridizasyon
oraninn bir yazilim programi yardimiyla elde edilmesine, DNA artig

ve azaliglarmmn kromozomal  yerlesimlerinin belirlenmesine

dayanmaktadir (4).
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'Cahg,mamlzda, cocukluk doéneminde ortaya cikan ve seyrek
: léfl, noronal orijinli timdérlerden néroblastoma ve gangliondéroma
a'Sl_ﬁda gecis evresi olan ganghiondroblastomada, KGH yéntemini
Héhar'ak tamér hiicrelerindeki genomik artis ve azalislan

arag;t_irmayl ve kromozomal yerlesimlerini belirlemeyi amacladik.
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GENEL BILGILER

kérYOtik hiicre, karmasik bir yapiya sahiptir. Tdm
nlan, cekirdeginde bulunan genetik program aracilifiyla
.$t1r111r Bu program, hiicrenin fonksiyonlarini yénlendirir ve

aI_m kontroliinii saglar. Hucre, elde ettigi enerjiyi, kimyasal

s onlarda kullanarak, i¢ ve dis uyaranlara cevap verir, kendi

1yonlar1n1 diizenler, surekliliini saglamak igin, bodlunerek

ki hiicre bolinmesi arasindaki evre, hiicre donglsu olarak
imlanir. Normal hiicrede, hiicre déngiist, hicrenin kendi genomik
A’si tarafindan kodlanan enzim ve proteinlerle yurttilmekte ve

ntrol edilmektedir (6). Hucre dongisli, gerceklesen hucresel

akt1v1telere gore G1, S, G2 ve M olmak Uzere dort faza ayrilir. Gl
fa21nda hticre biiytr ve normal metabolizmasmi strdiirir. Organeller
cendilerini eslerler. S fazinda DNA replikasyonu ve kromozom
dilplikasyonu gergeklesir. G2 fazinda hiicre bliytimesi devam eder ve
i‘iﬁcr‘e kendini mitoza (M) hazrlar. Mitozda hiicre boélinmesi ve
feplike olan DNAlarin yavru hucrelere dagihmi gerceklesir . Bazi
hiicreler ise, 6érnegin sinir huicreleri, DNA sentezi 6ncesinde Go
evresinde tutulurlar (5). Bu hicreler metabolik olarak aktiftirler,

" ancak uygun ekstraseliiler sinyallerle uyarimadik¢a ¢cogalmaziar (6).

Hicre, bir baska hucre tarafindan gdnderilen uyarici
molekiillere veya fiziksel temas sonucu olusan bir dis uyarana karsi
uygun “huicresel cevabi verebilme yetenegine sahiptir. Sinyal olarak
bilinen bu islem, genellikle bir dizi farkh proteinin fosforilasyonu ve
defosforilasyonu ile gerceklesir. Sinyal iletiminde gorev alan
proteinlerin konformasyonel degisiklige ugramasi, DNA'ya spesifik

baglanmalari ve spesifik cevabin olusmasmi saglar. gérev alan
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erin konformasyonel degigiklige ugramast, DNA'ya spesifik

ma_laf‘[ ve spesifik cevabin olusmasini saglar (3).

;ryoﬁk wiicreler, farklilagarak ozellesirler. Insanda yumurta

resmm sper hiicresi ile dollenmesi sonucu olugan zigot,

geligimini stirdiirurken, hicreler d
bir sindirim bezinin parcasi haline

iy nik okulara ve organlara

'sular Bazt hucreler,

lirken, kimi hiicreler bir iskelet kasinn, kimi ise kemigin bir

cast haline gelir.
farkhlasma yolu, temelde cevreden al

Her bir embriyonik hucre tarafindan izlenen

dig1 sinyallerle genomik yapiun

davramsma baghdur (5, 6).

Orgamzmada normal hiicre, programlanmig hicre dlitm olarak

tanimlanan apoptozise ugrayarak ohir. Apoptozis, spesifik genlerin

tivasyonunu gerektirir {9).

Normal hiicrede buyume ve gelisme, hucre dénglisinun
:f_ilér'lemesinde ve kontroliinde gdrev alan protein kinazlar ve siklinler
'.araﬁndan yonlendirilir. Ornegin, hicre déngiistinin ilerlemesi,
‘siklin D tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kontrol, siklin D ve
bliytime faktdri arasindaki baglanti ile gerceklesir. Ayrica, siklin D

proteini ile baglanan protoonkogen ve timor supressér gen Urund

proteinler, hucre déngiisiinin kontrolinde dnemli rol oynarlar. Ras

onkogen proteini, siklin D'ye baglandifinda, hiicre bolunmesi

artarken, p53 ve Rbl mmér supresor gen iirtinieri, hacre

boliinmesinin yavaslamasini ve durmasini saglamaktadirlar. Kisaca,

normal hiicrede hiicre biyUmesi ve gelismesi, protoonkogenler ve
timdr supressor genler arasindaki bir denge" ile surdirtilmektedir.
Hilcre buylme ve proliferasyonunda gorev alan protoonkogenler,

tiimor supressor genlerin kontroli altinda caligmaktadirlar (6).
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Normal bir hiicrenin kanser hicresine dénusumd, hicrenin

rmal fonksiyonlari lizerindeki kontroliin yitirilmesine yol agan bir

izi geﬁetik mutasyon sonucu olur. Kansere yol acan mutasyonlar,
.cre cogalmasindan, hlicre gelisiminden, ve diger temel hiicresel
gg'tiviteler'den sorumlu genleri etkilerler (7). Kanser hiicresinde hiicre
anjmasmm kontrolil kaybolur. Kanser hiicresi, hiicre dénglisunin
10 safhasinda tutulmasimi saglayacak sinyallere cevap vermez.
aﬁéer htuicresinde normal farklilasma g6rtilmez. Normal farkhlagsma
gééirmeyen ve sUrekli aktif olarak boliinen kanser hiicresi, kendisini
-programli hiicre dlimune sevk edecek sinyallere kars: duyarsiz

ldugundan, apoptozise ugramaz (6).

Kanser, genetik bir hastabktir. Tum kanserlerin %51 ailesel
‘gecis gbsterir. Ancak bazi kisilerin kansere yakalanma riskleri,
‘genetik yapilarnin kansere yatkinlik géstermesi nedeni ile, normal

kisilere gore daha yuksektir (7).

Normal hiicreninin kanser hiicresine dontustimiinde etkili olan
genetik degisiklikler, kromozomal abnormaliteler ve gen dizeyindeki

degisiklikler olarak gruplandirilabilir.
1.1 Kanserde Kromozomal Abnormaliteler

Kanser hucrelerinde anéploidi, translokasyonlar, delesyonlar,
kardes kromatid degisimleri, frajil bélgeler, homojen boyanan bdlgeler
(hsr) ve double minGt kromozomlar (dmin} gibi bircok degisik
kromozom abnormaliteleri goériltir (8). Andploidi, kanser hiicrelerinde
baylme ®kontrolinliniin kaybmna bagh olarak sik gdriilen bir
kromozomal abnormalitedir. Bazi kromozomal translokasyonlar ve
kardes kromatid degisimleri, kromozomlarda 6zgll onkogenleri aktive
ederler ve kanser olusumunda 6nemli rol oynarlar. Kromozomlar

lizerinde bulunan frajil bolgeler, mutajen ve karsinojenlerin hedefi

I, 74, ST Y
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~undadirlar. Hsr ve dmin, gen amplifikasyonlarinin

gu hiicresel yapilar olup,
anin  sitotoksik ajanlara  maruz kalmast

bircok tiimér tipinde de novo

veya organizm

cu _da olusurlar (5, 8).

"'Ka{nser hiicresinde karstlasilabilecek sitogenetik

;np_r_fﬁéliteler, 3 ana grupta toplanir:

1 Primer abnormaliteler: Genellikle timore ozgl tek tp
" anomali olup, kanserde erken basamagmn gostergesidirler.

Sekonder abnormaliteler: Kanserin ilerlemesinde

(progresyon) énemli olup, genetik instabilitenin sonucu
olarak ortaya cikarlar. Kanserin ileri evrelerinde dominant
pozisyondadirlar.

_ Sitogenetik noise: Tumore dzgll aberasyonlar degildirler
Ancak tumodr hucre populasyonunda cok sayida
olduklarmda karyotipte dominant hale gecerek patogenetik

olarak dnemli degisikliklerin belirlenmesini giiclestirirler {9).
1.2 Kanser Olusumu ile ilgili Genler

Protoonkogenler, timor supresdr genler ve mutatdér genler,
normal hiicre buyumesini ve proliferasyonunu kontrol eden cesitli
proteinleri-  kodlarlar. Protoonkogenlere ~ dominant fonksiyon
kazandimp, bunlari onkogenlere dénustlren mutasyonlar, timor
supresor genlerde resesif fonksiyon kaybi yaratan mutasyonlar ve
mutatdér genlerin yapisinda meydana gelen cesitli mutasyonlar,

hiicrenin kanserlesmesine neden oturlar (10).
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normal hticresel olaylarin yiriittlmesinde gorev

