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OZET

Glioblastoma multiforme (GBM); intrakranial timoérlerin %12-15"ini ve tiim
astrositik tiimorlerin %50-60 kadarini olusturan, beyin tlimdrleri icerisinde erigkin yas
grubunun en sik goriilen ve en malign formu olan timdr tipidir. Primer ve sekonder
olmak tiizere iki alt tipi bulunmaktadir. Beyinden orjin alan, de novo gelisen ve tiim
GBM’lerin % 60 kadarim1 olusturan primer tiimorler, ileri yaslarda ortaya c¢ikan
tiimorlerdir. Glioblastomlarin % 40 kadarin1 olusturan, 45 yasindan daha geng
olgularda ortaya ¢ikan, diisiik derece (WHO Grade II) veya anaplastik astrositomadan
daha malign anaplazi derecesine doniisiimii sonucunda olusan tiimorler de sekonder
glioblastomlardir. Metabolik enzim kodlayan IDH gen mutasyonlarmin glioblastoma
karsinogenezinde onemli rolii oldugu 2008 yilinda ortaya konmustur. Ayrica hiicresel
sinyal yolaginda ve hiicre biiylimesi ile farklilasmasinda rol oynayan RARP geni
hipermetilasyonunun erken tanit ve prognoz tahmininde bir marker olarak
kullanilabilecegi farkli kanser tiplerinde Ongoriilmiistir. Ancak GBM verileri

yetersizdir.

Bu nedenle ¢aligmamizda primer GBM olgularinda IDH2 gen mutasyonu ile
RARP gen hipermetilasyon sikligimin belirlenmesi ve olgularin klinik 6zellikleriyle

iliskilerinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Primer GBM tanis1 alan 40 tiimor dokusu o6rneginden izole edilen timor
DNA’larinda IDH2 gen mutasyonlar1 dizi analizi yontemi ile RARPB gen metilasyon
paternleri de MS-HRM teknigi ile degerlendirilmis ve elde edilen veriler hasta klinik
bilgileri ile karsilastirilmistir. Calismamizda IDH2 geni i¢in dizi analizi sonucu
mutasyon saptanmamistir. RARP gen metilasyonu analizlerinde %60 ornekte RARP

geni promotor hipermetilasyonu saptanmaistir.

Olgularimizin primer GBM olmasi nedeniyle IDH2 geninde mutasyon
saptanmamasi literatiir bilgileri ile uyumlu bir bulgudur. RARB gen metilasyonu,
sikliginin GBM oOrneklerinde yiiksek siklikta gozlendigi, olgularin sag kalim siiresine
herhangi bir etkisinin olmadigi goézlenmistir. Sonu¢ olarak 6zellikle RARP gen

metilasyon paterninin primer ve sekonder glioblastomlarda detayli olarak genis

il



aragtirma populasyonlarinda incelenmesinin gerekli oldugu, diger kanser tiplerinde
oldugu gibi erken dénem ve prognoz markeri olarak kullanilip kullanilmayacaginin
degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz. Diger taraftan, MS-HRM tekniginin
metilasyon paternlerine iliskin taramalarda yiliksek dogruluk, zaman ve emek tasarrufu

acisindan uygulanabilir oldugu sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Glioblastoma multiforme, IDH2, RARJ metilasyon, MS-HRM
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SUMMARY

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common adult type and most
aggressive malignant primary brain tumor in humans, involving glial cells and
accounting for 50-60% of all astrocytic brain tumor cases and 12-15 % of all
intracranial tumors. According to the World Health Organization (WHO) classification
of tumors of the central nervous system,glioblastomas are divided into two types
according to their clinical course. Those that involve a preceding lower-grade glioma
are defined as secondary glioblastomas and those with de novo development are
defined as primary glioblastomas. Of all GBMs, about 60% are primary and the
remainin 40% are secondary subtypes. The importance of mutations of IDH genes that
encode metabolic enzymes involved in the citric acid cycle in glioblastoma
carcinogenesis has been discovered in 2008 during a genome-wide analysis of
glioblastomas and then, their roles have been largely analysed in low/high grade GBMs
and in the diagnosis of primary/secondary GBMs. Besides, the supression of the retinoic
acid receptor b expression involved in cellular growth and differentiation regulations by
hypermethylation has been shown to be used as a marker in early diagnosis and
prognosis predictions of various cancer cell types. However, RARB gene suppression

data is very limited in primary GBMs.

Therefore, the presented study was aimed both to determine the frequencies of
IDH2 gene mutations and RARB gene hypermethylation in primary GBMs, and to
evaluate the relations of each with the clinical features of the cases. The DNA samples
of totally 40 resected primer GBM tumors were analysed for IDH2 gene mutations by
DNA sequencing technique and for hypermethylation patterns of RARfB gene by MS-

HRM technique. The clinical features data of the cases were learned from case files.

No IDH2 gene mutation was detected in tumor samples whereas RARP gene
hypermethylation was seen in 60% of the samples. Since the analysed tumors were the

primary GBMs, the data of undetected IDH2 gene mutation was in agreement with the



literature. However, the presented study showed that the RARP gene promotor
hypermethylation was highly frequent in primary GBMs. Although, the disease free
survival time of the cases with methylated RARPB gene tumors was the highest, the

difference was not statistically significant.

We concluded that RARB gene methylation is a frequently seen aberration in
GBMs and therefore the promotor suppression of this gene in primary/ secondary and
low/high grade glial tumors should be determined in larger series to determine the
usability of the methylation state of this gene as a marker for early diagnosis and/or
prognostic evaluations. Moreover, it was concluded that the MS-HRM is an effective

technique to screen samples for estimated DNA methylation levels.

Key words: Glioblastoma multiforme, IDH2, RARJ methylation, MS-HRM technique
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1.GIRIS ve AMAC

Tiirkiye’de 16 merkezde yapilan bir ¢alismaya gore, beyin timorleri tiim kanser
olgular1 i¢cinde, erkek kanser hastalarinin % 2.9’unu, kadin kanser hastalarinin da % 2.6
sint olusturmaktadir. Tiirkiye’de beyin tiimorleri, siklik sirasina gore ilk 10’a giren
kanserler arasinda olup; kadinlarda 9, erkeklerde de 10. sirada yer almaktadir (74). Hizli
cogalma, beyin dokusuna invazyon, nekroz, anjiyogenez, mikrovaskiiler proliferasyon
ve migrasyon gibi agresif Ozellikleri vardir. Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiye
ragmen ortalama bir y1l yasam siiresi ile viicuttaki en kétii huylu tiimdrlerden birisidir.

En uygun tedavi kosullarinda bu siire ancak iki yila kadar uzayabilmektedir (73).

Beyin tiimorleri iki ana grup igerisinde toplanir: Beyinden orjin alan primer
timorler ve viicudun farkli bolgesinden orjin alip beyine metastaz yapan sekonder
timorler. Primer beyin tiimérleri daha nadir gozlenir ancak c¢ogunlugu maligndir.
Primer beyin tiimdrlerinin en biiyiik alt grubu olan gliomalar orjin aldiklar1 bolgeye gore
cesitlilik gosterirler: Beyin veya spinal kanalda gelisen astrositomalar, beynin en alt
bolgesinde gelisen beyin kokii gliomalari, beynin i¢ kisminda gelisen ependimomlar ve
genellikle cerebrumda gelisen ve c¢ok nadir gozlenen oligodendrogliomalar.
Astrositomalarin en ilerlemis formu olan glioblastoma; derece IV astrositoma veya

glioblastoma multiforme (GBM) olarak da isimlendirilir (31).

Diinya Saglik Orgiitii Siniflamasina gore glioblastoma multiforme, gliomalar
arasinda en malign olan1 ve en sik goriilenidir. Intrakranial tiimérlerin %12-15’ini ve
tlim astrositik tlimorlerin %50-60 kadarini olusturur. Bu tlimor tipi her yasta goriilebilir,
ancak en sik gozlendigi yas araligi 45-70 yas arasindadir. Cogukluk yaslarinda nadiren
gozlenir. Erkek / kadin orani1 1.5 / 1 civarindadir. Genis cesitlilik gosteren lokalizasyon
bolgeleri, morfolojisi, genetik 6zellikleri ve terapiye verdigi yanit ile diger timor

gruplarindan ayrilir (68).

Glioma hastalarinin prognozu biiyiik 6l¢iide histopatolojik malignite derecesi ile
saptanmakla birlikte, her evrenin klinik seyri ¢ok degiskendir. Astrositik tiimorler bu
acilardan ¢ok heterojen bir grup oldugu i¢in tiimoriin biyolojik davranisini sadece
histolojik kriterlerle tahmin etmek zordur ve biyolojik belirleyicilerin yardimina ihtiyag

duyulmaktadir (41,44,52).



Glioblastomalarin molekiiler biyolojisini anlamak, erken tani ve yeni tedavi
hedeflerinin gelismesini saglamak amaciyla 1990’lardan bugiine kadar o&zellikle

gliomanin genetik alt yapis1 yogun olarak arastirilmaktadir.

2008’de yapilan genis capli genom analizinde IDH (isositrat dehidrogenaz)
geninin 5 izoformundan IDH1/2 ‘nin mutant formlar o6zellikle GBM hastalarinda
yiiksek siklikta gozlenmistir. Ozellikle gliomagenezin erken donemlerinde gerceklestigi

savunulmaktadir ve bu nedenle ileri derece tiimorlerde sik gdzlenmesi beklenmektedir.

Son yillarda herhangi bir gen mutasyonu olmamasina ragmen ilgili genlerin {iriin
olusturamamasi ya da gerekenden fazla iirlin sentezlenmesine neden olan metilasyon,
asetilasyon, mikroRNA gibi epigenetik mekanizmalarin karsinojenezis siirecindeki
rolleri detayli olarak ortaya konmaktadir. Epigenetik mekanizmalardan biri olan
metilasyon, kanser genlerinin ekspresyonlarindaki etkileri nedeniyle kanser alaninda en
eski ve en c¢ok calisilan mekanizma 6zelligi tasimaktadir. Glioblastomlarda da birgok
genin epigenetik Ozellikle de metilasyon paternlerinde aberasyonlar oldugu, MGMT,
RASSF1A, pl6/INK4a, pl5/INK4B vb. genlerin hipermetilasyonunun GBM
hastalarinin prognoz, tedavi protokolu se¢imi, siirvi gibi klinik 6zelliklerde belirte¢

olabilecegi bildirilmistir (7,38).

Calismamizda GBM tanist alan, IDH1 mutasyonu ile MGMT gen
hipermetilasyon analizleri yapilmis olgularda IDH2 gen mutasyonu frekansinin ortaya
konmasi ile GBM gelisimi, tedaviye yanit ve sag kalim siirelerinin tiimér baskilayici
RARP geni metilasyon paternleri ile iligkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Heniiz
yeni uygulama alan1 bulan Methylation Specific-High Resolution Melting Point (MS-
HRM) yonteminin de GBM o6rneklerinde kullaniminin belirlenmesi de calismamizin
diger amacin olugturmaktadir. Bilgilerimize gére GBM olgular1 i¢in RARP metilasyonu
ile ilgili literatiirde bilgi veren sadece bir yayin bulunmaktadir. Bu yiizden olgu
grubumuz GBM hastalarinda RARP metilasyonu frekansiin belirlenmesinde Diinya
literatiiriine temel olusturacaktir. Ayrica calismamiz Tiirk toplumu ile yapilan IDH2 ve
RARP genlerine yonelik molekiiler analizlerin gerceklestirildigi ilk calisma 6zelligi de

tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

Cok hiicreli organizmalarda her hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve sag kalimi
organizmanin genel gereksinimleri dogrultusunda diizenlenir. Yaglanan ve 6len hiicre
orant ile yeni olusan hiicre orani arasinda bir denge s6z konusudur. Bu denge hiicre ileti
sistem yolaklari, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, apopitozis ile ilgili yolaklarin aktif
veya inaktif hale gelmesi ile saglanir. Ancak bu yolaklardaki diizensizlikler, hatalar,
yolaklara dahil olan proteinlerdeki eksiklik veya yanlis davranislar hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasi ve/veya normale gore daha az oranda 6limii ya da dlmemesi, dolayisiyla
dengenin bozulmasi ile sonuglanir. Dengenin bozulmasina bagl olarak apopitoz sinirl
diizeyde olurken proliferasyonun dengesiz sekilde ¢ogalmasi neoplazi gelisimine yol
acmaktadir. Neoplazm yani tiimor herhangi bir sinirlanma veya sonlanma gdstermeyen,
kontrol mekanizmalarinin etkisinde kalmayan, hizli, sinirsiz ve anormal bir hiicre
cogalmasi gosterir. Benign ve malign olmak {izere iki tiptir. Neoplastik hiicreler yani,
anormal c¢ogalma gdsteren hiicre toplulugu tek bir hiicre kitlesi halindeyse bunlara
“benign” tiimorler denmektedir. Neoplazilerin malign 6zellik gosteren tipleri “kanser”
olarak isimlendirilir. Bu tip neoplaziler ¢evre dokulara invaze olma ozellikleri ile

karakterizedirler(75,80).

2.1. KANSER

Kanser tek bir hastalik olmayip tiimor olusumuna neden olan kontrolsiiz hiicre
cogalmasiyla karakterize olan neoplazinin kesin formlarmi tanimlamak i¢in kullanilan

bir hiicre siklus diizensizligidir.

Kanser somatik mutasyonlardan veya kalitlanmayan ancak somatik hiicrelerde
konsepsiyondan sonraki bir asamada meydana gelen DNA mutasyonlarindan
kaynaklanan bir hastaliktir. Kanserin somatik mutasyon teorisi 1920’lerde ortaya atilmis
olsa dahi 1960’lardan sonra kanser arastirmalarinda kendini gostermeye baslamistir.
Son yillarda epigenetik alanindaki yeni bilgiler kanser arastirmalarina yeni bir boyut
kazandirmisgtir. Artik arastiricilar kanserin tek bagina mutasyonlardan kaynaklanmayan,

DNA ve RNA diizeyindeki farkli mekanizmalarin da devreye girdigi bir hastalik



oldugunu, ama temelde “Kanser genetik bir hastaliktir” kavrammin gercek oldugunu

kabul etmektedirler.

Normal bir hiicrenin proliferasyonu, DNA replikasyonu, selliiler farklilasma,
yaglanma ve Olim kompleks yolaklar aracilifiyla gergeklesir ve diizenlenir. Bu
yolaklarda gorev alan enzimlerin tiimii birer gen iirliniidiirler. Dolayisiyla genlerde
meydana gelen fonksiyon kaybi ya da fonksiyon kazancina neden olan baskalagimlar ile
gen {rlinlerinin aktif veya inaktif hale getirilmeleri, normal seliiler siireclerin
bozulmasia neden olmaktadir ki yasama potansiyeli olan bu hiicrelerin ¢cogalmasi ile

kanserlesme ortaya ¢ikmaktadir (75,80,81).
2.1.1 Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Kanser, hiicrelerin siirekli c¢ogalarak birikmesi ile karakterize bir diizen
bozuklugudur. Kanserin gelisimi birbirini izleyen degisiklikler sonucu giderek malign
sekle donilisen cok asamali bir siirectir (80,81). Normal hiicrelerin O6zellikleri ile
karsilagtirildiginda kanser hiicresinde pek ¢ok ozelligin yitirildigi ve yeni hiicresel

ozelliklerin kazanildig1 gozlenmektedir:

< Biliylime sinyallerine bireysel yanit sonucu kontrolsiiz biiytime

< Biliyiimeyi engelleyici sinyallere duyarliligin kaybi sonucu kontrolsiiz biiytime

< Apoptosis kaybina bagl olarak genetik hatalara, ekstraseliiler biiyiimeyi
engelleyici sinyallere ragmen ¢ogalmanin devam etmesi

< Yaslanma kapasitesi kayb1 nedeniyle sinirsiz replikasyon potansiyeli
(6liimsiizliik)

< Anjiyogenez basarisina bagl olarak tumdoriin pasif besin difiizyonunun oldugu
yerlerde de gelismesi

< Komsu dokulara invazyon yetenegi sonucu invaziv karsinom gelisimi

< Uzak bolgelerde metastaz yetenegi ki bu normal hiicrelerde olmayip sadece

malign tlimorlerde olan bir 6zelliktir.

Yukaridaki ¢ok asamali siire¢ genetik hatalarin tamir edilme yeteneginin kaybi
sonucu olusur. Bu da mutasyon oraninin artmasina (genomik instabilite), dolayisiyla

diger mutasyonlarin olusmasina, diizen bozukluguna yatkinligin artmasina neden olur.



Hasara ugrayan ilk hiicre kanserlesme siirecine girerek, klonal orjini olusturur.
Mutasyonun oldugu hiicrenin boliinmesi ile meydana gelen yavru hiicrelerde de ayni
molekiiler hatalar bulunmaktadir. Dolayisiyla monoklonal bir orijin gosterirler. Ancak
bu hiicreler, olusan baskalasimlarin hiicrelere g¢ogalabilme yetenegi vermesine ve
hatalarin tamir edilmemesine bagli olarak, normal hiicrelere gére daha hizli prolifere
olurlar. Bu hizli proliferasyon sirasinda molekiiler diizeyde yeni mutasyonlar meydana
gelebilir ki bu da monoklonal orijinin ilerleyen siireglerde poliklonal hale gelmesine

neden olmaktadir (75,80,81).
2.1.2. Karsinogeneziste Meydana Gelen Baslica Genetik Degisiklikler

Karsinogenez ¢ok asamali ve kompleks bir siirectir. Temelinde hiicre siklusunun
gerceklesmesi ile kontroliinde meydana gelen genomik ve epigenetik hatalarin yattig

sOylenebilir.

Kanserin molekiiler patogenezinde rol oynayan, baskalasim /epigenetik
mekanizmalar ile fonksiyonlarmin bozuldugu/kayboldugu gen gruplari fonksiyonlar

acisindan asagidaki gibi gruplandirilabilir:

v Onkogenler
v' Tiimor baskilayict genler

v" DNA tamir genleri (80,81)
2.1.3.0nkogenler

Normal hiicrelerin biiylimesi, farklilasmasi ve proliferasyonu siirekli kontrol
altindadir. Intraseliiler gereksinim ve ekstraseliiler ortamdan gelen sinyallerin hiicre
igerisine, niikleusa ulagtirilmasi ¢ok sayida proteinin rol oynadigi hiicre “sinyal ileti
sistemi” yolaklar1 sayesinde olur. Bu proteinleri kodlayan genler “protoonkogen‘ olarak
isimlendirilir. Yani protoonkogenler normal hiicrelerde sinyal iletimi ve mitotik
sinyallerin diizenlenmesinde goérev alan genlerdir. Bu genlerin mutant formlari
“onkogen* dir.

Protoonkogenin onkogenik fonksiyon kazanmasinda farkli mekanizmalar rol
oynar:



1. Protoonkogende olusan nokta mutasyonu sonucu protein aktivitesinde artis ve
regiilasyon kayb1 meydana gelir.

2. Protoonkogen dublikasyonu/amplifikasyonu sonucu protein miktarinda artis

3. Protoonkogen mRNAsinin uzun siire degrade olmadan stabil halde kalmasi
normalden fazla proteinin liretilmesine neden olur.

4. Kromozom translokasyonuna bagli olarak protoonkogenin bulundugu
kromozom bdlgesinden kirilmaya bagli onkogenik 6zellik kazanilmasi ya da
her iki kromozom lokusunun translokasyona bagli flizyon gen-fiizyon protein

olusmasi.

5. Epigenetik mekanizmalara (hipometilasyon veya miRNA) bagl olarak

onkogenik aktivasyon ortaya ¢ikar ki bu da genomik dengesizlik ile iliskilidir.

Bir  protoonkogenin = onkogenik  hale  gelmesinde rol  oynayan
mutasyon/epigenetik mekanizma dominant niteliktedir. Tek allel mutasyonu onkogenik
ozellik icin yeterli olmaktadir (80,81). Protoonkogenlerin  fonksiyonlarina  gore

siiflandirilmasi asagida Tablo 2.1°de verilmistir.

2.1.4. Timor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict gen (TBG) tiriinleri normalde hiicre siklusunu kontrol eden,
hasarlit DNA’nin tamir edilmesi i¢in DNA tamir mekanizmalarini devreye sokan ya da
hasarlt hiicreleri apoptozise yonlendirerek hiicre proliferasyonunu inhibe eden genlerdir.

Bu yiizden bu genler tiimor ve metastaz gelisimini engellemektedirler.