‘Onkogenler,
(11). Protoonkogenler,

-::'."'protoonkogenlerin mutant formiandirlar

ozitif etkili buyume faktorleri ve reseptorlerini, sinyal iletim

transkripsiyon faktorlerini ve hiicre dongiisii proteinieri

roteinlerini,
| proteinleri kodlarlar. Onkogenler,

i hitcre icin kritik dnemi olan
n‘al onkogernlerin hiicresel karsilig: olarak genomda bulunurlar ve c¢-
onc olarak isimlendirilirler. insanda tarumlanan ilk onkogen, bir
o ol iletim proteini olan rasin konstitutif aktif formunu kodlar (11,

iny
mis protoonkogenlerin en iyi bilinenlers,

2). Bugtine kadar tamimlan

Cizelge 1.1'de gérulmektedir

Onkogen aktivasyonunda cesitli mekanizmalar 10l

oynamaktadir. ~ Nokta mutasyonlar, kromozomlarda
onkogenler ve

yeniiden

duzenlenmeler, gen amplifikasyonlart, retroviral

insersiyonel mutagenezisler, onkogen aktivasyonuna neden

olmaktadirlar (13).
1) Nokta mutasyonlar ile onkogen aktivasyonu

Ras onkogeninin aktivasyonu, nokta mutasyonu ile onkogen
aktivasyonuna iyl bir &rnektir. Mesane, akciger, kolon, pankreas,
myeloid ldsemi gibi farkli tiimorlerde yapilan c¢alismalarda, ras
genlerinin  (N-ras, H-ras, K-ras) birinde nokta mutasyona
rastlanmistir. Akciger adenokarsinomlarinda, ras onkogeninde nokta
mutasyonu orani %30 olarak belirlenmistir. Ras protein Grinu,
GTP’ye <paglanan aktif formda ve GDPye ‘Baglanan inaktif formda
bulunabilir. Ras onkogeninde 12, 13 ve 61. kodonlarda meydana
gelen nokta mutasyonlar, ras'm aktif formdan inaktif forma

déntistimiind bloke eder ve kontrolsiiz hiicre cogalmasma yol agar

(13, 14).
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ﬁko. 'én Neoplazm Alktivasyon
mekénizmam
j Kronik miyelojenik losemi Translokasyon té",;
erbB-2 Meme ve over karsinoma Amplifikasyon )
. myc Burkitt's lenfoma, akciger, Amplifikasyon;
meme, serviks kanseri Translokasyon
H-ras Kolon, akciger, pankreas Nokta mutasyonlar
Karsinoma, melanoma
bcl-2 Folikiiler B-hiicre lenfomasi Translokasyon
Adrenal kortikal ve over
karsinoma Nokta mutasyonu
Glioblastoma Amplifikasyon
gsp Hipofiz ve tiroid tumorlert Nokta mutasyon 0
hox-11 Akut T-hiicre 16semisi Translokasyon
Iyl Akut T-hiicre 16semisi Translokasyon
L-myc Akciger karsinoma Amplifikasyon
PRADI1 Paratiroid adenoma Translokasyon

1 1.1 Bugune kadar be

lirlenmis onkogenlere Srnelder {6).

2) Kromozomlarda yeniden diizenlenmeler ile onkogen aktivasyonu

Kromozomlarda olusan ve€ protoonkogenlerin yapisinda ve
ifadesinde degisikliklere neden olan translokasyon ve inversiyon gibi
yeniden diizenlenmeler, onkogen aktivasyonuna sebep olurlar (12,
10). Philadelphia kromozomunun (Phl) olusumu, kromozomal
translokasyonlar ile onkogen aktivasyonuna.bir érnektir. Kromozom
9 ve '22 arasinda gergeklesen, (9;22)(q34;ql1) resiprokal
translokasyon sonucu olugur. Kromozom 9q34’teki ABL onkogeninin

intronu ile, kromozom 22qll’deki BCR geninin birlesmesi sonucu,
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yi transformasyona sevk eden bir tirozin kinaz: kodlayan BCR-

ABL icimerik geni olusur (11).
) éen amplifikasyonu ile onkogen aktivasyonu

insan timorlerinde amplifiye olmus DNA dizileri, ¢ogunlukia
_onkogenleri igerir. Gen amplifikasyonlar1 hiicrede homojen boyanan
:;."ba'lgeler (hsr} ve/veya double minutler (dmin) olarak bulunur
3¢bcuk1uk cafl tiimérli olan néroblastomada, N-myc geni 300 kat
mplifiye olabilir (13, 14).

'4) Retroviral onkogenler ve insersiyonel mutagenezis ile onkogen

aktivasyonu

Retrovirusler, normal retrovirusler ve hicreyi transforme eden
retrovirusler olarak ikive ayrihirlar. Normal retrovirusler, bir RNA
genomuna sahiptir. Viral RNA, reverse transkriptaz enzimiyle DNA'ya
cevrilir ve bu DNA konake¢t hiicre genomuna entegre olur. Bu viral
DNA'nin hiicre DNA'sindaki bir protoonkogenin kodlayict bdlgesine
veya bu bélgenin yakinina insersiyonu, genin asirt oranda ifade
edilmesine veya ifadenin uygunsuz zamanda gerceklesmesine neden
olabilir ve hiicre transformasyonu gerceklesir (11). Hucreyi
transforme eden  retroviriisler, icerdikleri onkogen ile konakei
hiicreyi hizli ve etkili bir sekilde transforme ederler. v-abl, v-erb B, v-
ets, v-mos ve v-myc, bugiine dek kanser olusumu ile iliskili olarak

tarumlanmus cesitli viral onkogenlerdir (13).
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w6 Supressor Genler (TSG)

Tamér  supressor genler, hucre doénglsunin spesifik bir
vresmde ilerlemeyi yavaslatan veya inhibe eden, DNA'nin hasarh
ya ‘kromozomlarn anormal olmasi durumunda hiticre déngisunu
duran kontrol noktas1 proteinlerini kodlarlar {11}.

Tﬁmér' gelisimi i¢in, bir tGmor supressdr genin her iki alleli de
1glev' kaybetmelidir. Her iki allel de somatik olaylarla inaktive
olabilecegi gibi, etkilenmis ebeveynden gecen ya da yeni bir
1utasyona baghh germ hiicresi mutasyonu tastyan bireyler tQmor
gehslmme yatkindirlar. Tamér, ikinci allelin islev kaybindan sonra

ortaya cikar. Bu olay, 'two hit' hipotezi olarak bilinir. Bunun

sonucunda gerceklesen heterozigosite kaybi (Loss of heterozigosity;
LOH) ile timor supressor genin o hucredeki etkisi ortadan kalkar ve

kontrolstiz olarak béliinmeye basglayan hucre kanserlesir (7, 15}

insanda tanimlanan ilk timér supressOr gemn, retinoblastoma
(Rb) genidir {12). Buglne kadar tanmmlanan TSGlerden en iyi
bilinenleri, Tablo 1.2'de gérilmektedir.
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2 Buglne kadar belirlenmis tumor supressdr genlere érnekler (6).

‘Supressor Gen Kanser Tip1

p 53 Kolon kanseri ve diger ¢esitli kanserler1

Rb Retinoblastoma

‘NF1 Nérofibromalar

:NFQ Meningioma

APC Kolon/rektum karsinoma

BRCAI Meme ve over karsinoma

' BRCAZ2 Meme karsinoma

- pCcC Kolon/rektum karsinoma

DPC4 Pankreatik karsinoma

INK4 Melanoma, akciger karsinoma, beyin
tiimorleri, 16semiler ve lenfomalar

VHL Renal hiicre karsinoma

WT1 Wilms' tumoéru

‘Mutator Genler

Normal hiicre déngiistiniin kontrollinde, DNA replikasyonunda
. ve DNA tamirinde gdrev alan proteinleri kodlayan genlerdir. Mutator
genler, DNA’da yanlig baz eslesmesi durumunda, hata dogrulama
sistemi enzimlerini kodlarlar. Insanda, bugline kadar tamimlanmis
mutatdr genler, kalitsal nonpolipozis kolon kanserinin gelisiminde rol
oynayan MSH2, MLHI1, PMS1 ve PMS2 genleridir. Bu genlerdeki

mutasyonlar, mikrosatellit dizilerin instabilitesini yaratarak kansere

neden olurlar (10). N
LY

Normal bir somatik hiicre, gerektiginde kendi biiylimesini inhibe
edecek mekanizmaya sahiptir. Normal hiicre genomunda meydana

gelecek bir mutasyon, bu hiicrenin cogalma yetenegini diger

RN, PV




anla artirabilir. Ancak tek bir mutasyorn, hiicrenin

abilmesi icin yeterli degildir. Bu
onkogen ve

elere OF
" mekanizmalarindan kag
len ve timdr supresor gem, proto
ilecek ek mutasyonlarin

dé meydana g€
lerin fonksiyonlarini etkileyeb
cogalmasini durduracak sinyallere

é}caf gen
mi sonucy hiicre, normalde
" é‘n pélinmeye devam eder. Bu noktada, kanserlesen hucre

gelerine yayﬂabilir (16).

msu dokulari istila edip viicudun diger bol

J% .

“QOrtaya ciktiklari bolgede kalmayip komsu dokular: istila ederek

lagimi yoluyla viicudun baska bdl
malign olarak tammlanir.

koruyan ve vicudun diger

e'-.';];:an ve lenfoid do gelerine
métastaz yaparak yayilan timérler
bolgedeki konumlarim

Olustuklari
siliklar1 dusuk olan timérler ise benign

olgelerine yayiima ola

morlerdir (13).

ik bolgesinde olusan tiimérler, ister benign
“ister malign clink(i sinir sistemi, insanin
‘yapisint olugturan milyarlarca hucre arasindaki hizh ig¢ iletisimi
im olmadan, insanda hucresel aktivitelerin

Beyin veya omuril
olsun, olumcul olabilir,

“ saglar. Bu tir bir iletig

" duizenlenebilmesi ve koordine edilebilmesi miimkiin degildir (17, 18).

1.3 insanda Sinir Sistemi ve Sinir Dokusu
Sinir sisteminin fonksiyonu, ic ve dis uyartilari almaktir. Bu
uyartilar daha sonra analiz edilir ve gesitli organlarda uygun cevaplar
olusur. Sinir sistemi iginde, szellesmis hucreler olan néronlar, bir
haberlesme ag: olusturur (Sekil 1.1).

!
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sisteminin fonksiyonlari, néronlann uyarilabilme

ir
r. Tim hicrelerde oldugu gibi, uyarilmamig bir

orine dayant
“plazma membrani boyunca elektriksel potansiyel yaratan

gradient mevcuttur. Uyanlma ile, uygun uyaranlara karsi
bran gegirgenliginde degisiklik meydana gelir ve plazma
. am depolarize olur. Aksiyon potansiyeli olarak bilinen bir
dalgas: plazma membran: boyunca yayilir. Membran

zla dinlenme halindeki potansiyeline déner, yani
daki iletisim bélgeleri olan

arizasyon
sonra h
vize olur. Bitisik néronlar arasin

ari
napslarda, bir néronun depolarizasyonu, bitisik nérenda aksiyon

basglatan kimyasal transmiter maddeler, vani

otansiyeli
fdtransmiterler salgilamasina neden olur {19).

‘Qinir sistemi anatomik olarak, beyin ve omuriligi kapsayan

kezi sinir sistemi (MSS) ve merkezi s
al sinir sistemi (PSS) seklinde incelerir.

inir sistemi dismndaki tim

inir dokusunu igeren perifer
ak ise sinir sistemi, istemli fonksiyonlar
nlar: kontrol eden otonom

nksiyonel olar da gbrev alan

omatik sinir sistemi ve istemsiz fonksiyo

sinir sistemi olarak ikiye ayrilir. Histolojik olarak incelendiginde, ttim

sinir sistemi, noéronlar ve bunlara destek gorevi goren hiicrelerin

farkh sekillerde diizenlenmelerinden olusur.

sekillerinde farkliliklar gorilse de tim

Buyuklukleri  ve
ak, bir sinir htiicresi U¢

. noronlarn temel yapisi aymdir. Genel olar

kisimdan olusur: dendritler, esas hiicre kismu (hucre govdesi) ve

e aksonlar, esas hucre kisminin uzantilaridir.
dendritlerle hucreye

akson. Dendritler v

Uyartilar, sayilar bir ya da daha fazla olan

alinir, akgonia hiicreden uzaklagtirilir, Aksonun uzerinde miyelin

aka vardir. Miyelinin tizerinde ise, norilemma
pulunur. Miyelin kilif, her
iletim

denilen yagh bir tab
(Schwann kilify) denilen hiicresel bir yapt

sinir hiicresinde goritlmez. Miyelin Lalifi olan sinir hiicrelerinde,
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uyuk slgide artmistur. Ciinkii miyelin kihif ¢ok iyi bir yalitkandir

i

Bunlar; ohgodendrosxtler, astrositler, mikroglia ve

Sekil 1.2 Oligodendrosit hicreleri

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

aligverislerde aracilik yaptigi da dastntlir (Sekil 1.3).

Sekil 1.3 Astrosit hiicreleri




Mik}oglia hiicreleri , diger glial hiicrelere oranla merkezi sinir
sunda daha az sayida bulunurlar. Mezensimal orijinli

relerden kdken alan bu hicreler, f6tal gelisimin ge¢ bir evresinde

21. sinir sitemini kusatirlar. Doku hasari meydana geldiginde ‘_E‘
&h
hticreleri, bliyik  amipsi fagositik  hucrelere

Sekil 1.4 Mikroglia hucreleri

Ependimal hucreler, ventrikiillerin ve spinal kanalin epitelyal
_a:starlm olustururlar Diger epitel hiicrelerin aksine, ependimal
hiicreler bir bazal membran lizerinde bulunmazlar. Luminal ylzeyleri
lizerinde bulunan sillerin beyinde ventriktller icindeki serebrospinal

“stvinin hareketinde rol aldiklar distiniiltr (Sekil 1.5).

Sekil 1.5 Ependimal hiicreler

16
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nde pia mater denen ve fibroblastlari, kollajen flberlen ve
it uzantllanm iceren mening tabakas: bulunur. Bu tabakanin
" agraknoid mater olarak isimlendirilen fibréz tabaka

Pia . ve araknoid tabakalar arasmdaki bulunan ve

 Araknoid mater . Subaraknoidal bosgluk

- Pia mater

Kan damari . Beyin

Sekil 1.6 Meningler

Sinir sistemi hucreleri de, diger vucut hucreleri gibi kanser
hucrelerine  déntsebilir.  Kanser olusumu, htcrede birgok
mutasyonun birikimini  gerektirdiginden ve bu sﬁr'e.g yillar
alabildiginden, cocuklarda kanser erigkinlere oranla daha seyrek
goériilur (16). Merkezi sinir sistemi tamérleri 0-4 yastaki c¢ocuklar
arasinda 100.00Q'de 3.1 siklikla goéraltr (17)

-

1.4 Merkezi Sinir Sistemi (MSS) Tiimérleri

Merkezi sinir sistemi tumérleri, Diinya Saghk Orgatii (WHO)'ya

gdre, glial neoplazmlar; néronal, karisik néronal-glial, ve
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knn neoplazmlari; pineal neoplazmlar; omurilik
arl meningeal ve melanositik neoplazmlar; vaskuler
lar, sinir kilifi neoplazmlari, hematopoetik neoplazmlar;
'ré.neoplazmlan ve teratomalar; malformatif ve neoplastik
. iitle lezyonlari, sekonder neoplazmlar; paraneoplastik
ve  sinir sistemi  neoplazmlarimn  terapdtik

kagyonlarl olarak siniflandirihir,

Aé:trbsitomalar', cocuklarda ve yetigkinlerde gdrilebilen, primer
yirl .'_t'ih:nérler’inin en sik gorulen formlandir. Beyin kékunde,
bellumda, omurilikte gorulebilen bu tiimdrlerin benign ve
1ghént formlar vardir ve merkezi sinir sistemi digina metastaz

pmazlar. Glioblastome multiforme, bu tir timoérlere drnektir.

'Oligodendroglial tiimérler, oligodendroglial hucrelerden koken
al la';'.‘ Bu timdrler yetiskinlerde gorulurler. Serebral hemisferlerde
lisen oligodendroglial tGmérler, benign (oligodendroglioma) veya

£9 align (anaplastik oligodendroglioma) olabilirler.

Ependimal hiicre timérleri, ¢ogunlukla cocuklarda omurilikte
t:,ortthi_r'le].ﬂ Bu timoérlerin benign (ependimoma} ve malignant

anaplastik ependimoma) tlirleri vardir.

Néronal timérler, geng yetiskinlerde gorular. Gangliositoma,

.' ganglioglioma bu tiimdrlere érnek olarak verilebilir. Prognozlar iyidir.

Meningeal timérlerin en sik gorulen formu, meningiomadir.
Meningiontalar yavag biiytiyen timérlerdir. Araknoidal hiicrelerden
kéken alirlar. Bu timorlerin biylak bir ¢ogunlugu benigndir, ancak

malign formlari da bulunur.

e b A i,
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onal hucreler, cesitli tip hucrelerden koken alan ve

qde farklilasma gosteren timdrler olusturabilirler.
fumorlenn en sk gorilen formu, serebellumda olusan

b}ésfomadlr Primitif timér hucrelerinden olusan, hizl

eningeal yayilma egilimi gdsteren bu timorler,

gaq beyin tiimdrlerinin yaklasik %20’sini olusturur (20)

_blf: embriyonal orijinli tGmor olan néroblastoma, genellikle

ik ve erken cocukluk ¢aginda ortaya cikar (Sekil 1.7). Bu
. seyri, kinik ve biyolojik olarak, kendiliginden
gresyéndan malignant ilerlemeye kadar cesitli sekillerde olabilir
'ped1atnk malignansilerin  %10-12’ sini olusturur. Agresif,
astati formlanmin  tedaviye cevabi zayifur, Bu tumor,

: khlagmarms noroblastik hucreler ve farklilasma halindeki hiicreleri

ir. Bu hucreler, buyuk nukleus ve belirgin nukleoluslar ile
p‘fktuier (21). Noroblastoma, embriyonik dénemde sempatik sinir
_ ini olusturacak olan noral krest hiicrelerinden kéken alir
sroblastoma, bir baska timér olan ganglionéromaya farklilasabilir.
: 1.7). Bu farkhlasmada ara  gegit evresi  1Se,

ganglionsroblastomadir (22-24) (Sekil 1.7b)

Gangliondroblastoma, néroblastomalarla birlikte, bebeklik ve

cocukluk déneminin beyin disinda gelisen - ikinci en sik gorilen

'tﬁmérl erini olusturur. Gangliondroblastoma tanisinda ortalama yas,

Yakla&k 21 aydir. Cogu sporadik olarak ortaya cikar, ancak nadiren
ailesel gecigli formlan da gorilur (23, 24) Mikroskop altinda

fiberlerinim birlikte bulundugu bir kangim olarak gbzlenir.

R o ST

- gangliondroblastoma, néroblastlar ve bunlarin ara formlar ile, sinir
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p_lel_{ﬁler sitogenetik ve molekuler' genetlk yontemler ile behrlenerek,
. simiflandirilmasinda kullanilmaktadirlar. Molekiiler
'genetlk bir yontem olan KGH, tum genomdaki DNA artig ve
azalls.la,rlm gosterdiginden, kanser calismalarinda kullamimakta ve

siniflandirmaya yardimct olmaktadir.

1.5 Karsilastirmah Genomik Hibridizasyon (KGH; Comparative

Genomic Hybridization ; CGHj

Hiicrede, genomik materyalin yapisindaki tim dengesiz
kromozomal aberasyonlarn incelenmesine olanak taniyan, molekuler
sitogenetik bir yéntem olan KGH, Kallioniemi ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmistir (3). Bu yonteme, dijital ve sitometrik
calismalarin eklenmesi ile dijital géruntd analiz sistemleri ortaya

cikmistir, (25-27)

KGH, biri analiz edilecek timor dokusundan, digeri karyotipik
olarak normal bireyden elde edilen iki genomik DNA'nin, farkl renkte

f



le. isaretlenip, prob sekline getirilerek normal metafaz

arina hibridizasyonu esasina dayanir (28).

jcin  tlmor DNA'si, taze ve parafine gomilli  doku

i den veya 16semiler icin kemik ilig1 hiicrelerinden elde

afin blok kesitlerinden tumorlQ doku

1(29-32). Ayrica, par
erin mikrodiseksiyonunu takiben DOP-PCR yéntemi

h-ucr'el
kt amplifikasyonla da genomik DNA eldesi

'1éi-ak, dire
stirilebilir (33, 34). Normal DNA kaynag ise genellikle normal
an izole edilir. Elde edilen

oﬁﬁli bireylerden alnan periferik kand
r':v'e normal DNA'lar, iki farkls renkte floresan dANTP (timdr DNA
Lum, normal DNA yesil) ile direkt DOP-PCR ya da indirekt olarak
-tfanslasyon yontemi kullanilarak isaretlenir (35, 36).
Normal krcmozomlar, karyotipik olarak normal bireylerden

<rik kandan kultir kurularak, standart
atlann ayn kulttrden, bir defada

yéntemlerle elde edilir

KGQH'da kullanulacak prepar

__e_""edilrnesi gerekir. Preparatlar, kury, temiz ve karanhk ortamda,

"da'lsismda bekletilir. Prob DNA (farkl renkte floresan ile isaretli
;mal DNA ve tiimdr DNA's1 ile,
ik heterokromatin bolgeleri baskilayan insan

ve kromozomlar, FISH pr otokollerine uygun

isaretsiz olan, kromozomlardaki

telomerik ve sentromer

Cot-1 DNA'siin karigimi)
larak, 1s1 ve denature edici ajanlar ile denatlre edilirler. Denatlre

kromozomlar ile hibridize edilip 37°C'de

dilmis prob DNA, denature
Hibridizasyon sonrasi, spesifik

-3 gun inkubasyona birakilir {38).