Karsinogeneziste Knudson’in klasik ‘iki vurus’ hipotezine gore, onkogenlerin
aksine TBG’lerin fonksiyon kaybi i¢in genin her iki allelinin de kaybi veya inaktif hale
gelmesi gerekmektedir. Bu modele gore, ailesel gecis gosteren kanserlerde; ilk vurus
parental gamette TBG’nin bir allelinin mutasyona ugramasi, ikinci vurus ise diger

allelin farkli genetik mekanizmalar ile somatik mutasyonudur. (75,80,81).



Tablo 2.1. Onkogenler ve islevleri

Biiytime
faktorleri veya

mitojenler

Reseptor
tirozin kinazlar

Sitoplazmik
tirozin kinazlar

Sitoplazmik
serin/ threonin
kinazlar

Diizenleyici
GTPazlar

Transkripsiyon
faktorleri

SIS
INT2

KGF

EGFR,
PDGEFR,
VEGFR,

HER2/neu

SRC
ailesi,
ABL geni
BTK
ailesi

kinaz,
CDK

RAS
(K-RAS,
N-RAS

H-RAS)

MYC

Hiicrenin kendisi, komsu ya da uzak oOzellesmis hiicre
tarafindan hiicre proliferasyonunu uyarmak igin salgilanan
ligandlardir. Onkogen, gereksinim olmamasma ragmen
hiicrenin biiyiime faktorlerini salgilamasini uyarabilir ki hiicre
otokrin dongii araciligiyla trettigi faktorleri ligand olarak
kontrolsiiz proliferasyonuna neden olur.

Kinazlar diger proteinlere fosfat grubunu baglayarak onlarin
aktif veya inaktif olmalarin1 saglarlar. Reseptor kinazlar,
hiicre yiizeyinde reseptdr proteinlere fosfat grubu baglarlar.
Tirozin kinazlar hedef proteinin tirozin amino asitine fosfat
grubunu baglarlar. Reseptoriin ekstraseliiler ortamdan gelen
ligand olmamasma ragmen devamli aktif halde kalmasina
neden olurlar

Sitoplazmik tirozin kinaz molekiilleri hedef proteindeki
tirozin amino asitini fosforilleyerek, o proteinin aktiflesmesini
saglar. Siirekli aktivasyonlar1 ve onkogenik sinyal iletimi
malign hiicresel olaylar1 hizlandirir.

RAF,RAS tarafindan aktive edilen ve ERK/MAP kinazin
aktivasyonuna yol agar. CDK’lar hiicre dongiisiini
denetleyen, mitozun ana regiilatorii olan siklin bagimhidirlar.
protein kinazlardir.

RAS kiiciik bir GTP’azdir, GTP’yi GDP’ye ve fosfata hidroliz
eder. RAS, biiyiime faktorii sinyal iletimi ile aktiflesir (EGFR
gibi) ve biiyiime sinyal yolaklarinda ikili kontrol anahtar1 gibi
islev gosterir (aktif/inaktif). RAS aktifligi sonrasi hiicre
proliferasyonunu kontrol eden sitoplazmik proteinler RAF,
MEK, ERK, MAPK dir.

Hiicre proliferasyonunu uyaran genlerin transkripsiyonlarini
diizenlerler.

Bu durum ayni zamanda heterozigosite kayb1 (Loss of Heterozygosity = LOH)

olarak da ifade edilmektedir. Bir alleli mutant diger alleli de normal olan bireyde,

normal olan allelin de mutant olmasi heterozigot mutant durumdan homozigot mutanta

gecisi ifade eder ki bu da ilgili timor baskilayici genin fonksiyonunu yitirmesi



demektir. Mitotik kromozom ayrilamamasi, tiim kromozomun kaybi, delesyon, somatik
rekombinasyon ve son yillarda {izerine yogunlasilan epigenetik olaylar LOH’a sebep

olan mekanizmalar arasindadir.

Tiimdr baskilayict gen iiriinleri hiicre siklusunu baskilar veya apoptozisi uyarir

ya da bazen her ikisini de gerceklestirirler (75,80).
2.1.5. DNA Tamir genleri

. Bu genlerdeki mutasyon/epigenetik olaylar da kanser gelisimine neden
olmaktadir. Ayrica DNA tamirindeki azalmadan kaynaklanan artan mutasyon orani

diger TBG’lerin inaktivasyonuna ve onkogenlerin de aktivasyonuna neden olur.

Gerek endojen gerekse ekzojen karsinojenler hiicre siklusunda yavaglamaya
neden olmaktadir. Normal kosullarda bu yavaslama siirecinde hiicreler, DNA hasarini
tamir etme firsati bulmaktadirlar. Eger DNA hasari tamir edilemezse, hiicre ya
apoptozise ugrar ya da hasarli DNA’y1 igeren hiicre boliinmeye devam ederek mutasyon

birikimine ve dolayisiyla karsinogenezise neden olmaktadir (Sekil 2.1) (75,80).

DNA harabiveti

&\&\\fi\\o\.\@t

&

—

Hiicre  siklusu Ap-opt ozis

arrest l /

Sekil 2.1: Hiicre ici DNA tamir sistemi

2.1.6. Epigenetik

[k olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan &nerilen Epigenetik terimi

giiniimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz ve/veya mayoz



bolinme ile kalitilabilinen, gen  fonksiyonundaki  degisiklikler”  olarak

tanimlanmaktadir.

Epigenetik degisimler DNA veya RNA da genlerin sessizlesmesine (silencing)
yani protein iiretemez hale gelmelerine neden olan mekanizmalardir ve geni
inaktive/aktive edici bir mutasyon gibi genetik mekanizmayla esdegerdirler. Ancak
epigenetik degisimler geri doniistimlii oluslar1 ve DNA’nin baz dizisinde bir degisime
neden olmamalar1 gibi 6zellikleriyle genetik degisimlerden ayrilirlar. Normal hiicrelerde
gen ekspresyon kontroliinde gorev alan mekanizmalardir. Farkli epigenetik
mekanizmalar embriyonel gelisimde, farklilasmada, proliferasyon, genom biitlinliigiiniin
korunmasi1 vb. siireglerde rol oynarlar. Transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel

asamalarda gorev alan farkli epigenetik mekanizmalar bulunmaktadir (23,25).

2.1.6.1. Epigenetik Mekanizmalar

1. Transkripsiyonel

A. Histon modifikasyonlari

B. DNA metilasyonu

Bu mekanizmalar esas olarak transkripsiyon regiilatorlerinin DNA’ya ulasabilirligini

etkilerler. Transkripsiyon siirecinin baglamasi engellenir.

2. Post - transkripsiyonel

A. RNAi

Transkripsiyon sonrasi, mRNAnin sitoplazmada translasyon asamasii bloke
eden mikro RNA’lar bu grupta yer almaktadirlar. MikroRNA’lar kiiciik, 21-25 niikleotit
uzunlugundaki RNA molekiilleridir ve gen ekspresyonunun epigenetik kontroliinden
sorumludurlar. Bu mikroRNA’lardaki mutasyonlar onkogen ya da TBG davranisi
gosterirler.

DNA’nin epigenetik olarak tekrar diizenlenmesi, her kansere spesifik epigenom
haritalarinin ¢ikarilmasi, 6zellikle 2000’11 yillardan itibaren epigenetik mekanizmalarin
karsinogenez siirecinde biiyiik rol oynadiklarinin belirlenmesi ile baslamis ve halen ¢ok

yogun olarak devam etmektedir. Son yillarda kanserin molekiiler mekanizmasinin



belirlenmesinin yani sira, erken tani, tedaviye yanit gibi klinik 6zelliklerle de marker

olarak kullanilabilirlikleri arastirilmaktadir.

DNA metilasyonu, kanser gelisiminde ilk ve en ¢ok etkisinin degerlendirildigi

epigenetik mekanizmadir (23,25).

2.1.6.2. DNA Metilasyonu

Metilasyon, DNA dizisinde sitozin ve guanin diniikleotidlerinde (CpG) sitozinin
5’ Karbonuna metil grubunun baglanmasi ve 5-metil sitozinin (5SmC) olusmasidir (Sekil
2.2). Normal bir hiicrede, DNA’daki tiim niikleotidlerin % 0.75-1 kadar1 5mC
seklindedir ve genomdaki tiim CpG dintikleotidlerinin % 70-80 kadari etkiler. Sitozin
metilasyonu CpG diniikleotidlerinin disinda CpA veya CpT diniikleotidlerinde de
gozlenir. Ancak farklilagmis hiicrelerde CpG disindaki metilasyon ¢ok nadirdir, kdk

hiicrelerinin bir 6zelligi olarak ifade edilir.

Kromatin inaktivasyonuna bagli olarak 6kromatin yapinin heterokromatin hale
dontlistimiiniin genlerin promoter bolgelerindeki DNA metilasyonu ile diizenlendigi,
buna karsilik histon asetilasyonunun kromatini ve DNA demetilasyonunu aktive ettigi
ve boOylece gen sessizlesmesinden sorumlu faktdriin ortamdan uzaklastirildigi uzun
zamandan beri bilinmektedir. DNA ve histonlarin dogal kovalent modifikasyonlari
epigenom olarak ifade edilmektedir ve embriyonel, fetal ve postnatal donemlerde
farkliliklar gozlendigi gibi organizmanin farkli dokularinda da epigenom cesitliligi
sozkonusudur. Yani gelisimde, hiicre farklilasmasinda ana gorevi epigenom
istlenmektedir. Ayrica c¢evresel faktorlere yanitta da epigenomik degisimler

gozlenmektedir. (75,80).

Insan genomunda CpG diniikleotidi dagiliminda iki grup karsimiza ¢ikmaktadir.

1. CpG adaciklar: Gen promoter bolgelerinde lokalizedirler.
ii. Genomda dagmik halde bulunan CpG diniikleotidleri: Ozellikle
genomdaki tekrar dizileri, sentromer ve mikrosatellit DNAlardaki

daginik CpG diniikleotidlerinin normal hiicrelerde hipermetile halde

olduklari, bdylece genom biitiinliigiiniin korundugu, cevresel ajanlara
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yanit verilebildigi ifade edilmektedir. Bu dizilerdeki hipometilasyonun

genomik instabilitesi ile iligkisi ortaya konmustur.

Insan genomunda 29.000, demetler halinde bulunan CpG den zengin adacik
bulundugu hesaplanmistir. Bu adaciklar, CpG diniikleotidleri agisindan zengin ve genin
5’ promoter bolgesi ile genin birinci ekzonunun 5’ ucunda lokalizedirler. Ortalama %
60 insan geninde CpG adacigi bulunmaktadir ki bu genlerin ekspresyonu doku
spesifiktir. Aktif olan genlerin CpG adaciklart metile degildirler ve transkripsiyonun

baslamasi i¢in gerekli enzimler i¢in hedeftirler.

CpG adacig1 metilasyonuna bagl olarak genin sessizlesmesi i¢in Onerilen iki
mekanizma bulunmaktadir: Birinci mekanizma metilli DNA’ya baglanan proteinler
(MBP) tarafindan metilli DNA’nin taninmasi ve transkripsiyon baskilayicilarinin aktif
hale gelmelerinin saglanmasidir. Diger 6ne siiriilen mekanizmaya gore ise CpG adacigi
hipermetilasyon diizeyinin artmasina bagli olarak transkripsiyon faktorlerinin ve

polimeraz enziminin genin promoter bolgesine baglanmalarinin engellenmesidir.

DNA metilasyonu ilk olarak viriisler ve diger DNA patojenlerine karsi bir
korunma mekanizmasi olarak belirlenmistir. Normal kosullarda, DNA metilasyonu
differensiasyonda, genomik imprintingde, X kromozomu inaktivasyonunda ve tekrar

dizilerinin inaktivasyonunda rol oynamaktadir. (23,67).
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Sekil 2.2: DNA metilasyonundaki biyokimyasal yolaklar (23)
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2.1.6.3. Metilasyon ve Kanser

Ozellikle son iki dekatlik siire icerisinde, DNA metilasyonunun sadece kanser
gelisiminde degil ayn1 zamanda progresyonunda, tedavide de c¢ok Onemli oldugu
caligmalarla ortaya konmustur. Metilasyona spesifik anti-kanser tedavi protokolleri

gelistirilmistir. Kanserde iki epigenetik olay ¢ok dnemlidir.
1. Genomik Hipometilasyon 2. Genomik Hipermetilasyon

Normal hiicrelerle karsilagtirildiginda malignant hiicreler, genel oraninin

azalmas1 gibi, DNA metilasyonu ag¢isindan major degisimler gostermektedir (Sekil 2.3).

Pek ¢ok kanser tipinde, TBG’lerin CpG adaciklarinda hipermetilasyon olmasina
karsin LINE1 gibi uzun araya girmis diziler ile sentromer ve satellit DNA’lar1 gibi

tekrarlayan DNA elemanlarinda genellikle hipometilasyon dikkati ¢ekmektedir (23,25).

Global hipometilasyonun protoonkogen aktivasyonunda ve kromozomal
instabilitede etkili oldugu diistiniilmektedir. Kanserde, genellikle global hipometilasyon
ile birlikte kanser tipinde rol oynayan genlerin promoter bodlge hipermetilasyon
anomalileleri birlikte gozlenmektedir (Sekil 2.3). CpG adacik hipermetilasyonu
ozellikle kanserin baslangic basamagina spesifiktir ancak timor gelisiminin ilerleyen

asamalarinda da etkisi rapor edilmistir.

Tamor baskilayic DMNAtamir genlerinin
genlerin inaktivesyonu inaktivasyonu
{pl6, BRCAL) {MLH1, MGMT)

~ 7

CpG adas) hipermetilasyonu
a
Mormal CMNA metilasyaonu
|

Global hipomelilasyon
% ,l,? \ ?

Kromozomal Retrotranspozon Onkogen
instabilite aktivasyonu aktivasyanu

Sekil 2.3: Artmis CpG adaciklarinin muhtemel rolii ve tiimor gelisiminde global DNA

metilasyonunun azalmasi (25) (a) CpG artmis metilasyonu, timér baskilayici ve DNA tamir
genlerinin inaktivasyonuna yol agar. (b) Azalmis global DNA metilasyonunun kromozom stabilitesini
azaltma, retrotransposon elemanlarinin aktivasyonu (insersiyonel mutageneze yol acar) ya da
onkogenlerin aktivasyonuna yol actig1 diistiniilmektedir.
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Kanserlerde hipermetile olan genler tiimér olusumunu, invazyonunu, metastazini
baskilayan veya olugsan DNA hasarlarin1 tamir eden tiimor baskilayici1 genlerdir (TBG).
Ailesel kanser formlarina neden olan genlerin %50’sinin sporadik kanser olgularinda
hipermetilasyona ugradiklar1 gosterilmistir Yapilan bircok ¢aligmada germline olarak
kalitilan ilk mutasyondan sonra ikinci mutasyonun/vurusun gergeklesmesinde en onemli

mekanizmalardan birisinin metilasyon oldugu gésterilmistir (23,25,71)

2.2. MERKEZi SINiR SISTEMi TUMORLERI

Santral sinir sistemi, kranium ve vertebral kanal i¢inde simirlandirilmistir.
Meninks ad1 verilen bag dokudan olugan membranlarla ¢evrilidir. Sinir dokusu yapisal
olarak 2 hiicre tipi icerir; ndronlar ve glia (ndroglia) hiicreleri. Noronlar morfolojik ve
fonksiyonel olarak serebellumun internal graniiler tabakasini olusturan kii¢iik yuvarlak
hiicrelerden, primer motor korteksin genis piramidal Betz hiicrelerine kadar farklilik
gosteren heterojen bir ailedir (31). Glial hiicreler ise santral sinir sisteminde en ¢ok
bulunan ve sistemi destekleyen hiicrelerdir. Noronlarin aksine elektriksel uyarilart
iletmezler aksine noronlar1 koruyan, destekleyen, noron beslenmesi ve merkezi sinir
sisteminin savunmasini saglayan hiicrelerdir. Glial hiicreler ile noronlar arasinda ve
glial hiicrelerle vaskiiler hiicreler arasinda ¢ift yonlii kominikasyon vardir. Astrositler,
oligodendrositler, ependimal hiicreler ve mikroglialar santral sinir sisteminde bulunan
glial hiicre tipleridir.

Oligodendrositler; sitoplazmik uzantilari ile ndronlarin aksonlarini kusatarak santral
sinir sistemindeki myelin kilifi yaparlar. Rutin kesitlerde kiiciik, yuvarlak, lenfosit
benzeri niikleuslar1 ve halo seklinde ¢ekilmis sitoplazmalar ile taninirlar.

Ependimal hiicreler; serebral ventrikiilleri kaplarlar ve koroid pleksusun ortiicli

hiicreleri ile yakin iligkilidirler.

Mikroglialar; noral tlipten degil, kemik iligindeki onciil hiicrelerden koken alirlar.
Kisa uzantilara sahip, uzun, kiiciik hiicrelerdir. Sinir dokusunun fagositik hiicreleri olup

makrofajlar gibi fonsiyon goriirler (32,35,70).
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Astrositler; glia hiicreleri i¢ginde sayis1 en fazla olanlardir. Yapisal destek saglar,
onarim islemlerinde, metabolik degisimlerde gorevlidirler ve kan-beyin bariyerinin

elemanidirlar (18,35).

2.2.1. Merkezi Sinir Sistemi Tiimérleri Goriilme insidansi

Amerika Beyin Timori Kayit Merkezi’nin (Central Brain Tumor Registry Of
The United States-CBTRUS) yayinladig1 rapora gore primer beyin timori (benign ve
malign) insidansi yiizbinde 11.4 ve 23.5 arasinda degismektedir (11). Tiirkiye’de ise
beyin tiimorleri tiim kanser olgulari igerisinde kadinlarda %3.99, erkeklerde ise %3.77

oraninda goriilmektedir (74).

2.2.2. Merkezi Sinir Sistemi Tiimorlerinin Simiflandirmasi.

Santral sinir sistemi tiimorlerinin siniflandirilmasi onkogenezdeki hiicre tipine,
noroglial fibrillerin varligina veya yokluguna, biiylimenin makroskopik 6zelliklerine ve
hiicresel atipi derecesine gore yapilmaktadir. WHO tarafindan 2007 yilindaki histolojik
kriterlere dayanilarak yapilan siniflandirmada, tiim tiimoérler 7 ana gruba ayrilmistir (37)

(Tablo 2.2)
2.2.3. Merkezi Sinir Sistemi Tiimorlerinin Derecelendirilmesi

Diinya Saghk Orgiitii’'niin beyin tiimérlerini derecelendirmesinde atipi, mitoz,
endotelial proliferasyon ve nekroz gibi histopatolojik ozellikleri dikkate alinmigtir
(Tablo 2.3).

Timor, tabloda belirtilen 6zelliklerden higbirisini tagimiyorsa derece 1, birisini
(genellikle atipi) tastyorsa derece 2, ikisini tagiyorsa derece 3, daha fazlasini tagiyorsa

derece 4 olarak tanimlanmaktadir.

Histopatolojik Derece :

Gx: Arastirilmamis

G1: lyi diferansiye timér.

G2: Orta derecede differansiye tiimor.
G3: Kotii differansiye tiimor.
G4:Andifferansiyetimor
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Tablo 2.2: Santral Sinir Sistemi tiimorlerinin WHO siniflandirmasi (41)

1. Noroepitelial doku tiimorleri

Ganglioglioma

Astrositik Tiimorler
Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrositom
Subependimal dev hiicreli astrosito
Pleomorfik ksantoastrositom
Diffiiz astrositom
Fibriler astrositom
Gemistositik astrositom
Protoplasmik astrositom
Anaplastik astrositom
Glioblastoma
Dev hiicreli glioblastom
Gliosarkom
Gliomatosis serebri
Oligodendroglial tiimorler
Oligodendroglioma
Anaplastik oligodendrogliom
Oligoastrositik tiimorler
Oligoastrositom
Anaplastik oligoastrositom
Ependimal tiimorler
Subependimoma
Miksopapiller ependimom
Ependimoma
Selliiler
Papiller
Clear cell
Tanisitik
Anaplastik ependimom
Koroid pleksus tiimorleri
Koroid pleksus papillomu
Atipik koroid pleksus papillomu
Koroid pleksus karsinomu
Diger noroepitelial tiimorler
Astroblastom
3.ventrikiiliin kordoid gliomasi
Angiosentrik glioma
Noronal ve miks noronal-glial tiimorler
Serebellum displastik gangliositomasi
Desmoplastik infantil astrositom
Gangliositom

Anaplastik gangliogliom

Santral nérositom

Ekstraventrikiiler nérositom
Serebellar lipondrositom

Papiller glionéronal timor
Paragangliom

4. ventrikiiliin gliondral timorii
Pineal bolge tiimorleri
Pineositoma

Pineoblastoma

Intermediyer farklilik gdsteren pineal tm
Pineal bolge papiller timori
Embriyonal tiimorler
Medulloblastom

Primitif néroektodermal timor
Atipik teratoid/rabdoid tiimor
2.Kranial ve paraspinal sinir tiimorleri
Scwannom

Norofibrom

Perindrom

Malign periferal sinir kilifi timorleri
3.Meninkslerin tiimorleri
Meningoepitelial hiicre tiimorleri
Mezenkimal tiimorler

Primer melanositik lezyonlar
Histogenezi bilinmeyen tiimorler
4.Lenfoma ve hematopoetik tiimorler
5.Germ hiicreli tiimorler
Germinom

Embriyonal karsinom

Yolk sak tlimdrii

Koryokarsinom

Teratom

Mikst germ hiicre timdrleri

6.Sellar bolge tiimorleri
Kraniofarengiom

Graniiler hiicreli timor

Pituisitoma

Adenohipofiz onkositomasi
7.Metastatik tiimorler
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Tablo 2.3 : Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin derecelendirilmesi (41)

I oI 1II 1A%

Astrositik tiimorler
Subependimal dev hiicreli tiimor
Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrositom
Diffiiz astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom
Anaplastik astrositom X
Glioblastom
Deyv hiicreli glioblastom
Gliosarkom

Oligoastrositik tiimorler
Oligoastrositom X
Anaplastik oligoastrositom X

Ependimal tiimorler
Subependimom
Miksopapiller ependimom
Ependimom X
Anaplastik ependimom X

Koroid pleksus tiimorleri
Koroid pleksus papillomu X
Atipik koroid pleksus papillomu X
Koroid pleksus karsinomu X

Diger noroepitelial tiimorler
Anjiosentrik gliom X
3. ventrikiil koroid gliomu X

Noronal ve miks néroglial
tiimorler
Gangliositom
Gangliogliom
Anaplastik gangliogliom X
Desmoplastik infantil astrositom ve X
gangliogliom
Disembrioblastik noroepitelial tiimor X
Santral norositom
Ekstraventrikiiler norositom
Serebellar liponoérositom
Spinal kord paragangliogliomu
Papiller gliondronal tiimor
4. ventrikiiliin glionoral tiimorii

> | <
e liaile

el il

<X

<X

il

ellalle
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2.2.4. Etiyoloji

Beyin tiimoérlerinin etiyolojisi konusunda ¢esitli varsayimlar ileri siiriilmiisse de
bu konuda kesin bir sonuca ulasilamamistir. Travma, hormonal faktorler, cevre ve

genetik faktorler nemle lizerinde durulan etkenler arasindadir (1).

Kanserojen madde iceren, oOzellikle Petro-kimya sanayi artiklari ile temas
edenler ile manyetik alan icerisinde ¢alisanlar ve 6zellikle radyasyon alanlarda beyin
timori goriilme sikhiginin arttigina iligkin veriler bulunmaktadir (1). Santral sinir
sistemi (SSS) tiimorlerinin, nérofibromatozis (tip 1 ve 2), tiiberoz skleroz, Li-Fraumeni
sendromu, von Hippel-Lindau hastaligi, familyal polipozis ve nevoid bazal hiicreli
karsinoma gibi herediter hastaliklarla birlikte goriilmesi ve molekiiler, sitogenetik
acidan yapilan c¢alismalarda elde edilen genetik bozukluklar, beyin tiimdrlerinin

etiyolojisinde genetik faktorlerin de roliinii ortaya koymustur (8).

2.2.5. Epidemiyoloji

Santral sinir sistemi tiimorlerinin yas dagilimi incelendiginde, ¢cocukluk ¢aginda
siklikla ortaya ¢iktig1r gbzlenmektedir. Santral sinir sistemi tiimorleri i¢ginde, 15 yasinda
gelisen primer tiimorlerin yaklasik % 40-45’inin, eriskin yas grubunda ise % 50-60’1nin
astrositer kokenli timorler oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla astrositomalar her yasta
geligebilen tiimorlerdir. Ancak geng yaslarda gelisen tiimorlerin daha ¢ok diisiik derece
iken ileri yaglarda yiiksek derece astrositomlarin siklikla gozlendigi bildirilmektedir
(Sekil 2.4). Yirmili yaslardan 70’11 yaslara kadar giderek artan bir siklik gostererek 70
yasindan sonra tekrar sikliginda azalma goriilmektedir. Hemen tiim yas gruplarinda
erkeklerde kadinlara gore hafif bir fazlalik saptanmaktadir. Yaslt grupta en sik goriilen

tiimorler glioblastom, metastatik karsinom, menenjiom ve Schwannom’dur (30).
Dekatlara gore en sik goriilen tiimdrleri su sekilde siniflandirabiliriz.

1. ve 2. dekatta; Medulloblastom, ependimom, pilositik astrositom (posterior

fossa tiimorleri) ile kraniofarinjiom ve koroid pleksus tiimorleri,

3. - 5. dekatta; Diffiiz astrositom, anaplastik astrositom, oligodendrogliom,

ependimom (serebral hemisferler) ile menenjiom,
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6. ve 7. dekatta; Glioblastom, anaplastik astrositom, anaplastik
oligodendrogliom, metastatik karsinomlar, lenfoma (serebral hemisferler), menenjiom,

Schwannom, pitiilter adenom (30).

100 —

o ————All brain tumors

c .
£ _—
g ,,,,-' /_:, Meningioma
a 104 -

z"’ /'
g _— "~ Glioblastoma
g N
§ . ) 7//(-‘" " Astrocytoma
i 7 /// —
§ N
.E Y >(_ S
3 0.1 /
E / _— '
E & ~ Mixed glioma

Oligodendroglioma

Pilocytic astrocytoma
0.01 T T T T T T 1
U-19 20-34 30-4% 40-34 D064 61-/4 [0-B4 BOot+

Age group

Sekil 2.4: Primer beyin tiimérlerinin yaslara gére dagilimi (24)

(Tim beyin tiimdrleri grubu kranial ve spinal sinir tiimdrlerini, hemangioblastomalari, primer
lenfomalari, germ hiicre tiimorlerini, sellar bolge tiimorlerini icermektedir. Astrositoma grubu diffiiz
astrositomalar1, anaplastik astrositomalari, unique astrositoma varyantlarini ve Ozellestirilmeyen
astrositomalar1 icermektedir (PNET: primitive neuroectodermal tumor).

2.3. GLIAL TUMORLER

Glia ya da noroglia denilen beyindeki destekleyici hiicrelerin neoplastik degisimi
sonucunda “gliomalar” olarak isimlendirilen timor grubu gelismektedir. Genelde
intraaksiyal yerlesimli, kapsiilsiiz ve diffliz biiylime gosteren tiimorlerdir. Gliomalar
astrosit, oligodendrosit ve ependimal hiicre kokenli olabilmesine karsin bazen terim
olarak astrositoma ve glioma degisen bicimde birbiri yerine kullanilabilmektedir. Tiim

glial tiimorler hiicresel tiplerine gore 4 gruba ayrilmaktadir (11).

1- Astrositik tiimorler
2- Oligodendrioglial tiimorler
3- Ependimal tiimorler

4- Miks glial tiimorler
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Astrositomlar tiim glial tiimorlerin %80-85’1in1 olustururlar. Astrositomlar artan

anaplazi oranlarma ve histopatolojik goriiniimlerine goére dort dereceye (grade)

ayrilmaktadir.
1- Pilositik WHO DERECE I
2-Diffiiz Astrositom WHO DERECE II

3-Anaplastik Astrositom WHO DERECE III
4-Glioblastoma Multiforme WHO DERECE IV

Derece arttikga gerek atipi, damarlanma, mitoz Ozellikleri ile karakterize
biliyiime potansiyeli, gerekse prognoz bakimindan koétiilesme s6z konusudur. Derece 1
astrositomlar, 1iyi farklilasmis gliomlardir ve bu terim pilositik astrositomlar,
subependimal dev hiicreli astrositomlar, pleomorfik ksantoastrositomlar i¢in kullanilir.
Derece 2 astrositomlar, diffiiz astrositomlar olarak da adlandirilirlar. Anaplastik
astrositomalar, derece 3 diizeyindeki astrositik tiimorler olup “Malign” astrositom veya
yiksek dereceli astrositom olarak da bilinirler. GBM, derece 4 astrositom olup, en
malign astrositik timordiir. Tiim primer beyin tlimorlerinin yaklasik olarak % 38’ini AA

ve GBM olusturur (12).

2.3.1 Glioblastoma Multiforme (GBM)

Kotli diferansiye astrositlerden olusan en malign astrositik tiimdrdiir.
Glioblastoma multiforme erigkin yas grubunun en sik goriilen ve en malign olan beyin
timoriidiir.

1863 yilinda Virchow tarafindan glial orjinli tiimor olarak belirlenmistir. 1914
yilinda Mallory tarafindan spongioblastoma multiforme terimi kullanilmistir. 1929
yilinda Bailey ve Cushing bu terimi glioblastoma multiforme olarak degistirmistir. Daha
ayrintili tanim Ziilch, Russell ve Rubinstein tarafindan verilmistir. Giliniimiizde

glioblastom, glioblastoma multiforme ile esanlamli kullanilmaktadir (33).

Yaklasik olarak tiim intrakranial tiimorlerin %12-15’ini ve astrositik tiimdrlerin
%50-601n1 olusturur (27). Insidans piki 45-70 yas arasindadir. Glioblastom hastalarinda
ortalama sagkalim siiresi 12-18 aydir. Fakat [160 yas {istii hastalarda ortalama sagkalim

daha kisadir (11). Ziirih Universitesi Hastanesindeki 1003 glioblastomlu hastanin %70’
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bu yas grubundadir. Biyopsilerde ortalama yas 53 olup erkekler daha sik olarak
etkilenmektedir (erkek/kadin orami 1.5/1 seklindedir). Benzer olarak Dohrman,
glioblastomlarin %38,8’inin ¢ocuklarda goriildiigiinii bildirmistir. Ultrasonografi ile en

erken gestasyonun 29. haftasinda tespit edilebilmektedir (33).
2.3.2. Histopatoloji

Glioblastom, siklikla pleomorfik, belirgin niikleer atipi ve mitotik aktivite igeren
astrositik hiicrelerden olusur. Belirgin mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz esas
tanisal isaretlerdir. Glioblastome multiforme terimi tiimdriin histopatolojisinin
cesitliligini ifade eder. Glioblastomdaki bolgesel heterojenite, ozellikle stereotaktik

biyopsiye dayanan tanilarda ciddi histopatolojik zorluklara neden olmaktadir.

Belirgin mikrovaskiiler ¢ogalma ve/veya nekroz onemli tani kriterlerindendir.
Doku 6rneklerinde, tiimor merkezinde biiyiik nekrotik alanlar, periferde ise canli timdr
hiicreleri kiimelenmistir Glioblastomlar bolgesel farkliliklar gosterdikleri i¢in doku

orneklerinin az olmas1 durumunda histopatolojik tan1 gliclesmektedir (27,62).

2.3.3. Primer ve Sekonder Glioblastomlar

Glioblastomalar; primer glioblastoma ver sekonder glioblastoma olarak iki alt
grupta degerlendirilmektedirler. Ancak iki alt grup tanimi ve bunlarin birbirlerinden
ayirt edilmesi gerektigi ilk kez 1940 da Alman noropatolog Hans-Joachim Scherer

tarafindan vurgulanmistir.

Primer glioblastomlar 50 yasindan daha biiyiik olgularin % 60 kadarini igerir. Bu
ileri derece tiimorler de novo ortaya ¢ikan, klinik ve/veya histopatolojik daha az malign
prekiirsor lezyon Oykiisii olmayan, ii¢ aydan daha kisa klinik 6ykii ile kendini gosteren

tiimor tipidir. [lk semptomdan histolojik taniya kadarki ana dénem 6.3 aydir (3,47).

Glioblastomlarin geri kalan % 40 kadarin1 olusturan sekonder glioblastomlar 45
yasindan daha gen¢ olgularda ortaya ¢ikan, diisiik derece (WHO Grade II) veya
anaplastik astrositomadan daha malign anaplazi derecesine doniisiimii sonucunda olusan
tiimorlerdir. Malign progresyon icin gerekli siire 12 aydan daha kisa olabildigi gibi 10
yili1 da gegebilmektedir ki ortalama progresyon siiresi 4-5 yil olarak bildirilmektedir.
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Ayrica ortalama sagkalim siiresi sekonder glioblastoma hastalarinda 12-15 aydir.
Bu siire primer glioblastoma hastalarina gére daha uzun bir siiredir. Bu farkin nedeninin
sekonder glioblastoma hastalarinin yas grubunun gen¢ olmasi ile iliskili oldugu

distintiilmektedir (47,54,56).

Tim astrositik neoplaziler birlikte degerlendirildiginde, en fazla genetik
aberasyonlar1  iceren, farkli yolaklarin anomalilerinin  goriildigli  tiimorler
glioblastomlardir. Ayrica molekiiller yontemlerdeki gelismelere bagli olarak
glioblastomlarin molekiiler patogenezine bakildiginda farkli genetik yolaklardan orjin
aldiklar1, farkli yaslardaki olgular1 etkiledikleri ve bugiin kullanilan terapilere farkli
yanitlar verdikleri i¢in sekonder ve primer glioblastomlarin farkli hastalik antitelerinden

olustuguna dair kanitlar artmaktadir (3).

2.3.4. Glioblastoma Multiformede Genetik Ozellikler

Gliomalarin genetik 6zellikleri Norofibromatéz ve Li-Fraumeni sendromunun
molekiiler temellerinin agiklandig1 1980’lerin son donemlerinden bugiine kadar yapilan
caligmalarla ortaya konulmaya calisilmaktadir. Son yillarda genis olgu-kontrol
serilerinde gergeklestirilen tiim genom asosiasyon c¢alismalari diisiik penetrans gdsteren

genlerin belirlenmesini saglamistir (56).

Primer ve sekonder GBM’ler histolojik olarak birbirlerinden ayrilamazlar.
Ancak molekiiler diizeyde her tipin farkli genetik anomalileri vardir ve her birinin ortak
histopatolojik sonuca ulasan farkli molekiiler rotalara bagli olarak olustuklari uzun
zamandan beri lizerinde diisiiniilen bir konudur. Diffiiz astrositomlar ( diisiik derece
astrositom, WHO Grade II) ve anaplastik astrositomlarin (WHO Grade III) molekiiler
patolojisi sekonder GBM patogenezi ile ayn1 6zellikleri tasimaktadir (32).

Oligodendroglioma ve astrositom WHO klasifikasyonu o6zellikle morfolojik
ozelliklere gore yapilmaktadir. Ancak bu iki tip de farkli timor gelisim yolaklar:
sergilemektedirler. Ornegin oligoastrositomlar 1p/19q delesyonlar: ile iliskili iken
astrositomlar P53 mutasyonlar1 ile baglantilidirlar ve her iki molekiiler olay

birbirlerinden farklidirlar. Bu nedenle tiimor tipi ve derecesini belirlemede sadece
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histopatolojik 6zellikler yetersiz kalmaktadir. Tiimoriin genetik fenotipini de belirlemek

kesin timdr tipi ayrimi, yasam siiresi ve tedavi i¢in yol gosterici olmaktadir (9,32).

Primer tiimdrlerin molekiiler patogenezini belirlemek amaciyla genis olgu-
kontrol serilerinde yapilan ¢alismalarda 601 gen dizilenmis ve bu genlerden sadece
birkag¢ tanesinin rekiirrent anomaliler gosterdigi saptanmistir. Bu genler arasinda TP53
(%42), PTEN (% 33), NF1 (%21), EGFR (%]18), RB1 (%]11), ve fofsotidilinozitol 3-
kinaz (PI3K) alt birimleri (kombine sekilde %17) rapor edilmistir (6).
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Sekil 2.5: Glioma patogenezinin gelismesinde rol oynayan genetik yolaklar (6)

Sekil 2.5.°in sol panelinde primer GBM’lerde yiiksek prevelans gosteren gen
degisimlerinin biiyiime faktorlerini ve intraseliiler ortamdaki sinyal yolaklarini nasil
uyardigi, bu arada P53 ve RB gibi TBG’lerin fonksiyonlarini nasil inhibe ettikleri
gozlenmektedir. EGFR, PDGFRA, veya MET biiyiime faktor reseptorlerinin mutasyon
/amplifikasyon ile aktivasyonu sik gozlenen ve birbirleriyle baglanti gosteren
anomalilerdir (Sekil 2.5). NF1 kaybinin tiim bu anomalilerin disinda olmasi farklt bir
patojenik rota olasiligimi disiindiirmektedir. PI3K’nin direkt aktivasyonu alt
birimlerinin mutasyonlar1 ile olusmaktadir. Bildirilen pek ¢ok mutasyonun fonksiyonel
ozellikleri heniiz yeni belirlenmesine ragmen, PI3K mutasyonu ile PI3K inhibit6rii olan
PTEN delesyonunun birbirlerinden bagimsiz olduklar1 diistiniilmektedir. Tiim belirtilen

anomaliler birlikte degerlendirildiginde genis serilerde incelenen tiimoérlerin % 88’den
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fazlasinda bu yolaklar1 aktive eden en az bir mutasyona sahip olduklar1 gézlenmistir.
Timor baskilayict genlerden P53 ve RB’un diizenleyici gorevi iistlenen yolaklari
olgularin sirasiyla %87 ve % 78 ’inde mutasyon ve/veya kopya sayist degisimleri ile
engellendigi gozlenmistir. MDM2 amplifikasyonu, MDM4 amplifikasyonu ve P53
mutasyonlar1 da birbirlerinden bagimsiz olduklarindan P53 TBG’nin temel hedef
oldugu sdylenebilir. Ayn1 sey CDK4/6 ve RB gen mutasyonu icin de gecerli gibi
goziikmektedir. Bu yolakta da RB hedef olarak alinmaktadir. CDKN2A delesyonlari
primer GBM’lerde oldukca prevelan olan bir anomalidir ve pl6/Ink4a ile p14/ARF
proteinlerini etkilemektedir ki bu da sirasiyla RB ve P53 fonksiyonlarinin inhibisyonuna
neden olmaktadir. Primer tiimdrler de novo olarak ortaya ¢iktiklar1 i¢in patogenezdeki
olaylar dizisini belirlemede giicliikler yagsanmaktadir. Ancak en sik gozlenen anomaliler
arasinda kromozom 7 kazanci ile CDKN2A delesyonunun erken donemde ortaya ¢ikan
olaylar oldugu, yiiksek EGFR amplifikasyonunun ise ge¢ donemde olustugu
diistintilmektedir (6).

Gliomalarin  protein diizeylerinin degerlendirilmesi ile alt gruplarinin
belirlenmesini hedefleyen pek ¢ok calisma literatiirde yer almaktadir. Verhaak ve ark.
lar1 transkript 6zelliklerine gore gliomalar1 prondral, mezensimal, klasik ve noral olarak
dort gruba ayirmistir (85). Prondral, mezensimal ve klasik alt gruplarinin farklh
molekiiler anomaliler gosterdikleri Sekil 2.5°de goriilmektedir. Klasik tip, EGFR
amplifikasyonu ve P16 ile PTEN delesyonlari ile karakterize iken mezengimal tipte
NF1, P53 ile CDKN2A kaybi/mutasyonu gozlenmektedir. Pronoral tipte PDGFRA,
CDK4, CDKG6 ve hafif diizeyde MET genlerinin ileri diizeydeki amplifikasyonlar ile
IDH1, PI3K ve P53 kaybi/mutasyonunun siklikla gézlendigi bildirilmektedir. Dordiincii
alt tip olan noral GBM’lerde ise diger alt gruplarda gdzlenen anomaliler goriilmekte

olup spesifik rekiirren anomali belirlenmemistir (10).

2.3.4.1. EGFR (Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii)

Epidermal Biiyliime Faktorii reseptorii glioma, akciger ve kolorektal kanser gibi
pek cok kanser tipinde anahtar rol {istlenmis transmembran glikoproteindir. EGF ve
TGFa (transforming growth factor) gibi ekstra selliiller ligandlarin hiicre igerisine
girmelerini saglayan reseptordiir. Kromozom 7pll.2 de lokalizedir. Glioblastom
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olgularmin iigte birinden fazlasinda EGFR amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu
gozlenmektedir. EGFR amplifikasyonu gosteren GBM’lerde ayn1 zamanda tipik olarak
kromozom 10 kaybr da birliktelik gosterir ki bu PTEN geni kaybin1 yansitmaktadir (73).