_leayan baglanmalar, yikanarak uzaklastirihr. Yikama basamagy,

' KGH'da en énemli basamaklard
‘kadar karanlkta ve +4°C'de saklanir. Optimal hibridizasyon orani,
koba baghh CCD

an biridir. Preparatlar, inceleninceye

uygun filtre sistemi tastyan epifloresan mikros
'f kamera ve gelistirilmis bir yazihm (software) programi ile elde edilir.
Elde edilen hibridizasyon oranimn artig ve azalis bicimleri dikkate
alinarak, DNA artig ve azalislarinin kromozomal bolgeleri tespit edilir
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KGH, en sikhikla kanser alaninda uygulanmakla birlikte, klinik

gen haritalamasinda, prenatal tani calismalarinda da

netikte ’

gvurulan bir yéntemdir (40-44).

6'.MSS Tiimérleri ile Yapilan Sitogenetik ve KGH Calismalari

MSS tiumérleri, beyin iginde veya beyin disinda gelisebilir. Beyin
¢ tiimorlerinden malign seyreden glioma ve medulloblastoma,
benign ve malign formlar1 bulunabilen oligodendroglioma ve
_ependidoma ve genellikle benign formlari bulunan meningioma ile

ilgili sitogenetik ¢alismalar siurhdir (45-47).

En sik gortlen glioma, astrositomadir. Astrositomada gortilen en
stk kromozom aberasyonu, anormal karyotipli olgularin %40 1nda
gérilen trizomi 7 ve Y kromozomu kaybidir. Kromozom 9p, 10, ve

92’nin  kayb1 da sik gdruilen kromozomal anomali olarak

gérilmektedir (48).

Oligodendrogiiomada vapilan karyotipik calismada, +7, -X ve -
bulgular ile, oligodendrogliomanin astrositomaya benzerlik gdsterdigi

bulunmustur (48,49).

Ependidomada gérulen en stk kromozomal abnormalitelerin

+7 +12 ve -22 oldugu saptanmmstir (48).

Medulloblastomanin da dahil oldugu primitif noroktodermal
tiimérlerde yapilan caligmada, 22 olgunun 8'inde.izokromozom 17q,
karakteristik™ bulgu olarak tammlanmstir (50, 51). Ayrica
t(11;22){(q24;12) ve t(8;11){qll;pll), +7, -10, -17, -22, X, -Y, 6q
delesyonu  ve  dminler sitogenetik ~ olarak  tammlanmis

anormalliklerdir (48).




Meningiomali hastalarla yapilan caligmalarin 34 inde kromozom

kaybi gt')zlenmistir'.. Erkeklerin 1/3%inde ise Y kromozomu kaybi

nmustur (48).

Noroblastoma, MSS'nde beyin disinda geligen, postganglionik
sronlardan orijin alan hiicrelerin tmdérudur. Bu tiimorler, spontan
égresyon ile benign olarak seyredebilir veya malignant timore
dénﬂgebilir'lerx Cocukluk déneminde sik gorilurler. Noroblastoma
“plgularinin %70-80%inde gorilen en genel sitogenetik abnormalite,
kromozom lpmin delesyonlar1  veya lpmnin kangtigt  diger
ébnormalitelerdir Kromozom 1p delesyonundan sonra en stk gorilen
karyotipik anormallikler, hsr ve dmin’lerdir. Dmin’ler, hsrlerden 3
EIQ'Ikat daha fazla géralirler Ayrica baz noroblastoma olgularmda

: t(1;17)(p36;q12) translokasyonu gdrulmustir (48, 52-55}.

Benign ve malign formiari bulunan, sinir kilifi hicrelerinin
timéri: olan nérinomada ise kromozom 22 kaybi, olgularin 2/3"inde
goériilmektedir (48). Bu tiimérde ayrica, -12, -15, -X, -Y ve +5- +7 ve
+20 saptanmistir (56). Néroblastoma ile gangliondroma arasmda ara
gecis evresi olan gangliondroblastomada  ve ganglionéromada

bildirilmis bir sitogenetik ¢aligma bulunmamaktadir .

Kanserde, konvensiyonel sitogenetik tekniklerin yamnda,
molekiiler sitogenetik teknikler de kullaniimaktadir (4) KGH,
molekiiler sitogenetik bir teknik olup, en cok kanser ¢ahgmalarinda
kullanilir. Yéntem, gelisimi ve optimizasyonunu takiben basta sik
gortilen akciger, meme, melanoma ve ndr‘obla§toma gibi kanserler

olmak tizere, bircok timér tiplerinde uygulanmustir (57).
KGH kullanilarak calisilan 35 néroblastomal: olguda esas olarak

1p delesyonu ile birlikte 2p23-24 ve 17q11-23 amplifikasyonu tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada, kromozom 7, 9q, 11q, 12q, 13q, 14 q ve
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da tekrarlayan kromozomal amplifikasyonlar ve delesyon

nrﬁistir' (58). Yapilan diger bir calismada, 29 ndroblastoma

-ginde en sik olarak kromozom 17°nin amplifikasyonu tespit

itmistir (59).

‘KGH ile glioblastoma multiformede vyapilan c¢alismada,
ozom 7, 7p, 11qg, 12¢'nun amplifikasyonlan ile 9p, 10 ve 13%in

le_éyonlarl tamumlanmstir (60, 61).

romozom 1, 4, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 18 ve X'te kayiplar ile, kromozom
e amplifikasyon oldugu goralmistiir (62).

Cocukluk donemi merkezi sinir sistemi timoérd olan
medulloblastomada yapilan calismada, en sik kromozom 17q ve 7’nin
amplifikasyonu tespit edilirken, 5pl5.3 ve 11g22.3in asui DNA
émpliﬁkasyonu ile birlikte degisik kromozomlarmn delesyonlar
gézlenmistir (30). KGH 1ile yapilan bir baska c¢alismada, 12
“medulloblastoma &érneginde, 4p, 7p, 9p, 1l4q, 17p ve Xp

" kromozomlarmda artislar tespit edilmistir {63).
KGH ile, 5 ganglionfroblastoma 6érneginde yapilan calisma

sonucunda, 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18q artiglar: ile 1p delesyonu

bulunmustur (64).
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MATERYAL ve METOD

iy

2.1 Tiimér Dokusundan DNA izolasyonu

5 olguya ait parafin blok doku materyalinden 5Sum'lik kesitler
alind: ve timor bélgesinin lokalizasyonunu tespit etmek amaciyla her
'.'bir'inden 1 preparat hemotoksilen-eozin (H-E) ile boyandi
- Boyanmamis preparatlar, H-E ie boyali preparatlar ile
~ kargilastirilarak, timérli hiicrelerin  %40-30 yogunlukta oldugu
bdlgelerden mikrodiseksiyon ydntemi ile kazima yapilarak htcreler
elde edildi.

2.1.1 Kullanilan Soliisyonlar
Parafini Uzaklagtirma Tamponu

Dokulardan parafini uzaklagtirmak i¢in, DOP-PCR Master Kit

(Boehringer Mannheim) i¢indeki tampon kullamld:.
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'-,P'CR Tampon
940.01 (v/V)

igest Buifer (Sindirim Tamponu

{M Tris-HC! (pH 7 4)

0,5M EDTA (pH 8.0)
000 ul Tris-HCl ile 40 ul EDTA karigtirilarak hazirlandi.

04,10 Sodium Dodesil Sulfat (%10 SDS}):

10 gr. SDS'e 100 ml steril bidistile su eklenerek 37°C su banyosunda

zildit. 0.22 pm'lik filtre (Costar} ile filtre edildi.

Proteinaz K Cozeltisi:
Proteinaz K

10 mM Tris-HCl

az K {Boehringer Mannheim), 1 ml Tris-HCl iginde

10 mg Protein

¢coziilda.

178 ul Tampon A, 6 pl %10Tuk SDS, 16 pl Proteinaz K karnstirilarak

hazirlandi.
»,
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. glemlel'

inan doku parcalar1 steril 0.5ml'lik kapakll ependorfa

Kaz
arafini uzaklastirma tamponu ve 25 ul steril

1‘:'_':_1'_';zer‘ine 250 ul p
95°C'de 20 dakika inkube edildi. 12.000 rpm'de

stile su eklendi.
dékelti atildi. Kazinan doku parcalarim

amye santrifijden sonra,
0,70'lik alkol ile yikandi, 12.000 rpm'de 10 saniye

n cokeltd,
Cékelti uzerine 200 pl sindirim tamponu eklendi.

antrifij edildi
5_b:(3_*de 1 saat inkiibasyona birakildy Uzerine 60 pl doymus NaCl
eklenip vorteksle karistirilds. 10.000 rpm’'de 15 dakika santriftj edildi

Ve 'd(‘ikelti temiz tupe aktarild (jzerine yaklasik 250 pl izopropanol

_20°C'de 25 dakika bekletildi 12.000 rpm'de +4°C'de 13

klendi ve
Santrifiij sonrast alkol uzaklastirildi, drnek

dakika santrifiyj edildi.
“o¢ etuvde kurutuldu, ve miktarina gore belirlenen oranda steril
bidistile suda ¢dzuldl.

2.2 Timébr Dokusundan Elde Edilen DNA'dan Birinci Basamak

'DOP-PCR Amplifikasyonu (65)

Tumér dokusundan elde edilen DNA'dan, 1. Basamak DOP-PCR

amplifikasyonu i¢in, DOP-PCR Master Kit (Boehringer Mannheim)

kullanild:.
2.2.1 Kullanilan Soliisyonlar

1} DOP-PCR master miks solusyonu {pH 8.3}

g,

2X DOP-PCR Tampon

25 U Taq DNA Polimeraz, 20 mM Tris-HCl i¢inde
Brij 33, % 0.01 (v/v)

dNTP karisum (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, her biri 0.4 mM)
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Primer dizisii 5- CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTGG -3'
C,G,T, yaklagik ayni oranda)

PC.R: icin steril su
Kontrol DNA's1, 1 ng/pl

2,2 islemler

0,5 mi! steril ependorf tiipt icerisinde toplam hacim 50 pl olacak

ek_llde reaksivon kosullar: asagidaki duzenekte hazirland.

" _DOP-PCR kosullan

2X DOP-PCR Master Mix Solusyonu 25 pl
- DOP-PCR Primer 2,5 ul
DNA (100 ng/ul) 2 pl .

‘Deiyonize su 20,3 ul N
Extra Taq Polimeraz 0.2 ul

Toplam Hacim 50 pul




al Cycler" da (Techne) Uygulanan Amplifikasyon Kosullar

1 déngl

5 dénga
4°C 1 dakika
0°C 1 dakika 35 déngu

72°C 7 dakika
Urtinlerin Agaroz Jelde Gézlenmesi

" Birinci Basamak DOP-PCR urdnieri, %1,2'1ik agaroz jelde 80
Voitta EcoRI/Hind III DNA marker'ina (Fermentas) karsihik olarak
yurutuldu ge 200-2000 bp arasindaki DNA fragmentleri elde edildi.

 (sekil
2.3 Kontrol DNA'larnin Periferik Kandan Eldesi
2.3.1 Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Tamponu (pH 8.0)

155 mM NHaCl
10 mM KHCO3
1 mM EDTA (pH 8.0)

e e Y 2




h’_&e lizis tamponu hazirlamak icin, 8,28 g NH4Cl (Sigma), 1 g
(Sigma), 4 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) (Sigma) 200 ml bidistile
gziilerek soltisyon hacmi bidistile su ile 1 litreye tamamland:

a da steril edildi.

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

Merck)ve 3 ml 0,5 M EDTA (Sigma), toplam hacim 100 ml olacak
"_k_llde, bidistile suda ¢6ziildG. Otoklavda steril edildi.

%10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Soltisyonu:

10 g SDS (Boehringer Mannheim), toplam hacim 100 ml olacak
_ekilde bidistile suda 37°C'ta c¢oziildiy, ve 0,22 um'lik filtreden
‘gecirilerek, steril edildi

Proteinaz K Cozeltisi {10 mg/ml)

| Proteinaz K

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

10 mg Proteinaz K (AppliChem), 1 ml 10 mM Tris-HCI, iginde
¢ozuldu,

zﬂ\Inonyt,u'z.;1 Asetat (Am-Ac) Soliisyonu (9,5 M)
50 ml Am-Ac solisyonu hazirlamak icin, 36,613 g Am-Ac
(Sigma), 15 ml bidistile suda ¢ozildii, ¢éziilditkten sonra toplam

hacim bidistile su ile 50 ml'ye tamamlandi. Otoklavda steril edildi

. - - ———F—'-‘-";-.m rﬂ—a——.ﬂ—q_:_ﬁ_.m_m”mw,
-, .
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2 islemler

.Normal bir erkek ve normal bir kadin bireyden, K3-EDTA igeren
uplere 10'ar m! kan alindi. Tip icindeki kan, homojenizasyon
amactyla iyice altust edildi. Kanlar, 50 mllik Falkon tiiplerine
" tarildl.  Uzerlerine 40 mi'ye tamamlanacak sekilde lizis tampon
e 'end1.‘ Kanlar Falkon tipleri icinde, eritrositlerin  lizisini
kbiaylastumak amactyla 15 dakika -20 °C'de bekletildi. 1500 rpm'de,
4°C de 10 dakika santrifiij edildi Santrifiij sonrast ddkelti
uzaklastirild:, ve elle tupe vurularak cdkelti homojenize edildi
{Jzerine 30 ml lizis tampon eklendi 1500 rpm ‘de +4°C'de 10 dakika
santrifiij edildi Santrifyj sonras: dékelti uzaklastirildi, elle tupe
vurularak cokelti homojenize edildi Homojenizasyonu tamamlanan
cOkelti tizerine 9,4 m] WBL, %10 SDS, ve 50 ul proteinaz K ilave
edildi, ve 37°C'de gece boyu inkubasycna birakildi Ertesi gun her
srnek Gizerine 3,7 ml 9,5 M Am-Ac eklendi 5000 rpm'de, 25°C'de, 25
dakika santrifiyj edildi. DNA'y1 iceren dokelti temiz tipe aktanldi,
lzerine 1:2 oranmnda izopropanol eklendi ve tip yavasca altust
edilerek DNA'nin ¢dkmesi saglandi DNA 1,5 ml'lik ependorfta 500 pl
%70ik alkol icinde yikandi. 13.000 rpm'de 10 dakika santriftyj edildi.
DNA, miktarina bagli olarak 100-200 ul bidistile steril su i¢inde
coziildil ve 37°C etuvde yaklasik bir saat ¢oztinmeye brakildi. Stre

tamamlandiktan sonra +4°C'de saklandi.

2.4 Periferik Kandan Elde Edilen Normal DNA'dan 1. Basamak

DOP-PC;R Amplifikasyonu (65)

Periferik kandan elde edilen normal DNA‘dan birinci basamak

DOP-PCR amplifikasyonu gerceklestirildi. Tamor dokusunda da
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Jlanilan DOP-PCR Master Kit (Boehringer Mannheim) kullanildi, ve
ayﬁl islemler gerceklestirildi (Bkz. 2.2.2).

2.5 Normal Kisilerden Periferik Kandan Kromozom Eldesi (37)
2.5.1 Periferik Kan Kiltiiriinde Besi Ortam1

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

(
" Penisilin-Streptomisin (Irvine Scientific) 0,1 ml

2.5.2 islemler

Normal bir erkek ve normal bir kadindan heparinli enjektor
kullanilarak alinan periferik kandan kromozom eldesi i¢in, Moorhead
ve arkadaslarinm ydntemi modifiye edilerek uyguland: {37). 5 ml
RPMI 1640 HEPES besi ortamu iceren steril deney tuplerine, 0,4 ml

kan damlatilarak kiltir kuruldu. Tapler, agizlar parafilmli olarak

toplam 72 saat 37°C etdvde bekletildi.

2.5.3. Kromozom Eldesi

2.5.3.1 Kullanilan Soliisyonlar:

Kolgisin Soltiisyonu
-

1 mg'hk kolgisin tableti 10 ml bidistile suda c¢odziildii. Bu stoktan
1 ml alinarak, uzerine 9 ml bidistile su eklendi ve final

konsantrasyonunun 10 pg/ml olmas: saglandu.
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nik Solasyonu:

100 mllik soliisyon hazirlamak icin O. 53592 g KCl (Merck)

p distile su ile 100 ml'ye tamamiand1 ve calisma dncesi 37°C

 prrakiidi.
ks_a{tif Soliisyonu

Metanol (Merck) ve Glasial Asetik Asit (GAA) (Merck),

anzinda taze hazirlanarak kullamldi.

n.5.3.2 Islemler

~ Kualttire 70. saat sonunda, final konsantrasyonu 0.1 mgr/ml
olacak sekilde 0.05 ml (1 damla) kol¢isin eklend;i, hafifce karigtirildey
2 saat, 37°C etivde bekletildi. TUp i¢indeki kaltur materyali, pastor
pipeti ile dereceli konik santrifiij tiplerine aktarildi, hafifce pipetaj
“yapildi. 1570 rpm'de, oda sisinda, 8 dakika santrifiij edildi. Dokelti
atildi ve cokelti pastdr pipeti ile hafifce karigtinids. Uzerine 8 ml
_ hipotonik soliisyonu eklendi ve 10 dakika 37°C etlivde bekletildi,
1570 rpm'de, oda 1sisinda, 8 dakika santrifiij edildi. Dékelti atildiktan
sonra ¢okeltinin pipet ile hafifce karigmasi saglandi. Cokelti tizerine 4
ml fiksatif soliisyonu hizla eklenip, hemen pipetaj yapidi 1570
rpm'de, oda 1sismda, 8 dakika santrifij edildi. Fiksatif ile yikama
basamagl, 2 kez daha tekrar edildi. Son yikamada, c¢okeltinin
miktarina bagh olarak bir miktar fiksatif soliisyonu birakilip, iyice
pipetaj y§p11d1.. Onceden beyaz sabun ile bidistile suda yikanmig ve
bidistile suda bekletilmis olan lamlar kurulandiktan sonra hohlama

yontemi ile nemlendirildi ve lamlarin tzerine kiiltiir soliisyonundan 1

[¥F]
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i damlatilarak havada kurutuldu. Yayma yapilan preparatlar,

S-l-cajd1g1nda sakland1,

25 mM hazir MgClz kariginu (Fermentas).

| - PCR Tamponu, (MgCla'siz):
'Hazir solisyon kullanildi

Tampon Karisimi:

"
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M dATP 2l
M dCTP 2ul
M dGTP 2ul
~trum Red-dUTP (50 nmol) 2 ul
12 (25 mM) 3ul
R tamponu 14 ul
oplam Hacim 25 ul
mor DNA'st igin:
. mM dATP 2 ul
‘mM dCTP 2 pl
s mM dGTP 2 ul

pectrum Green-dUTP (50 nmol) 2 ul

MgCI2 (25 mM) 3ul
CR tamponul 14 ul
25 ul

-E-II’II_‘oplam Hacim

'2.6.2 ikinci Basamak DOP PCR Kosullar1

Hem normal! DNA hem de tumér DNA's1 igin asagida verilen

kosullar uygulanarak, ikinci DOP-PCR amplifikasyonu

gerceklestirildi.

Tampon Karisim 25 ul
DOP-Primer 1,5 ul
0,5ul

Taq DNA Polimeraz
DNA (1. DOP-PCR truni) 1 pl (100 ng)
dH20 22 ul
Toplam Hacim 50 pl

Urtinlerift Agaroz Jelde Gdzlenmesi

tkinci Basamak DOP-PCR trtnleri, %1,2'lik agaroz jelde 80

Voltta, EcoRI/Hind III DNA marker'ina (Fermentas) karsihik olarak

yuragilda, ve 200-2000 bp arasindaki DNA fragmentleri elde edildi.
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2.7 Prob Presipitasyonu
"_7.1 Kullanilan Soliisyonlar
2'3: M Sodyum Asetat (Na-Ac).3H20 Solusyonu

81,62 g Na-Ac (Merck), 200 ml dH2O'da ¢ozuldu. pH'si 7.0'a

ayarlandi.
Prob Soliisyonu

5 ml Formamide (Sigma), 1 ml dekstran stifat (Sigma), 4 ml

2XSSC {Salin Sodyum Sitrat) karistirilarak 10 ml olarak hazirland.

2.7.2 islemler

100 ng tiimér DNA'st, 100 ng normal DNA, 10 pl human (insan) Cot-1
DNA’st, 2,5 ul 3M Na-Ac, ve 66 ul %1001k saf etanol, 0,5 ml'lik
ependorf tiiptinde karistirildi, 1 saat streyle -20°C'de bekletildi.
13.000 rpm'de, oda 1sisinda 30 dakika santriflj edildi. Dékelu
uzaklastirild: Cékelti 20 dakika 37°C etuvde kurutuldu, daha sonra
10 dakika oda sicakh@nda karanhikta bekletildi. 10 dakika sonunda
cbkelti 15 pl prob solusyonunda ¢oziildQ, 15 dakika karanlikta oda

1sisinda bekletildi, arada bir vorteks ile karistiraldi.