Imminohistokimyasal ¢alismalarda primer GBM’lerin %60 ‘indan fazlasinda ve
sekonder GBM’lerin %10 kadarinda asir1 EGFR ekspresyonu gosterilmistir.
Amplifikasyonu ise yaklasik %30-40 oraninda goriilmiistiir (52). En c¢ok gdzlenen
mutasyon, ekzon 2-7°de goriilen ¢erceve kaymasi mutasyonu sonucu olusan fonksiyon
kazanimidir. Mutasyon sonucu glioma hiicrelerinde proliferasyon ve invasyon meydana
gelir. GBM’de 35 yasin altindaki hasta populasyonunda EGFR amplifikasyonunun
bulunmadigi, o6zellikle p53 mutasyonunun bulundugu belirtilmektedir. Anaplastik

glioblastomlardan GBM’e geciste etkili oldugu ifade edilmektedir (53).

2.3.4.2. P53

Hiicre siklusu DNA hasar1 tamiri, apoptozis ve neovaskiilarizasyonda énemli rol
oynayan kromozom 17p’de lokalize bir timér siipresor gendir. Astrositik beyin
tiimorlerindeki ilk genetik degisiklik p53 mutasyonudur. Goriilme sikligr %25-30’dur.
p53 mutasyonlar1 primer GBM‘de daha diisiik oranda gozlenirken (%10) sekonder
GBM’ lerde daha yiiksek oranda (%65) bildirilmistir (71). p53 protein akiimiilasyonu,
p53 mutasyonundan daha siktir ve yine sekonder GBM’de primere gore daha fazla

goriiliir (50,51,60,75).
2.3.4.3. MDM2

P53 ile kompleks olugturan MDM2 proteini, P53’{in transkripsiyonel aktivitesini
yok eder. MDM2 p53’iin inhibitorii olarak 12q’da yer alir. Bu ylizden, MDM2
amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu, p53°iin diizenledigi hiicre biiylime kontroliinden
kacisin alternatif yoludur. Amplifikasyonu GBM’lerde %10’dan az oranda goriilmekte
olup bunlarin hepsi p53 mutasyonu tagimayan primer GBM olgularidir (52,77). MDM?2
proteininin asir1 ekspresyonu, primer GBM’lerin %50’sinden fazlasinda goriilmektedir.
Bunun aksine sekonder GBM’lerde asir1 protein ekspresyonu olgularin sadece %10

kadarinda saptanmaktadir (5). Ozet olarak, gen amplifikasyonu olmadan MDM2’nin
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asir1 ekspresyonu, tipik olarak p53 mutasyonu tagimayan primer GBM’ler i¢in genetik

belirleyicidir (52,73,75).

2.3.4.4. CDKN2A

CDKN2A lokusunun gen {irlinleri pl6 ve pl4’tiir. Tiimor baskilayici gen olan
P14, MDM2 tarafindan uyarilan P53 degredasyonu ve transkripsiyonel sessizligini
engelleyerek P53’1 aktif hale getirir. P14 ekspresyon kaybi, GBM’lerde %76 oraninda
goriilmekte olup molekiiler patolojisinde delesyonla birlikte hipermetilasyonun da etkili

oldugu bilinmektedir (47,50).

2.3.4.5. P16, CDK4 VE RB YOLU

Kromozom 9p21°de lokalize olan P16/INK4a bir TBG’dir ve hiicre biiylimesini
siklin bagimli kinazlardan CDK4 ve CDK6‘y1 inhibe ederek kontrol eder. P16
ekspresyon kaybit durumunda, CDK’larin asir1 ekspresyon ve amplifikasyonu
dolayisiyla kontrolsiiz seliiler proliferasyon olugsmaktadir ki bu 6zellik RB fonksiyon
kayb1 sonucunda da hiicre siklusunun kontroliiniin bozulmas1 olarak kendini gosterir.
Bu yoldaki bozukluklar, primer ve sekonder GBM’lerin her ikisinde de yaklasik % 40-
50 oraninda gbzlenmektedir. Her ikisinde de RB ekspresyon veya CDK4 amplifikasyon
siklig1 esit oranda goriiliirken, P16 delesyonu belirgin olarak primer GBM’lerde daha
sik goriilmektedir. EGFR amplifikasyonu olan GBM olgularimin biiyiik kisminda P16
delesyonu eslik etmektedir. Bu da; primer GBM’lerin {i¢te birinde goriilen, ancak

sekonder GBM’lerde goriilmeyen P16 delesyonu verisini desteklemektedir (50,64).

2.3.4.6. PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Reseptor)

Bag dokusu ve glia i¢in bir majér mitojen olan PDGF, A ve B zincirlerinin
birlesiminden olusur. Bu ligandlar tirozin kinaz reseptor ailesinden PDGFR-a ve
PDGFR-f reseptorleri tarafindan taninir. PDGFR-o’nin asir1 ekspresyonu, hem diisiik
hem de yiiksek dereceli astrositomalarda bildirilmistir. PDGFR-o’nin amplifikasyonu ve
asir1 ekspresyonu, sekonder GBM olusum yolu i¢in tipiktir ve pS3 mutasyonu gibi ilk

goriilen degisikliktir (61,68). Primer tlimorlerin olus yolaklarindan birinin PDGFRA
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formu yeniden diizenlenmeleri oldugu disiiniilmektedir. Bu formun EGFR den sonra
yiksek oranda amplifiye olan ikinci aday gen oldugu, amplifikasyonun hiicre sinyal

iletimini bozarak seliiler proliferasyona neden oldugu tahmin edilmektedir (64,73).

2.3.4.7. Kromozom 10°da LOH, PTEN (MMAC1) ve DMBT1

Kromozom 10p, 10923 ve 10q25-26 lokuslarinda veya tiim kromozom 10
heterozigosite kayb1 (LOH), GBM’lerde en sik goriilen degisikliklerdir (50,51). Timor
baskilayict gen olan PTEN mutasyonu veya kaybi, %30 GBM olgusunda
gozlenmektedir. Buna karsilik PTEN delesyonu diffiiz astrositoma ve anaplastik

astrositomada nadir gbzlenmektedir (Sekil 2.8).

Deleted in malignant brain tumors 1 (DMBT1) geni, kromozom 10g25-26’da
lokalize bir TBG’dir. Bir diger gen ise MYC antagonisti MXI1 1’dir. GBM’li olgularin
% 23- 38 kadarinda delesyonlar1 rapor edilmistir (51,73).

Kromozom 10 kayb1t GBM olusumu i¢in ¢ok énemlidir. Diffiiz astrositoma veya
anaplastik astrositoma’dan GBM’ye transforme olan olgularda siklikla 10q’da
heterozigosite vardir. Primer GBM’de tiim kromozom 10’da kayip varken, sekonder

GBM’de heterozigosite kayb1 kromozom 10q ile sinirlidir (50,73).

2.3.4.8. Kromozom 19q da LOH ve DCC Geni

Kromozom 19q da LOH daha siklikla oligodendrogliomda (%70) gozlenirken,
diisiik dereceli astrositomlarin, AA ve GBM’ye doéniisiimiinde 19q kaybin1 etkili oldugu
diistiniilmektedir. Kromozom 19q LOH si ;diffiiz astrositomda ~ %15, AA da ~ %45 ve
sekonder GBM de %54 gozlenirken, primer GBM’de ancak % 6 diizeyinde
gozlenmistir. Bu da, 19q LOH’nin diisiikk dereceli astrositomlarin malign formlara

dontistimiinde rol aldigin1 desteklemektedir.

“Deleted in colorectal cancer” (DCC) geni, noral adhezyon molekiil ailesine
bagli bir timoér baskilayicti gendir ve 18. kromozomda lokalizedir.

Immunohistokimyasal ¢alismalarda, bu gene ait protein yoklugu astrositomada (G II)
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%7, sekonder glioblastomda %47 diizeyinde saptanirken, primer glioblastomda %25

diizeyinde saptanmistir (52,58).

[ Astrosit veya glial prekiirsor hiicre J
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Sekil 2.6: Astrositik tiimorlerde molekiiler degisim (73)

2.3.4.9. MGMT

Gliomalarin tedavisinde kullanilan alkilizan nitroziireler guaninin 6. oksijen
atomuyla birleserek hiicreye zararli DNA bileskeleri olustururlar. DNA bileskesi,
caprazinda bulunan sitozin ile de baglanarak DNA da zincir kirilmasina yol acar. O6-
Metil Guanin Metil Transferaz (MGMT) hiicreye zararli olan alkil gruplarini guaninin
6. pozisyonundan kesip ¢ikartmadan kendi sistin birimine baglayarak uzaklastiran bir
DNA tamir proteinidir. Uzerindeki sistine alkil grubunun baglanmasi ile MGMT
inaktive olur. Bdylece proteinin bir intihar molekiilii gibi goérev yapmasi ve hasari tamir
ederken kendi islevini kaybetmesi s6z konusudur. Bu nedenle MGMT protein diizeyi
hasarli hiicrelerde 6nem tasimaktadir. Proteinin translasyonu promotor bdlgesinin

metillenmesi ile kontrol edilmektedir. MGMT geninin metillenerek sessizlestirildigi
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durumlarda, alkil gruplart DNA hasarina yol agmaktadir ve hiicre Oliimi

gerceklesmektedir (57).

MGMT enziminin, alkil gruplarim1 DNA molekiilinden uzaklastirarak hasari
tamir etmesi ile timor hiicreleri alkilleyici ilaglara karsi direng gelistirirler. Ancak
promotor bolgesi metillenerek etkisiz hale getirilen MGMT enzimi, hasarli DNA

molekiiliinii onaramadigi i¢in tiimor hiicresi apoptoz siireci sonunda kaybedilir.

DNA tamir enzimi kodlayan MGMT geninin promotor hipermetilasyonu primer
GBM’de % 36 ve sekonder GBM’de %75 oraninda goriilmektedir ki bu son yillarda.

Temazolomid tedavis i¢in iyi prognoz gostergesi olarak kullanilmaktadir (9,13).

2.3.5 Glioblastoma Multiformede IDH2 Gen Mutasyonu

Son yillarda yapilan ¢aligmalar gliomanin genetik alt yapisina yogunlagmustir.
2008’de yapilan genis ¢apli genom analizinde daha 6nce tanimlanmamis olan metabolik
enzim kodlayan bir gen IDH1’i tanimlamislardir. insan genomu 5 adet IDH genine
sahiptir. Bu 5 gen nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP) ve nikotinamid adenin
dintikloetid’in (NAD) koenzimleridir.

IDHI sitoplazma ve peroksizomda lokalize IDH2 ve IDH3 ise mitokondride
lokalizedir. IDH1/2 mutasyonlar1 %70 oraninda WHO derece 1I ve III astrositomada,
oligodendroglioma ve sekonder gliomada goriilmektedir. IDHI mutasyonu tasimayan
timorlerde siklikla IDH1 ile analog aminoasit kodlayan IDH2’de mutasyon
saptanmistir.  Gliomada IDHI1’in en sik RI132H mutasyonu (G395A) arjinin
aminoasitinin histidine, IDH2’nin R172K mutasyonu (G515A) ise arjinin lizine

doniistimiine neden olmaktadir (69).

IDH1 mutasyonlar1 kanser vakalar1 arasinda son donemlerde énemli derecede

yerini almaktadir. Daha az siklikla IDH2 mutasyonlar1 da bu dilim i¢inde yer alir.

Son donemde yapilan ileri analizler IDH1/2 mutasyonlarinin yeni bir prognostik
marker oldugu sonucunu vermistir. IDH1/2 mutasyonuna sahip glioma hastalarinin bu
mutasyonu tagimayanlara gére daha uzun yasam siiresine sahip oldugu, Ichimura ve

arkadaslarinin yaptiklar1 ¢cok basamakli caligmalarla desteklenmistir (26).
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2.3.5.1. IDH Gen Mutasyonlarinin Fonksiyonel Sonug¢lar:

IDH mutasyonlariin kesfinden bu zamana kadar, IDH1-2 mutasyonlarinin insan
kanserlerindeki yeri hala gizemini korumaktadir. IDH mutasyonlar1 genellikle spesifik
gen ekspresyon bi¢imleri ile iliskilendirilmistir ve gliomagenezde mutasyona sahip olan
ve olmayan spesifik tiimor tiplerinin ayrimina 1s1k tutar. IDH gen profilinin belirlenmesi
oliimciil kanser gruplariin klinik degerlendirmesi i¢in bir kilavuz gorevi goriir. Ve
birgok tiimor tipi i¢in kurtarici bir prognostik faktordiir. Bu nedenle IDH1-2’nin genetik

durumu, klinik-preklinik ¢aligmalarin planlanmasi i¢in gelecekte kullanilabilecektir.

IDH mutasyon ¢alismalar1 halen tamamlanmamis ve tartismali olmasina ragmen,
caligmalar diagnostik ve terOpatik uygulamalara 1s1k tutmaktadir. IDH1-2 mutasyonlari
primer ve sekonder GBM ayriminda gii¢lii bir ayirag ve prognoz tayini i¢in daha
spesifik bir biyomarker’dir. Bu durum histopatolojik analizde, tiimor tipi i¢in belirleyici
olabilir. IDH1-2 mutasyonlarinin tek bir amino asit lokalizasyonuna sahip olmasi, bu

genetik degisimin diagnostik amagclar i¢in kullanimini kolaylastirmaktadir (38,61).

IDH genlerinin hiicresel metabolizmadaki rolleri kesinlik kazanmamakla beraber
IDH1 lipid metabolizmast ve glikoz tolerans1t i¢in, IDH2 oksidatif solunum
diizenlenmesinde gorev alir. Normal hiicresel metabolizmadaki rolleri yaninda, oksidatif

indirgeme esnasinda hiicresel cevabi saglarlar.

IDH genlerinin mutasyona ugramasi durumunda hiicreler oksidatif stresin
etkilerine agik hale gelirler. Mutasyon sonucu anormal olarak iiretilen metabolitler
nedeniyle glioma gelisimi icin risk artar. Anormal hiicresel fonksiyonlar sonucu gerek
oksidatif strese maruziyet, gerekse yeni enzimatik goérevler kazanimi sonucunda biriken
dogal olmayan metabolitler (2-Hidroksi Glutarat (2-HG)), hiicreleri dis etkenlere

(kemoterapi, radyoterapi, ROS, gamma iridasyon vb.) kars1 daha hassas hale getirir.

IDH2 mitokondride lokalizedir. IDH2 isositrattan o-ketoglutarata oksidatif
dekarboksilasyonu katalizler ve NAD(P)" ‘dan NAD(P)H olusumunu rediikte eder. Bu
islem isositratin oksalosuksinata oksidasyonunu gerektirir elektron alicis1 olarak
NADPH’de isleme girer. Devaminda oksalosuksinat dekarboksile olarak a-ketoglutarat

formuna doniisiir. IDH2 bir¢ok dokuda TCA dongiisiiniin regiilasyonu i¢in anahtar rol
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oynar. TCA dongiisii i¢in isositrattan, a-ketoglutarat doniisiimii fonksiyonunu istlenir
(38,41,54,61).

Memeli hiicrelerinde IDH aktivitesi, bir ¢esit oksidatif indirgeme c¢esidinde
artistan sorumludur. Her iki tiirdeki enzimde NADPH iiretebilir. Esit orandaki diisiis
glutatyonun glutatyon rediiktaz ile parcalanmasi igin gereklidir. Aym1 zamanda
thioredoksin sistem aktivitesi i¢in gereklidir. Bu 2 islemde hiicrenin oksidatif zarara
kars1 korunma yontemidir. Ek olarak a-ketoglutarat giiclii bir antioksidan olarak hizmet

eder ve IDH1-2 her ikisi bu bilesenin aktivitesini degistirebilirler.

IDH2 mutasyonu wild tiplerin normal fonksiyonunu bozarak, substrata olan
affiniteyi diisiirtir. Mutasyon sonucu inaktif katalitik heterodimer formasyonu olusur ve
isositrattan a-ketoglutarat déniisiimii inhibe olur. ileri ¢alismalar mutasyona ugramis
IDH2‘nin NADPH‘den NADP doniisiimii esnasinda o-ketoglutarattan 2-HG’a

dontistime neden oldugunu belirtmistir (38,61).

Normal hiicrelerde, a-ketoglutarat 60°dan fazla dioksigenaz enzimin alt
birimidir. Bu enzimler igerisinde pek ¢ok histon lizin metiltarnsferazlar ile 5-metil
sitozin hidroksilazin TET (Ten-Eleven Translocation enzyme) ailesi bulunmaktadir.
TET, S5-metilsitozinin 5-hidroksimetilsitozin donilisimiinde gorev alir yani DNA
metilasyonu olusumunda etkilidir. Histone lizin metiltransferaz enzimleri histon
proteinlerinin metilasyonunda gorev alirlar ki histon metilasyonu diger bir gen
ekspresyon kontrol mekanizmasidir. Glioma hiicrelerinde IDH1 mutasyonu neomorfik
enzim aktivitesine neden olur, yani a-ketoglutarat, 2-hidroksiglutarata indirgenir ve
NADPH kullanilir. 2-HG hiicreler icin toksiktir bunu glutamat, a-KG kullanan
enzimlerin ve TET S5-metilsitozin hidroksilazlarin yarigmali olarak inhibisyonunu
yaparak gergeklestirir. Boylece hem a-ketoglutarat azalmas: hem de 2-hidroksiglutarat
artmas1 histon lizin metiltransferaz ile 5-metilsitozin hidroksilaz enzimlerinin
caligmasimi1 engellemekte, normal seliiler epigenetik siireclerin  gerceklesmesini
engellemektedirler (56,61) (Sekil 2.9). IDH1-2 mutasyonu tasiyan kanser dokusu
ornekleri kanserli olmayan hiicrelere gére 100 kat daha fazla konsantrasyonda 2-HG
icermektedir. 2-HG birikimi progresif ndéronal defektler ve gliomalar1 iceren beyin

timorleri i¢in artmis risk ile karakterizedir. Beyinde 2-HG artmasi sonucu ROS
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seviyesinde artig olur bu da potansiyel olarak kanser gelisimi riskinde artisa neden olur
(398).

Glioma spesifik CpG adacik metilatér fenotipi ile kolorektal kanser CpG adacik
metilator fenotipi birbirlerine ¢ok benzemektedirler ve her ikisindeki ortak bulgu ¢ok
sayida genomik lokusta hipermetilasyonun olmasidir. Kolorektal kanserlerde oldugu
gibi gliomalarda da IDH mutasyonlar1 ile metilatér fenotipler yakin iligki

igerisindedirler (38,56,61).
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Sekil 2.7: Yabanl tip IDH ve mutant durumdaki IDH genlerinin fonksiyonlar1 (21)

IDH mutasyonlar1 glioma patogenezinde ve spesifik glioma alt tiplerinin
tanimlanmasinda merkezi bir rol alir. IDH gen profilinin belirlenmesi liimciil kanser
gruplarmin klinik degerlendirmesi i¢in bir kilavuz gorevi goriir. Ve birgok tiimor tipi
icin kurtaric1 bir prognostik faktér olur. Bu nedenle IDH gen mutasyon profillerinin,
preklinik ¢alismalar icin gelecekte kullanilabilirligi desteklenmektedir. IDHI1/2
mutasyonu primer ve sekonder GBM ayriminda giiglii bir ayira¢ ve en basarili prognoz
tayini i¢in spesifik bir biyomarkerdir. Bu durum histopatolojik analiz i¢in yetersiz

materyal olan olgular i¢in yarar saglamaktadir (41,54,61,69).
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2.4. GBM Olgularinda Metilasyon

Insan ve fare beyin dokusu viicutta en yiiksek seviyede 5 metil sitozin igeren
dokudur. Beyin dokusunu etkileyen cesitli mutasyon ve metilasyon paternlerinin beyin
fonksiyonlarmi etkiledigi gosterilmistir (ICF ve Rett Sendromu). Kanser hiicrelerinde
metillendigi gosterilen ilk genler Kalsitonin ve MyoD dir. Bu bilgi, promotor
metilasyonunun tiimdr baskilayict genlerin susturulmasi yoluyla kanser patogenezinde
rol oynadig1 hipotezinin olusmasini saglamistir. Bunu takip eden ¢alismalarda ise Rb,

VHL ve P16 genlerinin bazi sporadik tiimorlerde metile oldugu tespit edilmistir.

Beyin tiimdrleri i¢in anormal DNA metilasyonu ilk olarak 20 yil 6nce ortaya
konmasina ragmen bugiine kadar bu konuda ¢ok fazla bir ilerleme kaydedilmemistir.
Beyin dokusunda anormal metilasyona aday genler {izerindeki ¢alismalar, hiicre
siklusunun regiilasyonunu baskilayan (RB, CDKN2A, CDKN2B, p73, PTEN) hiicre
cogalmasi ve hiicre-hiicre etkilesiminde yer alan (EMP3, E-Cadherin, RASSF1A), DNA
tamiri ve ilag direncine neden olan (MGMT, SOXI10 ) apoptoziste etkili olan
(DAPkinase), anjiyogenez (THSBI1) ve invazyona neden olan genler (TIMP3)’deki
metilasyon paternleri iizerine yogunlasmistir (8,17,53). Ancak caligmalar arasinda
farkliliklarin olmasina bagli olarak glial tiimérlerde metilasyonun etki mekanizmalari

heniiz kesinlik kazanmamustir (7,13,57).

2.4.1. Retinoik Asit Reseptor Beta (RARP) Geni

Kromozom 3p de lokalize RARP geni troit-steroit hormon reseptor siiper
ailesine iiye protein kodlamaktadir. Retinoik asit cevabini baglatan bir niikleer reseptor
olarak gorev yapar. Retinoik asit reseptorii ’y1 kodlayan RARP geni, (6nceden HAP;
RRB2; NRI1B2 olarak da adlandirilmistir) somatik hiicre hibridizasyonu ve in situ
hibridizasyon metotlariyla kromozom 3p24  bolgesinde 25443028-25614427
niikleotidleri arasina haritalanmistir (Sekil 2.10). Bu gen 6zelikle epiteliyal dokularda

baskin bir ekspresyon paterni gostermektedir.

32



LA
IZOFORM SPESIFIK BOLGE BAGLAYICT

Ty T ~

PAGEANIY HAGEAY IO HOLGE

AB C E

Sekil 2.8: RAR-B geni DNA ve ligand baglayici fonksiyonel bolgeleri (2). Evrimsel olarak yiiksek
oranda korunmus olan C ve E bolgeleri kutularla gosterilmis, degisken olan sekanslar (A/B, D ve F) ise
siyah bar ile gosterilmistir. N terminal ucu (A/B bolgesi) bir otonom transkripsiyonel aktivasyon islevi
icermektedir (AF-1). Yiiksek oranda korunmus olan C boélgesi dizi spesifik DNA tanimmasi islevini goren

DNA baglanma bolgesini kodlamaktadir.

RARP geni, P1 ve P2 promotorlerinin etkisiyle alternatif kirpilma sonucu dort
farkl1 izoform olusturmaktadir. RARB1 ve RARP3 izoformlar1 P1 promotoriinden
transkribe olmakta, RARP2 ve RARPB4 izoformlar1 ise P2 promotoriinii kullanmaktadir.
Insanlarda tanimlanan iic RARP izoformu 1, B2, ve P4’tiir. Bl ve P2 izoformlari
niikleusta yer alirken, B4 izoformu sitoplazmada lokalizedir. RARPB geninin anlatimini
yaptig1 protein, bir niikleer hormon reseptorii olup bir¢cok baska genin calismasini
diizenlemektedir. ELF3, NCOA2, ZNF42 ve CDNKI1A genlerinin ekspresyonlart RARB

tarafindan diizenlenmektedir. (2,43).

RARSp iiriinii olan reseptor, biyolojik olarak vitamin A’nin aktif formu olan
retinoik asit ile baglanir. Embriyonik donem morfogenezin, hiicresel sinyal yolaginda ve
hiicre biiyiimesi ile farklilagmasinda yer alir. RARP transkriptinin fare sinir sisteminin

emriyonik donem gelisiminde, belirgin noktalarda yer aldig1 gosterilmistir (40).

RARJ geninin ¢ocukluk c¢agi intrakraniyal ependimomlarinda ve koroid pleksus
tiimorlerinde metile halde bulundugu bildirilmistir (57) . Ancak RARP gen
hipermetilasyonunun GBM patogenezindeki durumu heniliz  bilinmemektedir.
Glioblastom olgularinda RARP geni metilasyonu sadece Piperi ve ark.’lar tarafindan
degerlendirilmistir. Calismalarinda 23 derece II-IV tiimorde %58.8 metilasyon orani
saptamislardir. Ayrica GBM hastalarinda RAR geninin metilasyonu ve tiimdr derecesi
ile pozitif korelasyon kurulmus, primer GBM progresyonunda agresif fenotip ile
iliskilendirilmistir (53). Ancak bu tiimor grubunda RARP’nin roliine iliskin veri

eksikligi sozkonusudur.
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2.5. DNA Metilasyonunun Degerlendirebilmesi i¢in Metodlar

Bir genin hipermetilasyon orani ile aktivasyon kaybi arasindaki iligki farkl
caligmalarla gosterilmistir. Analiz edilen dokularda diisiik orandaki metilasyon paternini
saptayabilen yOntem arayisi, beraberinde pek c¢ok metilasyon analiz yontemlerinin
uygulama alan1 bulmasini saglamistir. Genlerin metilasyon derecelerinin 6l¢iilmesinde
cok cesitli metodlar kullanilmaktadir: Southern blot analizi, bisiilfit genomik DNA dizi
analizi, restriksiyon enzim-PCR, MSP ve metilasyona duyarli tek niikleotid primer
extension (MS-SNuPE), metilasyon sensitive HRM (MS-HRM) bu yontemlerden
bazilaridir (29).

2.5.1. Southern blot

Southern blot, DNA metilasyon analizinde en sik kullanilan metoddur. Bu
metodda; genomik DNA, ayni dizilim icin spesifik olan metilasyona duyarli olan ve
duyarli olmayan endoniikleazlarla kesilir (6rnegin: Hpall ve Mspl). Daha sonra
restriksiyon fragmentleri agaroz jelde ayrilarak bir membrana transfer edilir ve hedef

DNA dizisi i¢in spesifik olan bir probla hibridize edilir. Bu teknigin sinirlamalari ise:

(1) Southern blot analizi i¢in gereken DNA miktaridir (6rnek basina 5-10 pg).
Bu ise 6zellikle tiimor 6rnekleri kiigiik oldugu zaman engelleyicidir.

(2) Tamamlanmamis enzim kesimi sonuclar1 etkileyebilir, degerlendirme
zorlasir.

(3) Metilli DNA miktarin1 kesin belirlemede sinirlidir (29).

2.5.2. Restriksiyon Enzim PCR

Genomik DNA metilasyona duyarli olan ve duyarli olmayan restriksiyon
enzimleri ile kesilir ve daha sonra pargalanmis DNA hedef dizinin kanatlari olan
primerlerle amplifiye edilir. Metilasyon-sensitive endoniikleazlarin kullanimi, eger
hedef dizi metilenmis CpG alanlar1 igeriyorsa tahmin edilen bir biiyiikliikte DNA
amplifikasyonu gergeklesir. Metilasyon-insensitive bir endoniikleazin kullanimi ile,
hedef DNA dizisinin metilasyon durumu ne olursa olsun amplifikasyon olasi

olmayacaktir. Bu teknigin en biiylik sinirlamasi, enzim kesiminin tamamlanmak
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zorunda olmasidir. Diger sinirlama ise, eger hedef bolgede pek ¢cok CpG alani varsa,

bazilar1 metilenmis bazilar1 metillenmemis, elde edilen sonuglar yetersiz olacaktir (29)

2.5.3. Bisiilfit DNA Dizileme

Bisiilfiit metodu, 5-metilsitozin iceren DNA dizisi i¢in, genlerin metilasyon
derecelerinin analizi i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesine olanak saglamistir. Bu teknik
genomik DNA’daki tek S-metilsitozinlerin (5-MC) bile ortaya c¢ikarilmasi igin

miikemmel bir aragtir.

Metod tek iplik¢ikli DNA’ daki biitiin Sitozin’leri sodyum bisiilfitin Urasil’e
deamine etmesi temeline dayanir. Bu sirada 5-MC degismeden kalir. Daha sonra bu
modifiye edilmis DNA, degistirilmis dizi i¢in spesifik olan bir primer seti kullanilarak
PCR ile amplifiye edilir. Bu amplifikasyonda tiim Urasil’ler (degistirilmis Sitozin’ler)
Timin olarak amplifiye olurken, yalnizca 5-MC’ler Sitozin olarak kalir. Amplifiye
olmus fragmentlere ya direkt olarak ya da her bir molekiiliin klonlanmasindan sonra dizi
analizi yapilabilir. Klonlama stretejisi alleller arast metilasyon farkliliklarinin analizi
icin ¢ok kullanishidir. Bisiilfit doniigiimiiniin tamamlandiginin kanitlanmast ¢ok
onemlidir, ¢linkii metilenmis CpG alanlarindaki Sitozinlerin bisiilfit muamelesine

direngli olabilecegi rapor edilmistir (29).

2.5.4. Metilasyon Spesifik PZR ( MSP)

MSP ilk olarak Herman et al. tarafindan tanimlanmis bir tekniktir. Bisiilfit
muamelesi sonrast metillenmis ve metillenmemis DNA arasinda bulunan sekans
farkliliklar1 bu yontemde avantaj olarak kullanilir. Sitozinler Urasile deamine olurlar,
PZR sirasinda da Timine replike olurlar. PZR’dan sonra amplifiye olmus DNA;
metillenmemis veya metillenmis sekanslar i¢in spesifik olan primer ¢ifti ile elde edilir.
MSP; DNA’ nin verilmis bir bolgesindeki metilasyonun varliginin analizi i¢in oldukca
hizl1 ve nitel bir yontemdir. Genomik DNA’ nin tamamlanmamuis bisiilfit modifikasyonu

da metilenmis C’ ler i¢in yanlis pozitif sonug verebilir (29).
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2.5.5. Yiiksek Coziiniirliilk Erime Egrisi (HRM) Analiz Yontemi

HRM analizi, real-time PZR’nin kullanima girmesi ile birlikte 1997°de
gelistirilen bir yontemdir. Mutasyon taramasi ve genotiplendirme basta olmak {izere
genetik haritalama, asosiyasyon calismalari, aday gen taramasi, DNA metilasyon analizi
gibi bircok calismada kullanilabilmektedir. Uygulamasi kolay ve hizli bir yontemdir.
Yontemi uygularken, standart PZR bilesenlerine ve ¢ift zincirli DNA’nin varliginda
floresan sinyal veren boyalara ihtiya¢c duyulmaktadir. Artan sicaklifa karsilik, cift
zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya ayrilmasi ile floresan sinyal siddetinde azalma
meydana gelmektedir. Florometrik cihazlar, sicaklik artisina bagli olarak degisen bu

sinyal siddetini goriintiileyecek sekilde tasarlanmistir (48).

HRM analizinin diger gen tarama yOntemlerine gore cesitli avantajlar
bulunmaktadir. Yontem,’kapali tiip sistemi’ olarak adlandirilmaktadir. Bunun temel
nedeni, PZR’nin tamamlanmasindan sonra, HRM’nin PZR ile ayn1 tiipte
gerceklestirilmesidir.  Bu  durum PZR iiriinlerinden  gelebilecek laboratuvar
kontaminasyon riskini ve analiz siiresini azaltmaktadir. Ciinkii HRM igin veri eldesi ve
analizi PZR’den sonra 10-15 dk icinde ger¢eklesmektedir. Veri eldesi 2sn’deki 0,1-
1,0°C sicaklik artisina karsilik olusan floresan sinyal siddeti de§isiminin 6l¢iilmesi ile
elde edilir. Artan her 0,1°C icin 0Ol¢lim almabilmektedir. Bu nedenle ¢oziiniirliik

yiiksektir (36,48).

2.5.5.1. MS-HRM

Kanserde mortalitenin diisiiriilmesinde en Onemli basamak erken tanidir.
Metilasyon degisikliklerinin de kanser olusumunun erken basamaklarinda olustugu
diistintiliirse, metilasyon kalib1 degisikliklerinin incelenmesi mortalitenin azaltilmasi

yoniinden umut vericidir.

HRM teknigi ile metilasyon ¢aligmalar1 i¢in de kullanilabilen bir yontemdir.
Incelenmek istenilen DNA yapisindaki CpG adalarinda metilasyon olup olmadigimin
degerlendirilebilmesi i¢in metile olan ve olmayan C niikleotidlerini birbirinden

ayirabilmek gerekir.
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Metilasyona duyarli HRM protokolii metilasyon profili bilinmeyen 06rnek
DNA’nin PZR f{iriinii ile unmetile ve metile kontrol DNA’larin PZR iiriinlerinin
karsilagtirilmasina dayanir. PZR i¢in unmetile DNA ve metile DNA’ya gore dizayn
edilen primerler kullanilir. PZR sonrasi olugan iiriinler sodyum bisiilfit modifikasyonuna
sokulan template DNA’nin metilasyonuna baghdir. Modifikasyon sonrasi metile
sitozinler degismeden kalarak PZR esnasinda guaninle esleserek 3 hidrojen bagi yapar.
Unmetile sitozinler modifikasyonla urasile doniisiim yapar. PZR esnasinda timin bazi
ile eslesme gerceklesir. Ve unmetile DNA A-T eslesmesi ile 2 hidrojen bagina sahip
olur (82). Bu nedenle metile ve unmetile DNA’larin PZR iiriinleri HRM de termal

denatiirasyon esnasinda farkli erime profilleri gosterir (82,83).
2.5.5.2. Bisiilfit Modifikasyonu

DNA’daki metilasyon durumu en iyi sekilde sodyum bisiilfit kullanilarak tespit
edilebilir. Sodyum bisiilfit, tek iplik DNA’da lokalize olan sitozini deamine eder. Bu
reaksiyonda DNA, once denatiirasyon ile tek zincirli forma gecer. Ardindan sirasiyla;
sitozinin bisiilfit reaksiyonu ile sitozin siilfonata, hidrolitik deaminasyon ile urasil
siilfonata ve alkali desiilfonasyon ile urasile doniisiimii gergeklesir (Sekil 2.12). Boylece

tiim sitozinler urasile doniisiir, ancak “metile sitozin”, sitozin olarak kalir.

Bu yontemde cok fazla veri noktasi kullanildigindan erime egrileri daha
keskindir ve amplikondaki ufak farkliliklar saptanabilir. Diger bir avantaji cihaz
blinyesinde bulunan yazilim sayesinde uc¢ nokta floresan, 1s1 kaymasi ve internal

oligoniikleotid belirleyiciler ile normalizasyon yapilmaktadir.

Calismamizda, Tirkiye’de metilasyon taramasinda yeni bir teknik olan
“Methylation Sensitive High Resolution Melting Curve” (MS-HRM) ydnteminin
uygulanmasi, ilk defa bir Tiirk hasta grubunda MS-HRM yontemi ile RARP geni
promotor metillenmesi sikliginin arastirilmasi1 hedeflenmistir. Tez ¢alismamizda
literatiirde yer alan calismalarda GBM prognozunda bir genetik faktor olarak One

siiriilen RARP geni promotor bolge hipermetilasyonunun rolii incelenmistir.
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2.6. DNA Dizi Analizi

Insan genom projesi ile insan genomunun tiimiiniin baz dizisinin ¢ikarilmasi
hedeflenmistir. %99 oraninda tamamlanan ¢alisma DNA dizileme teknolojilerine de
yeni boyutlar kazandirmigtir. Temel olarak DNA dizilenmesi konusunda iki teknik

vardir: Bunlar Maxim-Gilbert ve Sanger yontemleridir.

Maxim-Gilbert: Bu yontemde floresan veya baska bir yontemle isaretlenmis bir DNA
bolgesi belli bir baza spesifik kimyasal reaksiyonlarla parcalanarak fragmanlara ayrilir.
Her spesifik reaksiyon i¢in ayr1 bir kuyu kullanilarak poliakrilamit jelde yiiriitiiliir ve

goriintiilenerek baz dizisi belirlenir.

Sanger: Bu yontemde in-vitro ortamda DNA sentezi sirasinda sentezi durdurucu
ddNTP molekiillerinin ortama eklenmesi ile sentezin durdurulmasi amagclanir.
ddNTP’ler normalde DNA sentezi sirasinda zincirin uzamasi i¢in bag saglayan 3’
oksijen molekiiliine sahip degildir. Isaretli primerler veya ddNTP’ler varliginda DNA
dizisi 4 farkl reaksiyon yapilarak(her reaksiyon i¢in bir ddNTP) poliakrilamit jelde
veya her ddNTP(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) farkl: floresan boyalarla isaretlenerek
otomotik kapiler elektroforez sistemlerinde biitliin baz dizisi elde edilebilir. Deneysel
olarak DNA’nin dizilenmesi dort asamadan olusur:

1. PZR: Dizileme yapacagimiz genomik bolgenin sinirlandirilmasini ve ¢ogaltilmasini
saglar.

2. PZR sonras: piirifikasyon: PZR sonrasi ortamda bazi artik {irlinlerin (primer
artiklari, INTPs ve enzim) ortamdan uzaklastirilmasi islemidir.

3. Dongii dizileme: Dongii dizileme durdurucu niikleotitlerin (ddNTPs) eklenmesi i¢in
yapilan asimetrik bir PZR’dir. Standart PZR’dan farkli olarak tek bir primer ve
durdurucu niikleotitler ortama eklenir ve rutin denatiirasyon, baglanma ve uzama
asamalari ile floresan isaretli ddNTPs baglanmasi saglanir. Boylece otomatik dizi analiz
sisteminin okumasi i¢in hazir fragmanlar olusturulur.

4. Dongii dizileme iiriinlerinin piirifikasyonu ve otomatik dizi analizi sistemine
yiiklenmesi: Dongli dizileme sonrasi ortamda bulunan artiklarin uzaklastirilmasi

dizilemenin basarili olmasinda ¢ok etkilidir (45).
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Bu calismada GBM tanisi alan, IDH1 mutasyonu ile MGMT gen
hipermetilasyon analizleri yapilmis olgularda IDH2 gen mutasyonu frekansinin ortaya
konmasi ile GBM gelisimi, tedaviye yanit ve sag kalim siirelerinin tiimor baskilayici
RARP geni metilasyon paternleri ile iligkisinin ortaya konmasi amaglanmistir. Heniiz
yeni uygulama alan1 bulan Methylation Specific-High Resolution Melting Point (MS-
HRM) yonteminin de GBM 6rneklerinde kullaniminin belirlenmesi de ¢alismamizin
diger amacini olusturmaktadir. Bilgilerimize gére GBM olgular1 i¢in RARP metilasyonu
ile ilgili literatiirde bilgi veren sadece bir yaym bulunmaktadir. Bu yilizden olgu
grubumuz GBM hastalarinda RARP metilasyonu frekansinin belirlenmesinde diinya
literatiiriine temel olusturacaktir. Ayrica ¢alismamiz Tiirk toplumu ile yapilan IDH2 ve
RARB genlerine yonelik molekiiler analizlerin gerceklestirildigi ilk calisma 6zelligi de

tagimaktadir.
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada GBM tanist almis olgulardan aliman ve IDHI geni mutasyon
analizleri ile MGMT gen metilasyon analizleri gerceklestirilmis tiimoér Orneklerinin,
IDH2 gen mutasyonu ve RARP gen metilasyon paternleri agisindan degerlendirilmesi,
klinikopatolojik oOzelliklerle karsilastirilmast amaglanmistir. IDH2 geni, DNA dizi
analizi ile ve RARPB gen metilasyon patern analizleri de Methylation Sensitive High
Resolution Melting Curve (MS-HRM) teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Bulgular,

olgularin kinik ve histopatolojik 6zellikleri ile karsilastirilmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Materyal secimi

Calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim
Dali tarafindan opere edilen ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak
incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanis1 konan 40 olguya iliskin timoér 6rnekleri

caligmaya alinmistir. Olgulardan 26°s1 erkek, 14 ‘i de kadindir.