2.8 Prob Denatiirasyonu g
ﬁ‘

Prob DNA'st, 70°C su banyosunda, 5 dakika denatiire edildi,
12.000 rpm'de 10 saniye santrifiij edildi. 37°C su banyosunda 30
dakika bekletildi.
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mozomlarint islenmesi ve Denatiirasyonu

Kuﬁanﬂan Soliisyonlar

0XSSC'den (Sigma) 100 ml alimip bidistile su ile 1000 mlye
janarak kullanids

ng/ ml RNaz A (Boehringer Mannheim)

Solisyonu:

10 wl RNaz A, 1 ml 2XSSC (pH 7.0) ile 1,5 mllik ependorf

nde hazirlandi, kullammdan oOnce 15 dakika 37°C etuvde

00 mg/ml Pepsin (Sigma)
Pepsin Solusyonu:

Dik salede 50 ul pepsin stok Uzerine, 1 mi 1IN HCI ve 99 ml
ddH20 konulduktan sonra kanstiilarak hazirlandi ve kullanimdan

20 dakika dnce 37°C su banyosunda tutuldu.

1XPBS Tamponu:

e
8 gr. NaCl, 0,2 gr KCl, 1,44 gr NapHPOa4, ve 0,24 gr. KH2PO4 800
ml suda ¢cdzildi, pH's1 7.4'e getirilip, bidistile su ile 1000 mlye

tamamlandiktan sonra otoklav edilerek steril hale getirildi.
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n golisyonu:

Onceden vayilmis ve oda sicakhgnda bekletilmekte olan
incelenerek, vaklasik 600 bant uzunlugundaki
Z0 lari iceren en az 10 metafazin bulundugu bolge, elmas

ile isaretlendi. Preparatlar, 2XSSC'de (pH 7.0), oda 1sisinda, S

tutuldu. Daha dnce 37°C su banyosunda bekletilen RNaz A
'sy_onﬁndan, her bir preparat uzerine 200 ul eklendi, dnceden
_élem ile isaretli bélge tzerine 24X30 mm'lik lamel kapatilarak
de .'moist chamber'da (nemli kutu) 60 dakika inkGibasyona

1.1'd_'1.> inkubasyon sonunda lamel uzaklastirildy

'feparatiar, RNase A'nin uzaklastinlmasi amaciyla 2XSSC'de
_'_.0) oda sicakhgmda 3 kez S'er dakika stireyle yikandi.
cparatlar pepsin solusyonu iginde 37°C su banyosunda 8 dakika
§1e inkube edildi. Preparatlar 1XPBS'te (pH 7.0) oda sicakhiginda
kez S'er dakika stireyle yikandi. 1XPBS+50 mM MgCl2 ile 5 dakika
- sicakhiginda yikama yapidu Preparatlar post-fiksasyon
yonufida, 10 dakika, oda sicakhiginda tutuldu. 1XPBS'de, oda

icakliginda 5 dakika sureyle yikama yapildi. Preparatlar, buz
_.itlnde srasiyla %70, 90, ve 100k alkol konsantrasyonlarmda her
dirinde 3'er dakika sureyle tutularak dehidrate edildi. Preparatlar




dikey pozisyonda tutularak, kurutma kagidi tizerinde havada

kurutuldu.

2.10 Metafaz Kromozomlarinin Denatiirasyonu

2.10.1 Kullanilan Soliisyonlar

Denattrasyon Solusyonu:

%70 Formamid, 2XSSC (pH 7.0)

Proteinaz K Sollisyonu:

10 pl stok Proteinaz K (1 mg/ml, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5)
(Boehringer Mannheim) ve 100 ml Tris-CaClz (20 mi T ris-HC! pH 7.5,
2mM CaCls pH 7.5) kanistirilarak hazirlandi.

2.10.2 islemler

Metafaz kromozomlari, 68°C'de, %70 Formamid (Sigmaj},
2XSSC (pH 7.0) iginde 1 dakika 15 saniye streyle denature edildi.
Preparatlar, buz ustinde swrasiyla %70, 90, 100k alkol
konsantrasyonlarinda 3'er dakika stireyle her birinde 3 kez tutularak
dehidrasyon saglandi. Preparatlar dikey pozisyonda havada
kurutuldu. Proteinaz K soliisyonu ile oda sicakhgmda 7,5 dakika
boyunca inkiibasyon gergeklestirildi. Preparatiar buz stiinde
sirasiyla %70, 90, 100k alkol konsantrasyonlarinda 3'er dakika
stireyle hét birinde 3 kez tutularak, dehidrasyon sagland:




2.11 Hibridizasyon

2.11.1 islemler

Preparatlar 37°C hot-plate Uzerinde bekletildi. Daha &nce
hazirlanmis ve denattire edilmis prob, 12.000 rpm'de 10 saniye
santrifiij edildi. Preparatta, daha 6nce elmas kalemi ile isaretlenmis
kismin orta bolgesine 15 pl prob konuldu. 24X24 mmlik, %70 alkol
ile yikanms lamel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatild:
Lamelin etrafi yapistirict (Punto fix) ile kapatildi. 37°C'de moist
chamber iginde 2 giin hibridizasyona birakildi.

2.12 Yikama

2.12.1. Kullanilan Soliisyonlar

%50 Formamid, 2XSSC (pH 7.0}

1XPN Tampon Solisyonu
58.99 gr NaH2PQa 2H20 (Merck) ve 88.99 gr. NazHPO4 (Merck)
500 ml bidistile suda ¢ézulerek hazirland

DAPI {4, 6'-diamidino-2-phenylindole) (Sigmaj:

2.12.2 Islemler

-

Hibridizasyonu takiben, preparatlar Uzerindeki lameller
uzaklastirild:. Preparatlar, %350 Formamid |, 2XSsC'de {pH 7.0)
45°C'de 3 kez 10'ar dakika siireyle yikandi. 2XSSC'de (pH 7.0) oda




ide 3 kez 107ar dakika streyle yikandi 2XSSC'de (pH 7.0) oda
mgmda 10 dakika tekrar yikand: vikama sonrasi, preparatlar,
Nonidet P-40 (NP-40) iceren 1XPN tampon soltisyonunda, oda

skhginda 10 dakika stireyle bekletildi ve sonra 10 dakika bidistile

. Preparatlar dikey pozisyonda havada kurutuldu. 20 pl

pI soltisyonu, preparatta isaretli bdlgenin ortasina gelecek sekilde

i, 24X50 mm biylkligindek lamel ile, hava lkabarcid:

jrakmayacak sekilde kapatildi. Lamelin etrafi oje ile kapatildi,

celeninceye kadar +4°C'de tutuldu.

.13 Hazirlanan Preparatlarin Gériintiileme Sistemi ile Analizi

Hibridizasvon sonrasi elde edilen metafazlar, cooled charge-

iicli floresan filtre (DAPIL, FITC, Texas
(PSI) Workstation Mac

_coupled (CCD) kamera (COHU),

'Red), ve Perceptive Scientific Instruments

Probe Version 4.0 yazilim programi baglantih fléresan mikroskopta

(Olympus BX 50) incelendi.

Yesil floresan izotiyosivanat (FITC), lrmizt  tetraetilrodamin

izotiyosiyanat (Texas Red), ve mavi (DAPL) floresan filtreler
kullanilarak elde edilen metafaz goruntilerinden, floresan bant

modeline gore her bir metafazin karyotipi yapildi,

Her hasta icin 10 metafaz incelendi, yesil spektrum isaretli

timdr DNA'st ve kirmizi spektrum isaretli normal DNA'min norrmal

kromozomlar Uzerindeki yesil/kirmizi (Y/K) oram belirlendi. Bu
oranlarin ortalama hibridizasyondan sapmalari, DNA artis  ve

azallslarfblarak kromozomlar uzerinde gosterildi.

Kromozomlar boyunca, floresan yogunluk oran profilleri

olusturuldu. Ortalama oran degisiklikleri ve standart sapmalar,
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flanularak belirlendi. {Ust ve alt oran esikleri, artislar i¢in
azahglar icin 0 5 olarak belirlendi. Bu smirlarn dismnda ¢ikan
ir oran, DNA kopya sayist degisikligi olarak yorumlandi.

e A i S

jentific Instruments (PSI) workstation bilgisayar ya:
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BULGULAR

iz Universitesi, Tip Fakiltesi, Patoloji Anabilim Dali'ndan

Akden
Patoloji Anabilim Dalindan 4

urova Universitesi, Tip Fakiiltesi,
gangliondroblastoma tanisi almis toplam S olgu caligiidr.

fleme ve karsilastirmali genomik

zere,
izolasyonlari, fléresan isare

bridizasyonu takiben elde edilen metafazlar, PSl-géruntii analiz

sistemi ile analiz edilerek, tumér DNAlarmndaki kopya sayisi

egisiklikleri belirlendi.

_3-'Ganglionéroblastomah Dokulardan Elde Edilen DNA’larin ve

Normal DNA’larin Olciim Sonuclari

Parafine gémulu dokulardan elde edilen 5 olguya ait DNAlarn

kanlarindan salting-out yéntemi ile elde edilen
1 ve 3.2de

e normal bireylerin

DNA’larin verimleri ve konsantrasyonlari sirasiyla Tablo 3.

erilmistir

Tablo 3.1. Gangliondroblastomal 5 olgunun parafine gomiililt dokularmdan direkt

DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen DNA'larmn 8lgtim sonuglari.

.Olgu No. |DNA Verimi DNA Konsantrasyonu {ug/ml)
1 1.62 600
2 1.45 640
3 1.40 600
PR 165 7630
5 1.42 670

e Ve i, i




'Normal DNA'larin verimleri ve konsantrasyonlart.

DNA Verimi DNA Konsantrasyonu (ug/ml)
1.75 2705
Kek) 1.78 2560

ssinda DNA tirtnleri elde edildi (Sekil 3.1, 3.2}

5

Sekil 3.1 Direkt birinci DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen normal DNA'lann
% 1 21k jelde goriintiisti. M: Eco RI/Hind It ADNA marker 1: Digi Normal DNA;  2:

Erkek Normal DNA

= e

- )




Sekil 3.2 Direkt birinci DOP-PCR amplifikasyonu ile elde edilen timor DNA'larmn
% 1.2'lik jelde gérimtiisii. M: Eco RI/Hind 11l ADNA marker, 1-5: olgu DNAlar.