Calismada molekiiler yontemlerde kullanilan arag-geregler ile kimyasal

maddeler asagida liste halinde belirtilmistir:

3.1.2. Kullanilan gerecler

e Mikro pipet takimi ve uglar1 (2-20— e Falkon tiip (30 ml) (Sterile liniversal
100-1000 pl) (Gilson) container tube)
e Kapakli santrifiij tiipleri (1,5 ml) e Strip tiipii ve kapagi (0,2 ml Greiner
bio one)

e Kapakli ependorf Tiipii (1,5 ml lik)

40



e Buzdolabi (Argelik)

e (alkalamali su banyosu (Niive)
e Mikrosantrifiij (Eppendorf)

e Vorteks (Heidolph)

e MagNa Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Robotu (Roche)

e Spektrofotometre (Eppendorf)

e Thermal Cycler (Gold 96 Well
GenAmp PCR System 9700 ABI
PRISM)

e Deep Freeze (Meraeus)

3.1.3. Kullanilan kimyasal malzemeler

e RPMI-1640 Medium (modified,
500 ml+10,25 ml 200mM L-
glutamine, SigMa)

e PBS solusyonu (500 ml distile
su icine 4g NaCl, 0.1g KCI,
0.57g Na2HPO4.2H20, 0.1g
KH2PO4 eklenerek olusturulan

tampon solusyonu)

e MagNa Pure DNA Tissue Lysis
Buffer (100ml) (Roche)
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LightCycler ® 480 Real Time PCR
(Roche)

LightCycler® 480 Multiwell Plate
96, colorless (50 plates/kutu)
(Roche)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
3130 i¢in 96 Well Plate Septa
3130x3100 series plate base 96 well

3130 i¢in 96° lik well reaction plate

3130x3100 series plate retainer 96

well

e Proteinase K, Recombinanat,
PCR grade (100mg liyofilize)
(Roche)

e MagNA Pure Compact Nucleic
Acid Isolation Kit I— Large

volume (32 isolation) (Roche)

e Epitect ® Bisulfite Kit (48)
(Qiagen)

e CpGenome T™MUniversal

Methylated DNA (10pg / 100ul)

e (CpGenome TMUniversal

Unmethylated DNA (Spg / 50u)X



2 wvials (Millipore-Chemicon ®

International)

LightCycler ® 480 High Resolution
Melting Master kiti (Sml / 500
reaksiyon) (Roche)

dNTP Seti (Fermentas)
MgCl, (PCR i¢in) (Fermentas)
10XPCR buffer (Fermentas)

Taq DNA polimeraz

(Fermentas)

Distile Su

3.2. Yontemler

Molekiiler =~ Weight  Marker

(Promega, GibcoBRL)

6X Jel yikkleme tamponu

(Sigma)
Agaroz ( Sigma)
Etidyum Bromid (Sigma)

ExoSAP-IT®  PCR clean-up
buffer (USB/ Affymetrix)

BigDye®  Terminator V3.1

Cycle Sequencing kit

Performans  Optimize  Edici

Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)

Calismamizda taze doku oOrneklerinden oOncelikle DNA izolasyon islemleri

gergeklestirilmistir.

3.2.1. Magna Pure Compact DNA ekstraksiyon robotu ile GBM tiimor
dokularindan DNA eldesi

Patoloji Anabilim Dali tarafindan, GBM tiimér tanist konmus ve timor igeren

bolgeden alinan doku 6rnegi Anabilim Dalimiza ulastirilmistir.

. Ayrnlan timor 6rnegi petri kutusu i¢ine aktarilmis ve iizerine 2ml PBS buffer

eklenerek 2 kez yikanmaistir.
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. Doku pargalari petri kutularinda mekanik olarak bistiiri ile kiyilarak ve ezilerek

parcalanmastir.

. Kiyilan ve ezilen dokular 500 pl PBS soliisyonu eklenerek 1,5 ml tiiplere

alinmig ve bir siire vortekslenmistir.

. Uzerine 200ul MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer + 20 pl Proteinaz K
konularak tekrar vorteks yapilmistir, 56° C ¢ de calkalamali su banyosunda iki ya

da {i¢ saat bekletilmistir.

. Tipler her yarim saatte su banyosundan alinarak homojenizasyon igin

vortekslenerek dokular homojenize hale getirilmistir.

MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Robotu protokolii “’Total Nucleic
Acid Plasma 500°°, “’sample volume 500 ul’’ ve ’’elution volume 200 pl
olarak ayarlanmis, yiiklenen Orneklerin isimleri yazilarak kartus ve tiipleri

yerlestirilmistir.

. Homojenize sivi haline gelmis dokularin iizerine PBS eklenerek total volume

500 pl olacak sekilde robota yiiklenmistir.
. Elde edilen DNA ornekleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilenmis ve DNA  Orneklerinin  nanogram  cinsinden  miktar1

spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Timorlere iligkin DNA f{irtinleri, bisiilfit modifikasyonu ve DNA dizi analizi

yapilmak tizere - 20 °C de saklanmislardir.
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3.2.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi

260 nm’deki OD degeri kullanilarak Orneklerin konsantrasyonlari asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir.

DNA Konsantrasyonu= ODzs X 50ug/ml X sulandirma orani

-DNA o6rneklerinin safligi OD260/0OD280 orani kullanilarak degerlendirilmistir.

-Hazirlanan 6rneklerin spektrofotometrede (NanoDrop) 260nm ve 280nm’deki

dalga boylarinda OD o6l¢iimleri yapilmstir.

-Bu DNA’larin intakt olup olmadiklar1 %]1°lik agaroz jelde 1yl DNA Ornegi

ylriitiilerek kontrol edilmistir.

Olgularin

edilen
l ornekleri

123 bp’lik
marker

Sekil 3.1: Elde edilen DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii
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3.2.3. Elde Edilen DNA Uriiniiniin Bisiilfit Modifikasyon Isleminin yapilmasi

Elde edilen DNA firiinlerinin bisiilfit modifikasyonu islemi i¢in Epitect ®
Bisulfite Kit (48) (Qiagen) kullanilmistir. Kitin kullanma el kitabinda (EpiTect Bisulfite
Handbook 04/2006) 40 ul hacim i¢cinde 1-500 ng DNA iirtinleri i¢in 6nerilen “’Diisiik
konsantrasyon DNA’daki unmetile sitozinlerin sodyum bisiilfit doniisiimii’’ protokolii

uygulanmistir:

. Modifiye edilecek DNA iiriinleri - 20 °C’den cikarilarak ¢oziinmeye

birakilmstir.

. Bistilfit karigim ¢ikarilarak her tiip (8 6rnek modifiye etmek iizere hazirlanan kit
icerigi) igerisine 800 pul RNase free su eklenmis ve 5 dakika kadar vortekslenerek

karistirilmastir.

. 200 pul PCR tiiptine 10 pul DNA, 10 ul RNase free su, 85 ul Bisiilfit miks, 35 pl
DNA protect buffer konularak total 140 pl hacim elde edilmistir.

. Termal cycler cihazi kit kullanim klavuzunda yer alan programa ayarlanmaistir.
Islem Zaman Sicakhk
Denatiirasyon 5dk 95°C
Inkiibasyon 25 dk 60 °C
Denatiirasyon 5dk 95°C
Inkiibasyon 85 dk 60 °C
Denatiirasyon 5dk 95°C
Inkiibasyon 175 dk 60 °C
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. Program sonunda elde edilen iiriinler yikanarak temizlenme asamalarina
gecilmek tizere 1,5 ml tliplere alinmis ve hafifge vorteksleyerek tiiplere 560 pl taze
hazirlanmis Buffer BL eklenerek vortekslenerek karisim kit igerigi olan spin tiiplerine

aktarilmastir.

o Spin tiipleri toplama tiiplerine yerlestirilerek son hizda 1 dakika santrifii
edilerek, toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar yerlestirilmis ve
tipe 500 pl Buffer BW eklenerek son hizda 1 dakika santrifiij edilmis, toplama

tiiplerinlere siiziilen atik dokiilerek spin tiipleri tekrar yerlestirilmistir

. Her tiipe 500 ul Buffer BD eklenerek spin tliplerinin kapaklar1 kapatilmis, 15
dakika 15-25 °C oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda son hizda 1 dk.
santrifiij edilmis, toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek spin tilipleri tekrar

yerlestirilmistir.

. Her tiipe 500 ul Buffer BW eklenerek son hizda 1 dakika santrifiij edilmis,

toplama tiiplerine siiziilen atik dokiilerek islem bir kez daha tekrarlanmstir.

. Spin tiipleri yeni toplama tiiplerine yerlestirilmis, son hizda 1 dakika santrifiij

edilerek kalan sivilar tamamen uzaklastirilmaya calisilmistir.

. Spin tiipleri tekrar temiz epandorf tiiplerine alinmis, spin tliplerinin ortasinda
bulunan membrana 40 pl Buffer EB eklenerek 15 000g (12 000rpm) hizda 1 dakika
santrifiij edilmistir. Bu agama sonunda epandorf tiiplerinde bistilfit modifikasyon islemi

gerceklesmis olan piirifiye DNA {irlinti toplanmaigtir.

o Son asamada spin tiiplere iki kere 40 ul EB buffer eklenerek 80 pl toplam
hacimli doniistiiriilmiis iirlin elde edilmistir. Her 6rnege iki kere bisiilfit modifikasyon

islemi uygulanarak toplam 160 pl tirinle HRM metilasyon asamasina gecilmistir.
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- HRM asamasinda kullanilacak olan pozitif/metile kontrol 6rnegi CpGenome
™Universal Methylated DNA  (Millipore-Chemicon ®  International) ve
negatif/unmetile kontrol 06rnegi CpGenome T™Universal Unmethylated DNA

(Millipore-Chemicon ® International) bu asamada modifiye edilmistir.

3.2.4. Modifiye Orneklerin MS-HRM Analizine Hazirlanmasi

Bu asamadaki islemler LightCycler ® 480 real time PCR (Roche) cihazinda
uygulanmigtir. Cihazla uyumlu olan “’LightCycler ® 480 High Resolution Melting
Master “* kiti kullanilarak PCR amplifikasyonu ve yiiksek rezolusyonlu erime analizi
gerceklestirilmistir. Calismamizda metilasyon paterni degerlendirilen RARP primer

dizileri agagida verilmistir.

RARp promotor bolgesi icin primer

~
5’-TCGAGAACGCGAGCGATTCG-3’(sense)
>
5’-GACCAATCCAACCGAAACGA-3’(antisense) metile RARP primer
~
\

5’-TTGAGAATGTGAGTGATTTGA-3’ (sense)

5’-AACCAATCCAACCAAAACAA-3’ (antisense) >~ unmetile RARP primer

RARP promotor metilasyonu analizi i¢in bisiilfit modifikasyonu tamamlanmig
DNA orneklerinden LightCycler Probe Master Mix kullanim kilavuzunda belirtildigi

sekilde karisim hazirlanmistir.
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Su, PCR-grade (vial 2) 3ul
Primer-probe mix 10x conc. 2 ul

LightCycler® 480 Probes Master, 2x conc. (vial 1) 10 ul

Toplam 15 ul

LightCycler Probe Master Mix kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde

reaksiyon programi real-time PCR cihazina girilmistir.

3.3. Elde Edilen DNA’larin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

IDH2 geninin promotor bdlgesini ¢cogaltmak i¢in uygulanan PZR reaksiyonlari,
50 ul toplam hacimde, 3 pl DNA 6rnegi kullanilarak ve asagida belirtilen PZR karisimi

hazirlanarak gerceklestirilmistir:

Kalip DNA 4 ul

10x reaksiyon tamponu Sul

2.5 mM dNTP 5ul

25 mM MgCl2 3ul

Ileri primer 1 pul (10 pmol)

Ters primer I ul (10 pmol)

sdH20 30.4 ul

Taq DNA polimeraz 0.6 pl (3 iinite)

Toplam : 50 ul PZR reaksiyon karisimi

Hazirlanan 6rnekler DNA ¢ift zincirinin  agilmasi, olast  proteaz

kontaminasyonunun Onlenmesi ve ekzoniikleaz aktivitesinin ortadan kaldirilmasi igin
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95°C’de 7 dakika denatiire edilmistir. Daha sonra sicaklik, kullanilan primer ¢iftleri igin

uygun programlama yapilarak gerceklestirilmistir:

94 °C 45 saniye
60 °C 45 saniye 35 dongi
72 °C 45 saniye

En son basamakta 72 °C de 10 dakika tutularak iriiniin arttirilmasi saglanmistir.

IDH2 Ekson 4 Primeri

F1- 5’-CTGCCTCTTTGTGGCCTAAG-3’
R1- 5’-ATTCTGGTTGAAAGATGGCG-3’

3.3.1. 20x TBE Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi;

121 gr Tris (IM), 61.7 gr borik asit (1M) ve 7.44 gr EDTA( 20mM) tartilirak,
1000 ml distile su igerisinde karigtirici yardimi ile ¢oziindiiriilmiistir. Bu stok
solusyondan 50 ml’lik kisitm 950 ml distile su ile kanistirilarak 1xTBE tamponu

hazirlanmustir.
3.3.2. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile incelenmesi

- PZR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek amplifikasyonunun basarili olup

olmadig1 kontrol edilmistir.

- 6 gram agaroz tartilip bir beher icinde 1xTBE soliisyonu ile 300 ml’ye
tamamlanmis ve mikrodalga firinda %100 lik giicten %10 luk giice kadar kademeli

olarak azaltilarak berrak bir goriintii elde edilene kadar kaynatilmistir.
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- Agaroz jel, 0.5 pg/ml olacak sekilde hazirlanan etidyum bromiir ¢ozeltisi ilave

edilmistir (15pul).

- DNA yiikleme kuyucuklari olusturmak amaciyla elektroforez jel dokme
tablasina tarak yerlestirilip, ¢cozelti yaklasik 50-60°C"ye kadar sogutulduktan sonra jel

tablasina dokiilmiistiir.

- 30 dakika jelin polimerlesmesi i¢in beklenmistir. Jel polimerlestikten sonra
iizerine, iyon hareketini saglamak i¢in kullanilan IXTBE (Tris-Borik asit- EDTA)

tamponu ilave edilmistir.

- Amplifikasyon iiriinlerinden alinan 6 pl DNA 6rnegi, 2 pl yiikleme tamponu
ile kanstirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir ve 75 V’ luk elektrik akimi

verilmistir.

- Yiikkleme tamponunda bulunan brom-fenol mavisi boya yaklasik 5-10 cm
ilerledikten sonra, elektroforez islemi durdurulmustur. Boyanan jel, UV lambasi altinda

gozlemlenerek, reaksiyon sonucu olusan PZR bantlar1 incelenmistir (Sekil 3.2).

PZR iiriinleri

bp’lik
marker

Sekil 3.2: IDH2 ekson 4 bolgesinin amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii
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3.3.3. PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi

- PZR fiiriiniinden 5 pl alinarak ayri PZR tiipleri (strip) i¢ine konulmustur.
Uzerine 2 ul ExoSAP- IT eklenmistir.

- Toplam miktar1 7 pl olan karigim thermal cycler cihazinda

e 37°C —— 15 dakika

e 80°C — 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.

- Siire sonunda saflastirilan iirtinler cycle-sequencing i¢in uygun duruma

gelmistir.

3.3.4. PZR Sonrasi Saflastirilan Uriinlerin Otomatik DNA Dizi Analizine Hazir

Hale Getirilmesi

Bu tez calismasinda, amplifiye olmus iirinlerin DNA dizi analizi ABI 3130
Genetic Analyzer cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Veriler ABI Dizi Analizi Yazilimi

yardimiyla incelenmistir.

Daha 6nceden PZR temizleme kiti kullanilarak saflastirilmis olan amplifikasyon
tirlinlerinin otomatik DNA dizi analizi reaksiyonu, BigDye® Terminator V3.1 DNA
Dizi analizi kitinin kullanma yontemi dogrultusunda asagida belirtilen sekilde

hazirlanmistir:
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Sekans Karigimi:

Big Dye® reaksiyon karigimi: 4ul
Primer (10 pmol/ul): Tul
PZR firtinii: 2ul
sdH20: 3ul
Toplam: 10ul

BigDye® Cycle Sequencing ABI 9700 PZR Reaksiyon Programu:

\
96°C 10 saniye
50°C 5 saniye » 35 dongii
60°C 4dakika

J

3.3.5. Sekans Reaksiyonu Sonrasi Piirifikasyon

Sekans reaksiyonunun otomatik sekans aletinin kapiler elektroforez sisteminde
ylriitiilmesinden 6nce son bir saflagtirma islemi daha yapilmaktadir. Sekans sonrasi

saflagtirma islemi, asagidaki basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir:

Thermal cycler i¢inden ¢ikan 6rnekler Dyex protokoliine tabi tutulmustur.

1. Dyex tiiplerinin kapaklar1 45°C agilarak hafifce vorteks yapilir ve altindaki

emniyet gubugu kirilarak toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

2. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek numaralandirilmis ependorflara

aktarilmistir.
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3. Dyex tiiplerinin kapaklar1 agilarak iizerine cycle sequencing liriinlerinin tamami

jeli delmeyecek sekilde dyex tiiplerine aktarilmistir.

4. 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek ependorfta toplanan 6rnekler ABI 3130

cihaz tliplerine aktarilir ve cihaza yiiklenmistir.

5. Program sonunda sekans analiz programi kullanilarak olgu 6rneklerine ait dizi

analizi pikleri goriintiilenmistir.

3.4. istatistiksel Analiz

Genetik degisimler (mutasyon), epigenetik degisimler (metilasyon) ve hasta yasi
arasindaki iliski Ki-kare testi / kullanilarak degerlendirilmistir. Hasta sagkalimlari
Kaplan- Meier istatistiksel analizi ile degerlendirilmistir. Tiim testlerde istatistiksel
anlamlilik P<0.05 olarak alindi. Analizler "Statistical Package for the Social Services"

(SPSS) yazilim programina taginarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dali
tarafindan opere edilen ve histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma Multiforme”
tanis1 alan, takibinde IDH1 gen mutasyon ve MGMT metilasyon analizleri
tamamlanan40 olgunun tiimor 6rnekleri ¢alismaya alinmistir. Robot araciligiyla elde
edilen DNA orneklerinden RARP promotor metilasyonu MS-HRM ile ve IDH2 gen
mutasyonu ise dizi analizi yontemi ile incelenmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri,
histopatolojik bilgileri, kemoterapi yanitlar1 hasta dosyalarindan ve Norosiriirji

Anabilim Dalindan temin edilmistir.

Calismamizda RAR[ geni promotor metilasyonu MS-HRM yontemi ile
calistimistir. Calismada Real-time PCR Sistemine (LightCycler 480 Roche) yiiklenen
ornekler, analiz sonrasinda “Tm Calling” , Gene Scanning’’ ve ¢’ Difference plot’” veri
tabanlartyla karsilastirilmiglardir. Tiim Ornekler i¢in her ii¢ veri tabaninda da benzer
bulgulara ulagilmistir. Verilerin sunulmasinda Tm calling veri tabani temel alinmistir.
Bu analiz yonteminde normalize erime profilleri direkt olarak karsilastirilmakta,
olgulara iligkin orneklerdeki DNA metilasyon diizeyi, metile/unmetile orani bilinen
standartlarin erime profillerine benzerliklerine goére degerlendirilmektedir. Bu
algoritmada olgulara iligkin PZR {iriinlerinin erime sicaklik egrileri ile metile olmayanin
metile olana oraninin bilindigi kontrol PZR iirlinlerinin erime sicaklik egrileri
karsilastirilmistir. Elde edilen metile ve unmetile kontrol DNA pikleri, hasta DNA
orneklerinin pikleri ile karsilagtirilarak her 6rnegin metilasyon paterni belirlenmistir. Bu
degerlendirmede kullanilan kontrol gruplarina ve hasta gruplarina ait yazilim grafikleri

asagida verilmistir.

Dizi analizi i¢in hastalarin taze doku 6rneklerinden elde edilen DNA o6rneklerinde
IDH2 mutasyonu ABI Prizm 3130 ile g¢alisilmistir. Analiz sonrasinda elde edilen

sonuglar BioEdit v5 ile degerlendirilmistir.
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4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri:

Calisma grubumuza dahil edilen hastalarin 14’4 kadin, 26’s1 erkek olup, kadinlarin
yas ortalamast 51,71 + 3,98, erkeklerin yas ortalamasi da 58,07 + 2,71 olarak
saptanmustir ( Tablo 4.1.)

4.2. Arastirma Grubu Bireylerin MS-HRM Bulgulari:

Glioblastoma Multiformeli 40 olgunun 24 tanesinde (% 60) farkli kantitatif
oranlarda RARP metilasyonu saptanmistir (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2). RARP
metilasyonunun hasta yasi ve cinsiyeti dikkate alinarak T-testi ve ki-kare testi ile
degerlendirilmesi sonucu anlamli bir iliski kurulamamustir (p=0.329, p=0.099). Calisma
grubu Orneklerinin tiimiiniin derece IV tipi tiimor Ornekleri olmasi nedeniyle de

istatistiksel olarak bu parametre degerlendirmeye dahil edilmemistir.
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Tablo 4.1 : GBM beyin timorlii olgularin cinsiyet, yas, metilasyon ve mutasyon tarama
sonuglar1

2 E 56 - - - -
3 E 71 - - - -
4 E 51 - + - -
5 E 40 - + - -
6 K 52 - - - -
7 E 64 + - - -
8 E 21 - + + -
9 E 40 + - - -
10 E 48 - + + -
11 E 54 - - - -
12 E 75 - - - -
13 K 59 + + - -
14 E 50 - - - -
16 E 85 + - - -
17 E 77 - - - -
18 E 56 + + - -
19 E 74 - - - -
20 E 59 + + - -
22 E 65 - + - -
23 K 14 - + - -
24 E 63 - - - -
25 E 59 + + - -
27 K 58 - + - -
28 E 67 - + - -
29 K 51 + - - -
30 E 43 - + + -
31 K 46 + + + -
32 K 61 - + - -
33 K 74 + - -
34 E 50 - + - -
35 K 73 - + - -
36 E 66 + + - -
38 K 58 + - - -
39 K 38 + - - -
40 K 48 - + - -
41 E 54 - + - -
42 E 55 - - - -
43 K 47 - + + -
44 E 63 - + - -
45 K 45 - + - -

( *: GBM
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olgularinda IDH1 mutasyonu ve MGMT metilasyonunun aragtirtlmasi adli ¢alisma sonuglari)

Tablo 4.2: Calisma grubumuzun RARP geni metilasyon oranlari

Metile Hasta (n) Unmetile Toplam Hasta (n)  Metilasyon (%)
Hasta(n)
24 16 40 60

g i %75 metile
%50 metile

%025 metil=

Sekil 4.1: HRM unmetile kontrol DNA ve metile kontrol DNA pikleri
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Pozitif/metile kontrol, negatif/unmetile kontrol drnekleri ve bunlarin %75, %50,
%25 ara deger Orneklerinin floresan piklerine gore erime egrileri sekil 4.1 ‘de
verilmistir. Diisiik erime sicakligi urasil niikleotidlerine ¢evrilmis olan unmetile sitozin
niikleotidleri igceren Ornekleri ifade ederken yiiksek erime sicakligi metile sitozin
niikleotidlerini  gostermektedir. Metilasyon oranlarina gore 1silarda da goreceli

farkliliklar gozlenmektedir.

I~ Manual Tm Mothod

ekil 4.2: eni i¢in hasta unun metile ve unmetile pikleri (unmetile ve metile olgu
Sekil 4.2: RARP g hasta grub til tile pikl 1 le ol
gruplarina ait farkli Tm derecelerinde alinan pikler goriilmektedir.)

Unmetile ornekler i¢in ~76 °C, metile 6rnekler i¢in ~81°C olarak belirlenmistir.
Ornek DNA’larinin erime 1s1s1 verileri metile/pozitif ve unmetile/negatif kontrollerin 1s1
verileri ile “Tm calling” yazilim programina goére degerlendirilmistir. Bu algoritmada

orneklerin erime profilleri metilli veya unmetilli olarak farklilik gostermektedir. Metilli
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DNA’dan amplifiye olan iiriinler amplikonda bulunan CpG dizileri nedeniyle daha
yiksek Tm derecesine sahiptirler. Metilli olmayan sitozin niikleotidleri bisiilfit

modifikasyonu ile urasil niikleotidlerine doniistiiriildiikleri i¢in Tm dereceleri daha
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Sekil 4.3: 27, 36, 41 numarali olgularin metilasyon derecelerine gore ( %50, %75, %100) metile
kontrol DNA’lar ile uyumlu RAR pik goriintiisii

Tm=81,5°C ‘de %100 metile kontrol DNA’ya ait amplifikasyon piki ile uyumlu
gbsteren 27.olguya ait amplifikasyon piki goriilmektedir. Olgu %100 metile olarak
degerlendirmeye alinmistir. Tm= ~81°C ‘de %75 metile kontrol DNA’ya ait
amplifikasyon piki ile uyum gosteren 41.olguya ait amplifikasyon piki goriilmektedir.

Olgu %75 metile olarak degerlendirilmistir. Tm= ~80°C ‘de %50 metile kontrol DNA
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ile uyum gosteren 36. Olguya ait amplifikasyon piki goriilmektedir. Olgu %50 metile
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3).

Melting Curves
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Sekil 4.4: 18.0lgunun unmetile kontrol DNA ile uyumlu olan unmetile RARP pik goriintiisii
(Tm = ~76 °C de unmetile kontrol DNA ile ¢akisan 18. olguya ait amplifikasyon piki goriilmektedir)

Timor Orneklerinden 24 tanesinin metilasyon oranlarina gore yaptigimiz
degerlendirmede orneklerin 3 tanesi % 25 metile, 5 tanesi % 50 metile, 4 tanesi % 75
metile ve 12 olgu % 100 oraninda RARP geni hipermetilasyonu gdstermislerdir.
Orneklerin tiimii GBM oldugu igin metilasyon oranlari ve timdr derecesi ile baglantist
irdelenememistir. Ancak metilasyon oranlar1 ile olgu sagkalim siireleri
karsilastirilmistir. Ayrica olgularin MGMT ve RARPB metilasyon durumlar ile sag

kalim siire karsilastirilmalar1 da gergeklestirilmis ve bulgular Boliim 4.5’de verilmistir.
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4.3. Arastirma Grubu Bireylerin Dizi-Analizi Bulgular:

IDH2 geni mutasyonlarinin ekzon 4 de yerlesmesi nedeniyle ¢aligmamizda
GBM tanili 40 olgunun tiimor oOrneklerinde bu genin ekzon 4 genomik dizisinin
mutasyon taramasi DNA dizi analizi ile gerceklestirilmistir. Sonuglar NCBI insan
genomik dizisi veri tabani ile karsilastirilmis ve BioEdit v5 yazilim programi ile
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucu ¢alisma grubu doku o6rneklerinde herhangi

bir polimorfizm veya mutasyon saptanmamistir (Sekil 4.5).

B O\ e USR] Deitop ber (i BT somaiclae SDHE 23 b S E
ﬂ 5 |E{u'.'!?inﬂ ﬂl“ _.]'_J B 2 tiodal sequences
T2 ot - Sabechion i Saquence Mad: Hone T
el s S Foston Hlarhormg M. Harm ]
0 E f— £V e e et L] ]
1D ITE e EERE ill.‘ﬂii e EHT B *.-I—;E @:‘ﬂg wfmiabn oo o bl
T R L R o e O e R B RO R
=t 150 200 210 220 230 240 250 260
IDHY Exd ARSI CAAGC I GAAGANGRT GIGGRAARG T COCART GEARDT ORI eI EeEGHGEEAC TG T O TCCOEEAGCCIATC
I R . = A e e L T
i 541 il | - l 2
)
172. kodon
110 120 130 1o 150 \ 170
TTATCICT BT COTCACAGAGTTLIA OCT GAAGAACAT GT B 0AAAA GTCCCAAT O GAACTA GOAACATCCTGGEG

Sekil 4.5: 43 numarali olgunun mutasyon saptanmayan IDH2 ekzon 4 de 172.kodon dizisi

4.4. Arastirma Grubu Bireylerinin IDH2 Gen Mutasyonu Durumuna Gore Sag

Kalim Siirelerinin istatistiksel Analizi

Olgularin  sag kalim siireleri hastalara ait bilgilerin bulundugu hasta

dosyalarindan temin edilmistir. Istatistiksel analiz i¢in Kaplan-Meier testi kullanilmstir.
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Calisma grubumuzda IDH2 geni i¢in mutasyon saptanmamistir. Tiim olgularimizin

sagkalim stire ortalamasi ~17 ay olarak belirlenmistir.

4.5. Arastirma Grubu Bireylerinin RARP Gen Metilasyonu (+/-) Durumuna Gore

Sag Kalim Siirelerinin Istatistiksel Analizi

IDH1 mutasyonu ve MGMT metilasyonu degerlendirmesi yapilmis 40 hastada
% 60 oraninda RARP metilasyonu saptanmistir. RARP metilasyonu saptanan olgularin
ortalama sag kalim siiresi 19 ay, metile olmayan olgularin ise 15 ay olarak
hesaplanmistir. (Tablo 4.3). Olgularin MGMT ve RAR metilasyon durumlarina gore

de sag kalim siireleri hesaplanmis ve gruplar birbirleriyle karsilastirilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Olgu grubumuzun RARPB ve MGMT genleri metilasyon oranlarina gore ortalama

sag kalim siireleri

Metile RARP ( n=24) 19
Unmetile RARP ( n=16) 15
Metile RARB +Metile MGMT* ( n=7) 14
Unmetile RARP + Unmetile MGMT?* ( 10
n=11)

( *: GBM olgularinda IDH1 mutasyonu ve MGMT metilasyonunun aragtirilmasi adh ¢aligma sonuglart)

Calisma olgularimizdan 28 olgu tedavi almis, geri kalan 12 olgunun hasta
dosyalarinda herhangi bir tedavi protokolu belirtilmemistir. Tedavi alan olgulardan bir

tanesi sadece kemoterapi, 9 olgu sadece radyoterapi, geriye kalan 17 olgu radyoterapi
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ve kemoterapiyi birlikte almiglardir. Tedavi alan ve almayan olgular RAR3 ve MGMT

metilasyon paternlerine gore sag kalim siireleri agisindan karsilagtirilmiglardir.

Istatiksel olarak tedavi alan olgular degerlendirildiginde kemoterapi ve
radyoterapiyi birlikte alan olgular 25 ayhik bir sagkalim grafigi cizmistir.Sadece
radyoterapi alan olgular ya da higbir tedavi protokolii uygulanmayan olgularda ise 15-

20 aylik sag kalim gdzlenmistir ki aralarinda belirgin bir farklilik vardir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: RARP gen metilasyonu gozlenen olgularin uygulanan tedavi ile birlikte

sagkalim siirelerinin degerlendirildigi istatistiksel analizi

metilasyon = rarb metile
T..0=1 ™ tedavi
I retke
— e
0,87 cdvi vok
Lt 17
? + 4 -+ rttkt-censored
LY - rt-censored
0,87 .
[ tdvi wok-
g censored
w
50,4—
%]
0,2
0,0
T T T I I T !
0,00 5,00 10,00 15,00 c0,00 25,00 20,00
vasamsiresiay

RARJ unmetile olan olgular, MGMT ve RARP genlerinin birlikte metile oldugu

olgular i¢in istatistiksel degerlendirme, hasta sayist azlig1 nedeniyle yapilamamustir.
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MGMT ve RARP genlerinin metile olmadig1 tedavi alan olgular1 sag kalim
stireleri agisindan degerlendirdigimizde 22 aylik bir sagkalim siiresi gézlenmistir (Tablo

4.5).

Tablo 4.5: unmetile RARP ve unmetile MGMT gozlenen olgularin uygulanan tedavi ile birlikte

sagkalim siirelerinin degerlendirildigi istatistiksel analizi

metilasyon = rarb+mgmt unmetil
1,07 tedawvi
T re+kt
3
0,87 tdwi vok
LI 17
‘l— rt-censored
n | tdwi wok-
0,8 censored

|

Cum Surviwval

T T | I T I
0,00 5,00 10,00 15,00 c0,00 25,00

yasamsuresiay

Her 2 genin unmetile olarak bulundugu olgularda radyoterapi ve kemoterapi alan
olgular ya da her 2 tedavi protokolu uygulanmamis olgular arasinda yagsam siiresi olarak

farklilik tespit edilmemistir.

4.5.1. Kantitatif Metilasyon Ortalamalar

Calismada MS-HRM yontemini  kullanirken plate kuyucuklarina hasta
gruplarinin ornekleriyle birlikte kantitatif olarak metilasyon durumlarini bildigimiz

pozitif/metile kontrol 6rnegi CpGenome ™Universal Methylated DNA (Millipore-
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Chemicon ® International) ile negatif/unmetile kontrol 6rnegi CpGenome ™Universal
Unmethylated DNA (Millipore-Chemicon ® International) ve bunlarin seyreltilmesi ile
elde edilen %25, %50 ve %75 ara degerleri de yiiklenmistir. LightCycler ® 480 Real
Time PCR (Roche) cihazinin yazilim programlari (Tm Calling, Gene Scanning ve
Difference plot) araciligiyla kontrol Ornekleri baz alinarak tiim c¢alisma gruplarinin

kantitatif metilasyon degerlerinin ortalamasi alinmistir.

4.5.2. Kantitatif Metilasyon Degerlerine Gore Sagkahm Siirelerinin Istatistiksel
Analizi

Calismamizda olgu grubumuzun RARP geni kantitatif metilasyon oranlarina
(unmetile, %25, %50, %75, %100 oraninda metile) gore sagkalim siireleri Kaplan-
Meier testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Olgu sayilarinin azligi
nedeniyle drnekler unmetile, < % 50 metile ve > % 50 metile olarak ii¢ gruba ayrilarak
karsilagtirilmiglardir. Yapilan degerlendirmede olgularin sag kalim siireleri acisindan
%350 nin alt1 ve {istlii metilasyona sahip gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik

saptanmamustir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Olgu grubumuzun metilasyon oranlarina gére sagkalim tablosu

Olgu Sayisi 16 8 4 12
Ortalama Sagkalim 15 20 16 16
Siiresi (ay)
Istatistiksel Anlamliik p>0,005
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6. TARTISMA

Gliomalar sinir destek dokusunun degisimi ile olusan, fenotipik olarak karmasik
yapilar1 ve “standart olmayan” tedavi bicimleri ile etkiledikleri hasta grubunda seyir
seklinin halen karanlikta kaldig1 bir timér grubudur. Tiim tiimdrlerin % 1-2’sini ve tiim
intrakranial tiimorlerin % 40-45’ini olustururlar ve en 6liimciil, morbiditesi en fazla olan
grupturlar. Gliomalarin iki ayr1 yolakla gelistigi bilinmektedir. Primer GBM’da
malignitede en ileri evre, timoriin dogrudan dogruya teshis edildigi, 50-60 yaslarindaki
hastalarin bulundugu grup olarak tanimlanmaktadir. Sagkalim siiresi aylarla ifade
edilebilecek kadar diisiiktiir. Sekonder GBM ise diisiik dereceli olarak daha geng yas
grubunda saptanabilmekte ve derece ilerleyerek gelismektedir. Derece ilerleme siireleri
icinde Onceki gruba gore tedavi yontemi konusunda fikir birligi bulunmayan bu ikinci
gruptaki tiimorlerde belirlenen molekiiler degisimler, tedavi yonteminin se¢imi ve sag

kalimin uzatilabilmesi i¢in yol gostereceklerdir (38,54,61).

6.1. Glioblastoma Orneklerinde RARP Gen Hipermetilasyonunun Olgularin
Klinik Ozellikleriyle iliskisi

CpG adalarmin anormal metillenmesi kanser dokusunda cesitli tiimor baskilayici
genlerin  sessizlestirilmesi agisindan genlerde fonksiyon kaybiyla sonucglanan

mutasyonlara ve delesyonlara alternatif bir mekanizmadir.

DNA metilasyonu MS-PZR veya sodium bisiilfit dizileme yontemleri ve benzer
birgok yontemle aragtirilabilmektedir. MS-HRM de hizli ve kolay bir yontem olmasi,
ayrica unmetile DNA 0Ornegi igerisindeki % 0,1 oranindaki metile DNA’y1 tespit

edebilmesi agisindan hassas bir yontemdir (48).

Calismamizda tiim GBM doku 6rneklerinde MS-HRM teknigi ile basarili sonuglara
ulagilmigtir. Diger bir metilasyon yontemi olan ve diger ¢aligmalarda uyguladigimiz

MS-PZR yontemine gore zaman, kolaylik, glivenilirlik agisindan karsilastirildiginda,
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MS-HRM yo6nteminin rutin analizlerde, taramalarda kullaniminin daha uygun oldugu

sonucuna vartlmistir.

Calismamizin bulgular boliimiinde de belirtildigi gibi, GBM tanis1 almis 40 olguya
iliskin IDH1 gen mutasyonu ile MGMT gen metilasyon analizleri tamamlanmis timor
doku ornekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Bu Orneklerde son yillarda farkli kanser
tirlerinde yogun olarak incelenen RARP geni metilasyon paternlerinin
degerlendirilmesi amacglanmistir. RAR[P geni promotor metilasyonu akciger kanseri,
gastrik kanser, prostat kanseri ve hematolojik neoplazmlar olmak iizere bir¢ok kanser
tipinde  incelenmistir.  Ancak literatiir = degerlendirmesinde =~ RARP  geni
hipermetilasyonunun gliomagenez iizerinde etkisi oldugu savunulmakla birlikte RAR
promotor metilasyonunun GBM 6rneklerindeki durumunu degerlendiren sadece bir
asosiasyon calismasina rastlanmistir. Bu nedenle, calismamizda elde edilen bulgular
sadece ilgili arastirma verileri ile karsilagtirilacaktir. Dolayisiyla verilerimiz tartismaya
aciktir. Diger taraftan, ¢alisma GBM olgularinda RARP hipermetilasyon sikligi ve
GBM arasindaki iliskiyi arastiran Tiirkiye’deki ilk calisma olma 6zelligini de

tagimaktadir.

Piperi ve arkadaslar1 tiimor iligkili dort (VEGF, COX-2, IL-6, IL-8) genin 23 glioma
orneginde metilasyon durumunu analiz etmisler ve inflamasyon, anjiyogenik aracilar ile
baglantili olarak klinik sonuglarini aragtirmiglardir. Alti tane derece II ve 17 tane derece
IV GBM orneginde RARB ve MGMT metilasyon oranlarint sirasiyla %58,8 ve %70,58
olarak bildirmislerdir. Tiimdr evresi, nekroz derecesi ile RARP ve MGMT metilasyon
orant arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirilmislerdir (57). Arastiricilarin
degerlendirdigi orneklerden sadece derece IV GBM olgulan arasinda ise metilasyon
oran1 % 42 dolaylarindadir. Bizim calismamizda saptadigimiz % 60 hipermetilasyon
ornegi, Piperi ve ark.nin oranindan daha yiiksektir. Ancak bu farkliligin temelinde
metodolojik farkliliklarin yattigini diisiinliyoruz. Arastiricilar yontem olarak MS-PZR
yontemini kullanmiglardir ki diisiik orandaki metilasyonlar1 saptama konusunda
calismamizda kullandigimiz MS-HRM’in daha sensitif oldugu bilinmektedir (7,57).

Diger taraftan olgu sayis1 da insidans degerlendirmesinde etkili olabilir
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Diger taraftan Piperi ve ark.’nin hasta grubunda erken evre glioblastomlu 6 olgunun
timiinde de RARP metilasyonu saptandig1 ifade edilmistir. Bu da RARP gen
metilasyonunun  karsinogenez  siirecinin  erken evrelerinde rol oynadigini

gostermektedir.

Calismamizda sadece GBM olgularinda degerlendirme yapildigi i¢in bu yonde bir

verimiz bulunmamaktadir.

RARP geninin DNA metilasyonu ile sessizlesmesi ilk olarak Cote ve ark.lari
tarafindan kolon kanserlerinde bildirilmis ve daha sonra bu genin pek ¢ok farkli kanser
tipinde de hipermetilasyon araciligiyla sessizlestigi dogrulanmistir (14). RARPB niikleer
transkripsiyonel diizenleyicilerin tiroid-steroid hormon reseptor ailesi tiyesidir. Vitamin
A nin biyolojik olarak aktif formu olan retinoik asite baglanir ve embriyonik
morfogenez, hiicre biiyiime ve farklilasmasinda seliiler sinyal iletiminde gorev alan bir
tiimor baskilayict gendir. RARP transkriptinin dagiliminin fare sinir sistemi gelisimi
sirasinda belirli olaylarla baglantisinin ¢ok anlamli oldugu, ¢ocukluk ¢agi intrakraniyel
ependimomlarin geligimi ile koroid pleksus tiimdrlerinde metilli oldugu belirtilmigtir

(57).