3.3 ikinci DOP-PCR Kullanilarak Floresan Isaretleme Sonucu
Elde Edilen Uriinlerin Agaroz Jelde Gosterilmesi

~

-
Birinci DOP-PCR ile direkt amplifiye edilen timér DNA'sinin
kirmizi, normal DNA'min yesil spektrum ile ikinci DOP-PCR

kullanilarak floresan isaretlenmesi sonucu elde edilen trtnler, Sekil

3 3'de gbsterilmistir.
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M12345467

Sekil 3.3 fkinci DOP-PCR kullanilarak isaretlenmis normal ve timér DNAlarmn
%1.2'lik agaroz jeldeki gbruntisi. M: Eco RI/Hind III ADNA marker, 1-2: ksrmiz
spektrum isaretli normal erkek ve disi DNA, 3-7: yesil spektrum igaretli tlmor

DNA'lar.

3.4 Hibridizasyon Sonrasi Gergeklestirilen Dijital Goriintii Analizi

Sonuclari

Isargflenmis Himor ve normal DNAlarn metafaz yaymalari ile
hibridizasyonunu takiben, preparatiar fléresan mikroskop altinda
incelendi. Metafazlar, DAPI boya ile géranur hale getirildi. Mavi
(DAPI), yesil (FITC), krmzi (TRITC) filtreler kullamlarak metafaz

gortintilleri elde edildi (Sekil 3.4).
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el'_-‘l__l 3.4 a) Mavi {DAPI), b) yesil (FITC), ¢} kurmuzi (TRITC) d} yesil ve kirmiz: floresan
ﬁlﬁrel.er kullamlarak elde edilen metafaz gdriintileri




boya fle goriinir hale getirilen metafazlardan, DAPI band

Karyotipler elde edildi (Sekil 3.5).




: Elde edilen  karyotiplerden, yesil/kirmuzi  oranlannn

cormal smirlar (0,5 ve 1,5) icinde yesil/kiromizi orani veren

©.E¢  1.E¢

. el

e e iam]

n=2 ns=2 n=2

n=2 n=2 n=2 h=2
14 nz2 ne2 na2 na2 ne2
-
oy = I =
g T B0 =il
he2 20 ns2 n=2 22 ne2 uel L 4 n=

Sekil 3.6. Yesil/krmiz floresan yogunluklarinin normalizasyonu

49

T e = Lty

iV 2l i




Her bir olgu igin, elde edilen karyotiplerden, PSI MacProbe 4.0

;aleim programi kullanilarak hibridizasyon oranlar: belirlendi

.se_kﬂ 3.7).

n=10

« n=20
E
o ] [
8 ’ nz;g i i
She= |
! R |
13 n=18 s
|
Q) BflEY afi® =diE (11
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W
2
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[\
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o

n=z19

Sekil 3.7. 3. olguya ait incelenen 10 metafazin profil degerleri. Soldaki c¢izgi
delesyon, sagdaki gizgl amplifikasyon  ve ortadaki mavi cizgi
amplifikasyon/delesyon ortalama degerini gbstermektedir.
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. gdstermektedir.
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Sekil 3.9. Karyotipteki biitiin kromozomlar igin elde edilen hibridizasyon oraniar:
Sol taraf (karmizi) delesyon, sag taraf (yesil) amplifikasyon ve ortadaki mavi ¢izgi,
amplifikasyon/delesyon ortalama deferini gdstermektedir.
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"E1de edilen hibridizasyon oranlarma gore, amilifiye olan

ozomlarn profilleri, Sekil 3.10°da verilmistir.

e

23 30 5 4 45 g 3 60

\,J

@2 Max: 1 93
nab4 Max: 281
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(Sekil 10’un devamu)
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Sekil 3.11 4 no.lu olguya ait farkli metafazlardaki 10 no.lu kromozomda gézlenen
a) normal, b} delesyon ve c) amplifikasyon oranlarm. -
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ote Jlerek, kromozomal lokuslari ve yerlesim yerleri belirlendi

5 _0'1.:guda gbzlenen amplifikasyonlar, kromozomal
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Sekil 3.12. Bes olguda gdzlenen amplifikasyonlarin kromozomal
goste




Calismamiza aldifimiz 5 olgunun drnekleri ayni gercevede

degerlendirilerek, elde edilen sonuglar Tablo 3.3'te verilmektedir.

Tablo 3.3 Ganglionéroblastomal: 5 olgunun, yas, cinsivet ve KGH sonuclars.

No. Cinsiyet/Yas KGH Sonuglar1 {Amplifikasyonlar)

1 K/4 4q34-qter, +7, +13, +22

2 E/4 2q37.1-gter, 2p25 1-pter, 5pl5.1-pter, +13,
18p11.31-pter, +20, +22

3 E/6 1p35, 5SplS.1-pter, 6p23, 12q12-q13.2,
1224 .2-qgter, 13g22-g31,17p12-pl3,
Xq21.1-g21.3

4 K/4 2p, 4p15.1, 4921.2-q22, 6926, +7, 8g13,
10q11.2-g21.2, Xq12-q13

S Ef] 1p35-pter, 2p24-pter, 4p, oplS5.1-pis.3,
+6, +7, +8, 9934 1-qter, +10, 12q24.32-
qter, 14q23-q24, +15, +17, +18, <20,
Xpll 4-21.2




Bes olguya ait KGH sonuglar: incelendiginde, baz amplifiye
bolgelerin bir¢ok olguda ortak oldugu bulundu. Olgularda ortak olan
bélgeler ve S olgudaki sikhg, Tablo 3.4'te verilmektedir.

Tablo 3.4 Bes olguda gézlenen ortak amplifikasyon bélgeleri ve sikiklar:,

Amplifikasyon bélgesi 5 olgudaki siklig
2p25.1-pter 3/5
5pl15.1-p15.3 3/5
+7 3/5
13q22-q31 3/5
+22 3/5
1p35 2/5
4p15.1 2/5
10q11.2-q21.2 2/5
12q24.32-qter 2/5
+13 2/5
17p12-p13  2/5
18p11.35-pter 2/5




TARTISMA

Kanser arastirmalarinda ve rutin c¢alismalarinda, bircok
yontem kullanilmaktadir (14). Son yillarda gelistirilen molekiiler
sitogenetik ve molekiiler genetik yéntemler, hem konvensiyonel
yontemlerin zorluklarmi agmay: kolaylagtirmakta, hem de sonuclarin

gtivenilirlik derecesini artirmaktadar.

Konvensiyonel sitogenetik, kanserde hematolojik
malignansilerde ve solid tumér ¢calismalarinda vazgecilmez bir yontem
olmustur. Ancak, dzellikle solid tiimérlerle yapilan calismalarda, elde
edilen canh hiicre sayisimin az olmasi ve sadece treyen hiicre
hattinin  tasidi§i  kromozomal kurulusu gdstermesinden dolay1
sitogenetik, kanser teshisinde kisitli sonu¢ vermektedir (3, 4). Solid
dokulardan elde edilen bu metafazlara, FISH uygulamas: da ayni
kisithh sonucu vermekte, sadece sitogenetik olarak tanimlanamayan
marker kromozomlar i¢in spesifik problar kullanilarak marker
kromozom orijjinini belirlemede yardimci olmaktadir (67). Ayrica,
spektral karyotipleme ve M-FISH de FISH ile ayni temelde calisan
yontemler olup, c¢ok pahali olmalarindan dolay;, ancak &zel
durumlarda kullaniimaktadirlar {35). Molekiiler genetik teknikler ise,
genomdaki  anormallikleri tek tek gdsterdiginden, kanser
arastirmalarinda kisith kalmaktadir (3, 4). Buna karsin, molekiiler
sitogenetik bir yontem olan KGH, tumér dokusundaki ve
hicresindeki toplam genomik DNA'nin normal metafaz ile
hibr‘idizasyo'{}u esasina dayandigi icin, hem der;gesiz anormallikleri
hem de sitogenetik olarak tanimlanamayan marker kromozomlarin
orjinlerini  belirleyebilmektedir. Bu nedenle, Kallioniemi ve
arkadaglarinin  FISH prensipleri cercevesinde gelistirdikleri KGH
yontemi, kanserde genis bir kullanim alani bulmustur {3).
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Kanserli olgularda yapilan sitogenetik ¢aligmalarin sonuclan ile
KGH analiz sonuglar1 karsilastirnidifinda, KGH sonuglarinin
genellikle sitogenetik bulgularmn da dahil oldugu birgok kromozomal
abnormaliteleri igerdigi bulunmustur. Ornegin, nodroblastomada
yapilan sitogenetik ve FISH calismalarinda, sikhkla kromozom 1p
delesyonlari ve lp’nin ise kanstigt anormallikleri saptanmugtir (48},
Buna karsm, KGH kullanilarak ¢alhisilan 35 néroblastomal olguda,
esas olarak 1p delesyonu ile birlikte 2p23-24 ve 17q11-23
amplifikasyonu tespit edilmistir. Aym1 c¢alismada, kromozom 7, 9q,
11g, 12q, 13q, 1l4q ve 15q’da  tekrarlayan kromozomal
amplifikasyonlar ve delesyonlar belirlenmistir {58). Yapilan diger bir
KGH cahsmasinda, 29 ndroblastoma oOrneginde en sik olarak
kromozom 17’nin amplifikasyonu ve 1p delesyonu tespit edilmistir
(59} Bu bulgular, toplam genomun incelenmesi acisindan KGH'nin,
néroblastomali olgularda, sitogenetik bulgularn da igeren daha detayh

sonuclar verdigini gdstermektedir.

Néronal orijinli bir timér olan glioblastoma multiformeli 20
olguda yapilan sitogenetik calismada, kromozom 10 ve 17p'nin kayb:
gdzlenmigtir (48). Buna karsin, glioblastoma multiformeli 27 olguda
yapilan KGH caligmasinda, kromozom 7'nin polizomisi, 7p, 1llq,
12gnun amplifikasyonlar: ile 9p, 10 ve 13Gn delesyonlari
tanimlanmistir (61). Bu iki galisma bize, sitogenetik ¢alismanin kisith
oldugunu, KGH cahsmasinin ise bltin dengesiz kromozomal
diizensizlikleri tespit ettigini gdstermektedir. Ciinkii, solid dokudan
lcurulan kuilttirde, timdr icindeki sayis: az olmasina ragmen, sadece
treyen bu hticrelerden kromozomlar elde edilmis olabilir. Buna
karsin, IE‘GH calismasinda tGmdrla dokunun biitiin hicrelerinin
genomik DNA’s1 prob olarak kullanildigindan, meydana gelmis olan

dengesiz kromozomal anormalliklerin tmu tespit edilebilmektedir.




Gliomal: olgularin %40'inda sitogenetik bulgu olarak trizomi 7
ve 9p, 9, 10, 22 ve Y kromozomunun kaybi1 gézlenmistir (58).

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

kromozom kaybinin oldugu bulunmustur.

Ganglionéroblastomali 5 olguda yaptigimiz KGH calismasinda,
5 olgunun 3*ande gdrulen, kromozom 2p25. 1-pter, 5p15.1-p15.3, +7,
13g22-g31, +22 bulunmustur (Tablo 3.4). Ayrica incelenen 5 olgunun
2’sinde, 1p35, 4pl5.1, 10gl1.2-q21.2, 12q24.32-qter, +13, 17pl2-
pl3, 18pli.35-pter artiglari da gozlenmistir (Tablo 3.4)
Calismamizda, 4. ve 5. olgularimizda gériilen kromozom 2p ve 2p24-
pter amplifikasyonu, ndéroblastomal: olgularda en sik gorulen
amplifikasyon bélgesi olup, N-myc onkogeninin bulundugu 2p23-p34
bolgesini icine almaktadir (54). Néroblastomanin birinci varyanti olan
gangliondroblastomada N-myc onkogen aktivasyonunun devam
ettigini gostermektedir.

Kromozom 5pl15.1-5p15.3"Gn amplifikasyonu, S olgumuzun
31inde géralmis olan ortak amplifikasyon bolgesidir (Tablo 3.4).
Beyin i¢i timért olan medulloblastomada yapilan KGH ¢aligmasinda,
5p15.3 bdlgesinin asir1 amplifiye oldugu bulunmustur (50, 51).
Ayrica sinir kilifi hiicrelerinin  tGiméri olan noérinomada +5'in
bulunmasi, bu bdlgenin hem beyin i¢i hem de beyin digi periferik
n(jr'orﬂanr_}1 tumoérigenizisinde ige kanstlglnf gostermektedir (56)
Ganglionéroblastoma da bir periferik ndronal timér olduguna gore,
bu bdlge, bizim olgularimizda da, timdr gelisiminde ve ilerlemesinde
ise kansmis olabilir. Calismamizda, 5 olgunun 3%Unde gértlen

kromozom 7 artisi, sitogenetik olarak  oligodendroglioma,
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ependidoma, nérinoma'da, KGH ile de noéroblastoma,
medulloblastoma, glioblastoma multiforme, gliomada olmak tizere
hemen hemen biitun néronal orijinli timdrlerde tespit edilmistir (48).
Olgu sayimizin az olmasina ragmen 3 olguda bulunan kromozom 7
artisimin, kromozom 7'nin tzerinde bulunan onkogenlerden (BERBI,
EGFR, ARAF2, MYCLK1, RALA, PKS2, TTIM1, MET, EPHT, BRAF1P1,
BRAF1 ve TCL) birinin veya birkacinin aktivasyonu sonucu timér
gelisimi ve ilerlemesi saglanmig olabilir (68). Noroblastomadan
ganglionéroblastomaya geciste de kromozom 7 artisinin bulunmasi
bu abnormalitenin, néroblastomanin klonal gelisiminde o6nemli
oldugunu ortaya  koymaktadir.  Ayrica, néronal olmayan
rabdomiyosarkoma ve miksoid liposarkomada 7p'nin artisinin
gérulmis oilmasi, burada yerlesen BERB1, EGFR gibi onkogenlerin
etkili oldugunun gostergesidir (68). Yine caligmamizda, 5 olgunun
3unde  gbérillmus olan kromozom = 13g22-q31  bdlgesinin
amplifikasyonu (Tablo 3.4), néroblastomada vapilan KGH
¢alismasinda 13q amplifikasyonu olarak belirlenmisken, glioma
huicre hattinda yapilan KGH c¢alismasinda ise 13'in kaybi
bulunmustur (62). Diger néronal orijinli timérlerin kromozom 13 ile
ilgili bir abnormalite gdstermemelerinden dolayi, kromozom 13'un g
kolundaki artisin periferik néron timérlerinde etkili oldugunu, 13'un
kaybmin ise beyin i¢i tumérd olan gliomanin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol oynadifini ortaya koymaktadir. Bizim olgularimizda
gbérulen 13qg22-q31 bdlgesinin, ndroblastomada bulunan 13 g
bélgesine gére, daha dar bir bélge olmasi, bu bolgedeki olas:
onkogenlerin yerlesimlerinin tespiti ve arastirilmas: bakimindan daha
cok énem kazanmaktadir.
-

Calistigimiz 5 gangliondéroblastomali olgunun 3'inde kromozom
22 artist saptanmstir (Tablo 3.4). Ancak, néronal orijinli timérlerden
cogunlukla malign seyreden glioma, malign ve benign formlar

bulunan ependidoma ve medulloblastoma ve genelde iyi huylu olan
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meningiomada yapilan sitogenetik calismalarda kromozom 22 kaybi
bulunmustur (48). Noronal orijinli tamérlerde yapuan KGH
cahgmalarinda ise, kromozom 22 kayb: bildirilmemistir {57-63). Bu
bize, sitogenetik analizlerde elde edilen kromozom 22 kaybimun, bu
anormalligi  tastyan hucrelerin, kultiirde ¢ogalarak oraninin
yukseldigini ve klonal kromozom anormalligi olarak tespit edildigini
gostermektedir. KGH caligmalari ile néronal orijinii tamérlerde
gosterilmeyisi ise, sitogenetik bulgu veren hiicrelerin toplam doku
icinde az bulundugunu ve buna bagh olarak da kullanilan prob
tumor DNA i¢inde bu hiicreye ait DNA oraninin dusuk oldugunu
isaret efmektedir'. Bizim olgularumzin 3/5'inde (%60) bulunan
kromozom 22  artisinin, periferik néron  timérd  olan
gangliondroblastomada etkili oldugu, bu tiimériin gelisimi ve seyrini
1se, lizerinde tasidig: YESP, SIS, PDGB, NRASL2 onkogenlerinin
urunleriyle iligkili oldugu duistintlmektedir (68). Noronal orijinli
timérlerde simdiye kadar kromozom 22 artisinin gosterilmemis
olmasi;, bu kromozom artismun ara gecis  evresi  olan

gangliondéroblastomada, énemli olabilecegini ortaya koymaktadir,

Ayrica, olgularimizda tespit edilen 2/5 siklhiktaki amplifikasyon
bdlgeleri ve her olguya ait tek tek gozlenen kromozomal
amplifikasyonlarin, her olgudaki tiimér gelisiminde ve tumérin
klonal seyrinde 6nemli oldugu dusiincesindeyiz. Her bir olgudaki
KGH sonuclarinin farkhi olmasi, timériin ameliyatla cikarnldig:
andaki seyri, alinip incelenen parcadaki ganglion hiicrelerinin
proliferasyon evrelerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Bu ayni
zamanda tumérlerin  kendi aralarinda ve kendi iclerinde

siniflandirmasini da saglayabilmektedir.

Keser ve arkadaslarmin 5 ganglionéroblastomal olguda
yaptiklan KGH c¢alismasinda en sik 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18¢g
artislart ve 1p delesyonu bulunmustur (64). Bizim calismamizla
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kargilagtirdifimizda, 8p, 9q, 10p, 12p, 17p, 18q artiglari, 5 no.lu
olgumuzdaki +8, 9q34.1-qter, +10, +17, +18 ile, 3 no.lu olgumuzdaki
17pl12-p13 Dolgelerinin ortak amplifikasyon bélgeleri olarak
gorulmektedir. Keser ve arkadaglarimin yapmis oldugu calismada 1
olguda 7p'nin bulunmasi, bu calismamizda buldugumuz kromozom 7
artisi ile paralellik gostermektedir. Buna karsin, calismamizda 1p

delesyonu tespit edilememistir (Tablo 4. 1).

Tablo 4.1 Cahsilan S olgumuz ile Keser ve arkadaglarinun S olguda yaptiklart KGH

analiz sonuclarimn karsilastiriimas:.

Calismamiz Keser ve ark.
Kromozomlar Artis (%) _ Azalis(%)  Artis (%) Azahs (%)
1p + {40) - - +  (40)
2p + {60 - - .
4p15.1 +  (40) - - -
S5p15.1-p15.3 + (60 - - -
7 +  (60) - +  (20) -
8p - - +  (80) -
9p - - + (60} -
10p - - +  (60) -
10q11.2-g21.2 +  (40) - . -
12p - - +  (80) -
12q24.32-qter + (40) - - -
13 +  (40) - - -
13g22-q31 +  {60) - - -
17p + (40) - + 60) -
18p11.35-pter +  (40) - - -
18q - - + (100} -

22 +  (60) - _




Ganglionéroblastomada yapilan bu iki KGH cahsmasinda, olgu
sayisimmin az olmasi istatistiksel acidan kiyaslamayr engellemektedir.
Olgu sayws1 arttikga gangliondroblastomanin  gelismesi  ve
ilerlemesinde etkili olan kromozomal bdlge ve bulundurduklan

onkogen veya timor supresor genlerin tespiti kacimilmaz olacaktir.

Sonu¢ olarak, 5 olgumuzda bulunan kromozomal
amplifikasyon bélgelerinde en sik gdrilenlerden 2p25.1-pter, Sp15.1-
pl5.3, +7nin diger nodronal orijinli tGmoérierde de sik olarak
bulundugu, ancak 3 olgumuzda goértillen ortak ve dar bir bélge olan
13q22-g31 bdélgesinin gangliondroblastoma i¢in 6nemli oldugu

distincesindeyiz.

Ayrica, 3 olgunun 3"inde gérilen ve néronal orijinli tiimoérlerde
bulunmayan kromozom 22'ninin tam amplifikasyonunun, kromozom
22  tlzerinde bulunan onkogenlerle gangliondroblastomanin

farkhlasmasinda énemli rol oynadigim ortaya koymaktadir.

Kanser calismalarnnda genis bir alan bulan KGH'un, dengesiz
kromozomal anormallikleri tek bir hibridizasyonla gdstermesi, bu
teknigin molekuler sitogenetik yontemler arasinda ne kadar gticlii bir

yontem oldugunu ortaya koymaktadir.
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