Olasz ve ark. nin bas boyun kanserlerinde yaptiklar1 ¢alismada RARP geninin
metilasyon, allelik kayip ve ekspresyon acisindan degerlendirdikleri ¢alismalarinda
RARP hipermetilasyonu ile ekspresyon azalmasi arasinda ileri diizeyde korelasyon
oldugunu, buna karsilik RARP lokusu 3p24’iin allelik kaybinin (%45.2) mRNA
diizeyini ¢ok etkilemedigini bildirmiglerdir (55). Gen ekspresyonu ile RARP allelik
kayb1 arasinda korelasyonun olmamasi meme karsinomunda ve 6zafagus kanserlerinde
de bildirilmistir. RARB nin TBG oldugu dikkate alindiginda normal olan ikinci allelin
retinoidler tarafindan uyarildigini sdyleyebiliriz. Ancak, RARP metilasyonunun artmasi
ile gen expresyonunun anlaml diizeyde azalmasi, RAR baskilanmasinda metilasyonun
esas rolii iistlendigini gostermektedir. RARP ekspresyon kaybinin karsinogenezin erken
doneminde gelismesi LOH ve hipermetilasyon olaylarinin erken déonemde oldugunu

gostermektedir. Olasz ve ark.lar1 bu genin metilasyon patern analizinin erken kanser
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tanist i¢in belirte¢ olabilecegini One siirmiislerdir (55). Glial hiicrelerde bu yonde
calisma bulunmamaktadir. Ancak Piperi ve ark.nin hasta serilerinde derece II tlimor
orneklerinde %100 oraninda metilasyon saptanmasi (57), acaba glioblastomlar icin de
bir erken tan1 marker1 olabilir mi sorusunu akla getirmektedir. Bu yonde c¢alismalarin

gerceklestirilmesi gerektigine inantyoruz.

Diger taraftan, retinoik asit yanitinda araci oldugu i¢cin RAR[ kemoterapi i¢in de bir
marker olabilir. Retinoidlere olan rezistans kemoterapi i¢in 6nemli olabilir. Ciinkii
promoter hipermetilasyonu RAR baskilanmasinin temel nedenidir ve retinoidlere
direngte hipermetilasyon etkili olabilir. Bag boyun ve meme kanserlerinde belirtilen bu

yararlarin glioblastomlarda da detayli olarak incelenmesi gerekir.

Calisma grubumuzun sagkalim oranlarmin analizi Kaplan-Meier testi ile
gerceklestirilmistir. Metilasyon gozlenen olgular ile metilasyon tespit edilmemis
olgularin sagkalim siireleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi.
Metilasyonun olmadigr olgularda ortalama sagkalim siiresi 15 ay iken RARP
metilasyonu saptanan olgular i¢in bu siire 19 ay olarak belirlenmistir. Piperi ve ark.nin
calismasinda da metilasyon goézlenen ve gozlenmeyen olgularda sagkalim siireleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (57). Metilasyonun yas
ile birlikte arttig1 gercegi dogrultusunda calismamizda metilasyon olan ve olmayan
olgular yaslar1 agisindan karsilastirilmislardir. Metilasyonu pozitif olan olgularin yas
ortalamast 52,7 yil iken metile olmayan olgularin yas ortalamast 60,4 olarak
belirlenmistir. Gruplar arasinda yas ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmamugtir.
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Tablo 6.1: Calismamizdaki RARp hipermetilasyon bulgularinin literatiirle
karsilastirilmast
Histopatolojik | Calisilan Arastirilan
Literatiirler Tam Olgu Sayis1 | Yontem Genler Sonu¢
Tiim orneklerde
%58,8 RARP
Piperi C. ve Derece II- %70,58
ark.2010 6olgu G 11 . s
D(e(r;eBcl(\a/[ I)V 17 olgu GBM GBM
olgularinda
%42 RARp met
Cahismamiz Derece IV % 60 RARP
i RARS

( *: GBM olgularinda IDHI mutasyonu ve MGMT metilasyonunun aragtirilmasi adli ¢aligma

sonuglart)

6.2. Glioblastoma Orneklerinde IDH2 Mutasyonunun Olgularim Klinik
Ozellikleriyle iliskisi

Histolojik olarak tanida bir farklililk gOstermemesine ragmen, primer ve
sekonder GBM birbirlerinden farkli iki hastalik alt grubudur. Farkli genetik lezyonlar ve
farkl yolaklar aracilifiyla farkli yas gruplarindaki hastalar etkilenir. Popiilasyon temelli
calisma verilerine gore GBM’lerin >%90 primer GBM’dir ve daha diisiik dereceden
gelisme, agresif hale gelme gibi bir 6zelligi yoktur. Primer GBM’ler de novo gelisen
timorledir. Daha once de ifade edildigi gibi yash bireylerde gelisir ve prognoz
acisindan daha kot bir karakter gosterir. Bunun aksine sekonder GBM, diisiik derece
astrositomlardan gelisen, erken yasta bireyleri tutar ve prognoz agisindan primer timére

gore daha iyi olan tiimor tipidir (56).
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Spesifik onkogenik degisimlerle GBM baglantisina ragmen, klinik olarak
birbirlerinden ¢ok farkli olan bu iki grubu kesin olarak ayirma olanag: yoktur. Ayrica,
spesifik genetik anomalilerin bilinmesine ragmen farkli yolaklarla gelisen tiimorlere etki
edecek hedefe yonelik terapi olanagi miimkiin olmamaktadir ve bu nedenle bagar1 orani
diistik kalmaktadir. Standart yaklagim cerrahi miidahele sonrasi oral alkilleyici ajan olan

temozolomid ile kemoterapi ve radyoterapidir.

Parsons ve ark. gliomalarin tan1 ve prognostik alt gruplarini belirlemek, yeni
onkojenik degisimlerle yeni tedavi yaklagimlarinin ortaya konmasi amaciyla yaptiklari
calismada 22 GBM orneginde 20661 geni dizilemislerdir. Cok sayida aday genin
belirlenmesinin yan1 sira drneklerin % 12 sinde kromozom 2q22 de lokalize olan IDH1
allelik kayb1 ortak bulgu olarak bildirilmistir. IDHI mutasyonlari, R132. konumda

histidin veya serin degisiminden kaynaklanan heterozigot mutasyonlardir (56).

IDH mutasyonlarmin kesfinden bugiine kadar bu anomalinin insan
kanserlerindeki yeri hala gizemini korumaktadir. Zhao ve arkadaglart mutasyonun IDH
fonksiyonunu yitirmesine ve mutasyon tasiyan timdorlerde, tagimayanlara gore hipoksia-
inducible factor alt {initesi (HIF-la) miktarmin daha yiiksek seviyede oldugunu
belirtmislerdir (87). Bunun sonucunda bu geni tiimér supresér gen olarak
degerlendirmislerdir (38,61,69). Fakat Dang ve arkadaglar1 tek bir metabolitin (2-
hidroksiglutarat) degerinde ylikselme saptamislardir. Elde ettikleri sonuglar in vivo
olarak 2-HG’in asir1 birikimine katildigim1 ve gliomanin malignant progresyonuna
neden oldugunu belirtmektedir. Beyinde 2-HG artmasi sonucu reaktif oksijen
tirtinlerinin (ROS) seviyesinde artis olmakta, bu da potansiyel olarak kanser gelisimi
riskinde artisa yol agmaktadir. 2-HG, hiicreler i¢in toksiktir (Bdliim 2.3.5). Bu yiizden
IDH genlerinin onkogen oldugunu savunmaktadirlar (15). “Fonksiyon kayb1”
varsayimina karsi sunulan diger bir bulgu da IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin hemen
tiimiiniin missens mutasyon olmalari, enzim substrat baglanma bolgesindeki birkag iyi
korunmus arginin rezidiilerini etkilemeleridir. Genellikle TBG’lerdeki fonksiyon

kayiplariyla ilgili nonsens, cerceve kaymasi ya da gen delesyonlar1 gibi genetik
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degisimler ya dikkati ¢ekmeyecek kadar nadir ya da bugiine kadar hi¢ bildirilmemis

olmasidir.

IDH geninin IDH1 ve IDH2 olarak iki izoformunun glioblastoma multiformede
mutant olarak bulundugu pek ¢ok calismada bildirilmistir (15,38,59,61,69,86). IDH2
mitokondride lokalizasyon gostermekte olup mutasyonlar sonucu yeni fonksiyon
kazanimi ile gliomageneze katkida bulunduklari bildirilmistir. Ancak IDHI-2
mutasyonlarinin ¢ogunlukla sekonder tiimérlerde gozlendigi, primer tiimorlerde IDH1
mutasyonunun %35, IDH2 mutasyonunun da yok denecek kadar az diizeyde oldugu (%

0,1) bildirilmistir (22).

Gliomanimn WHO derece II-1II olmak {izere 2 alt tipinde IDH mutasyonlar1 daha
sik gozlenmektedir. Bu bulgular astrosit ve oligodendrosit doniisiimiinde, erken evre
glioma gelisimi i¢in gozlenen mutasyonlar oldugunu destekler. IDHI1-IDH2
mutasyonlarinin WHO derece II-III gliomlarda sik goriilmesi bu tiimdr tiplerinden
koken alan sekonder GBM olgularinda bu mutasyonlarin daha sik goriilmesinin
nedenini de ortaya koyar. IDHI-IDH2 mutasyonlarimin tek bir amino asit
lokalizasyonuna sahip olmasi bu mutasyon taramasinin diagnostik amagla kullanimini
kolaylastirir. Ornegin IDH mutasyonunun pilositik astrositoma ile diffuz astrositoma
ayrimi i¢in yardimci teknik olarak kullanilabilecegini arastirmacilar bildirmistir. Ciinkii
bu tiimor tiplerinin histopatolojik kriterlere gore ayrimi zor olabilmektedir

(26,38,54,61).

Glioma olgularinda IDH2 gen mutasyonu literatiirde IDH1’e gore daha nadir
gbzlenen bir genetik degisimdir. Bu nedenle mutasyonu yakalayabilmek i¢in daha genis

olgu serilerine ihtiya¢ vardir.

Christian Hartmann ve arkadaglar1 sitozollk NADP bagimli isositrat
dehidrogenaz kodlayan IDH1’in somatik mutasyonlar1 astrositoma, oligodenroglioma
ve oligo astrositomada (WHO derece II-1II) major olarak g6zlendigini belirtmislerdir.

Bu genin mitokondriyal formu olan IDH2 aym tip tiimorlerde daha az siklikla
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goriilmektedir.  Elde  ettikleri  verilere  dayanarak anaplastik  astrositoma,
oligodendroglioma, oligodendroglial astrositoma, hastalarinin eger IDHI1-2 mutasyonu
tagiyorlarsa, mutasyon tasimayan hastalara gore prognoz olarak daha iyi bir tablo
cizdiklerini bildirmislerdir. Mutasyon sikligin1 ve tipini belirlemek i¢in 1010 diffiiz
glioma ile ¢alisilmistir ve 31 IDH2 mutasyonu tespit etmislerdir (22). Yontem olarak
direkt sekanslama secilmistir. Onceki calismalardaki veriler IDH2 mutasyonunun IDH1
mutasyonu gozlenmeyen glioma olgularinda tespit edildigini bildirmistir. Bu nedenle 2
gen birlikte ¢alismaya alinmistir. 712 IDH1 mutasyonu tasiyan hastada wild tip IDH2,
27 IDH2 mutasyonu tasiyan hastada wild tip IDHI ve 4 tanesinde her ikisinde de
mutasyon gozlenmistir. Bu c¢alisgmada IDH2 mutasyon sikligi % 3,1 olarak
belirlenmistir. Histoloji ayriminda ise; IDH1 astrositik histoloji ile yakin iliskili iken

IDH?2 oligodendroglial tiimoérlerde yaygindir (22,38,61).

Sonoda Y. ve arkadaslar1 125 frozen glial tiimdr dokusunda DNA dizi analizi
yontemi ile IDHI-IDH2 genlerinin mutasyon taramasini yapmuslardir. Yapilan
calismada prognostik belirtegler elimine edilerek 125 glioma hastasinin dizilemesi
yapilmistir. IDH1 geni i¢in hot spot R132 ve IDH2 i¢in ise ekzon 4 R172 dikkate
almmigtir. WHO derece II-III glioma hastalar1 ile bu g¢alisma gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda 125 6rnegin 39 tanesinde IDH1 R132H mutasyonu saptanmis ve
IDH1’de mutasyon saptanmayan sadece bir anaplastik astrositoma orneginde IDH2
R172S (AGG>AGT) mutasyonu saptanmistir. Caligmada tam1 koyuldugu zamandaki
hasta yasi, cinsiyeti, operasyon oOncesi Karnofsky performansi skorlamasi (KPS)
istatiksel analizde The Mann-Whitney testi kullanilarak eldeki verilerle ortalama sag
kalim belirlenmistir (69) . Bu calismada tiim glial tiimér gesitleri i¢inde sadece bir
anaplastik astrositoma hastasinda IDH2 mutasyonu saptanmistir (69). Calismamizda
saptanan IDH2 yabanil tip alleli tagiyan olgulardaki ortalama yagam siiresi Sonoda ve
ark.’nin 22 aylik siiresi ile ¢ok farklilik gostermemektedir. Ancak bu degerlendirmede
hasta grubunun daha az malign tiimore sahip olgular olmasi, sagkalim siiresinin daha

uzun olarak belirlenmesini agiklamaktadir.
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Raynaud S. ve arkadaglar1 48 diisiik derece gliomada, 58 primer glioma ve 94
meme kanseri olgusunda yaptiklar1 calismada IDH1 ve IDH2 ekson 4 mutasyon
taramasini gerceklestirmisler ve elde edilen sonuglar1 hematopoetik hastaliklarla yapilan
calisma verileriyle karsilastirmiglardir. Yapilan degerlendirmede IDH2 mutasyonu
gozlenmemistir. Hematopoetik hastaliklarla kiyaslandiginda IDH2 nin bu grupta, IDH1
mutasyonlarinin ise sinir sisteminde daha belirgin olarak gozlendigini ifade etmislerdir.
94 meme kanseri 6rneginde ise IDH1-2 mutasyonlar1 saptanmamistir. Bu nedenle IDH2
mutasyonunun hematopoietik hastaliklarla yakin iligkili oldugu, bununla beraber
nadiren gozlenen IDH2 mutasyonlarinin da oligodendroglial tlimoérlerde astrositomalara

gore daha belirgin oldugu vurgulanmistir (59).

Calismamizda dizileme sonucu tiimér Orneklerinde IDH2 gen mutasyonu
saptanmamistir. Bu verimiz literatiir ile uyumludur. Ciinkii klinik bilgiler dogrultusunda
caligmaya dahil ettigimiz tiim olgular primer GBM tanisi alan olgulardir ki bu IDH2 gen
mutasyonlariin olmayist ile de dogrulanmistir. Ancak burada GBM alt tipinin
belirlenmesinde  MS-HRM teknigi ile IDHI1-2 mutasyonlariin rutin, diagnostik

analizlerinin yapilmasinin klinisyenlere yardimci olacagi goriisiindeyiz.

Bugiine kadar bu iki izoforma iliskin GBM’lerde yapilan dizileme, mutasyon
analizlerinde Sekil 6.1.’de de gosterildigi gibi IDH2 geni mutasyonlarinin ekzon 4 de
Ozellikle R 172 ve R 140 da niikleotid transisyonu olarak lokalize oldugu, yani bu
bolgelerin hot spot bolgeler oldugu gozlenmistir. Bu nedenle calismamizda IDH2

geninin ekzon 4’1 dizilenmistir.
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Sekil 6.1: IDH mutasyonlarinin hot spot bdlgeleri (15)

Yan ve arkadaslar1 445 santral sinir sistemi timorii ve 494 santral sinir sistemi
tiimorii olmayan dokuda IDH1 ve IDH2 genlerini sekanslamislar, 9 tanesinde IDH2
ekzon 4 mutasyonu saptamislardir. Saptanan mutasyonlar 2 dokuda R172G, 3 dokuda
R172M ve 4 tiimoér dokusunda da R172K olarak bildirilmistir. Tiimor tiplerindeki
dagilim ise; 30 diffuz astrositomadan 2 tanesinde, 52 anaplastik astrositomadan 2
tanesinde, 36 anaplastik oligodendrogliomadan 3 tanesinde IDH2 mutasyonu
saptanmistir. Mutasyonlar ile hastalarin histolojik tan1 tarihi, hastanin son kontrol tarihi
ya da Olim tarihi bilgileri degerlendirilerek ortalama sagkalim belirlenmeye
calisilmigtir. Anaplastik astrositoma ya da glioblastoma hastalarinda IDHI-IDH2
mutasyonu tagiyanlarin, yabanil tip allele sahip olanlara gore daha geng yasta olduklari,
IDHI1-IDH2 mutasyonu tasiyan anaplastik astrositomali hasta yasi ortalamasi 34 iken,
yabanil tip allele sahip olanlar icin ortalama yas 56 olarak bildirilmistir (86). IDH1-
IDH2 mutasyonu tastyan Glioblastoma multiforme tanisi almis hastalar i¢in ortalama
yas 32 iken yabanil tip allel tasiyan hastalar i¢cin ortalama yas 59 olarak bildirilmistir.
Parsons ve arkadaglari mutasyon goriilme yasimi 33 yas, yabanil tip allel tasiyan
hastalarda ise ortalama yas1 53 olarak rapor etmislerdir (56). Ichimura ve ark. ise
mutasyon tastyan hastalar i¢in ortalama yas1 41, yabanil tip allel tasiyan hastalar i¢in

ortalama yas1 56 olarak bildirmislerdir (26).
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Bu sonuca gore IDH1-IDH2 mutasyonlarinin erken yastaki hastalarda daha sik
gbzlendigi belirtilmistir ki bu sekonder GBM tanimina da uymaktadir. Calismamizda
olgu grubumuzda mutasyon saptanmadiglr i¢in boyle bir istatistiksel oranlama
yapilamamistir. Fakat ¢alisma grubumuzun hepsi yabanil tip allele sahip oldugu i¢in
genel yas ortalamasi 54.5+2 olarak belirlenmistir. Bu bulgu literatiirde yabanil tip allele

sahip GBM hastalar1 ile uyumlu bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

Son donemlerde yapilan genis ¢aph analizler, IDHI1-2 mutasyonlarinin yeni bir
prognostik belirteg olabilecegini gdstermektedir. IDHI1-2 mutasyonuna sahip glioma
hastalarinin bu mutasyonu tagimayanlara gore daha uzun yasam siiresine sahip
oldugunu Ichimura ve arkadaslar1 yaptiklari ¢ok basamakli caligmalarla gostermistir.
Fakat prognostik bir faktor olarak timor tipi, evresi ya da yas ile iliski kurmaktan

kagcinmuglardir (26,38,54,61).

Almanya’da NOA 04 no’lu ¢alisma, primer olarak radyoterapi veya kemoterapi
alan, IDH1/2 mutasyonu tasiyan, WHO derece III gliomalar ile yapilmigtir. Bu
calismada ve EORTC 26951 numarali ¢alismada tek basina radyoterapi ya da PCV ile
kombine tedavi alan olgular hastalikta progresyon gostermemislerdir. Bu durumda
calismacilar sdyle bir hipotezi savunmuslardir; IDH mutasyonu sonucu bozulan enzim
aktivitesi ile hiicrelerde biriken metabolitler hiicreleri alinan tedaviye karsi hassas hale
getirirler ve uygulanan tedavideki bagsar1 orani artar. Bu nedenle her iki ¢caligmada IDH
mutasyonu ve uzun sag kalimi desteklemektedir (79,84). Bizim g¢alismamizda hasta
sagkalimi i¢in yapilan degerlendirmede ise IDH2 yabanil tip alleli tasiyan 40 olguluk
serimizin ortalama sagkalim siiresi ~17 ay olarak tespit edilmistir. Literatiirde IDH2
mutasyonu tasiyan hastalar icin ortalama sagkalim 31 ay, yabanil tip allel tasiyan
hastalarda ise 15 ay olarak bildirilmistir. Bu bulgu, IDH2 mutasyonu olan vakalarda sag
kalim siiresinin uzadigin1 gostermesi agisindan onemli bir bulgudur. Diger taraftan
calismamizda yabanil tip IDH2 ye sahip olgulardaki sag kalim ortalamasinin literatiir ile
uyumlu oldugu da goézlenmistir. Yukarida belirtilen c¢alismalar (79,84) sonucunda

IDH1-IDH2 genleri anaplastik astrositoma hastalar1 i¢in artmig sagkalim ile
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iliskilendirilmis, mutasyonu tasiyan hastalarda ortalama sagkalim 50 ay, mutasyonu

tasimayanlarda 22 ay olarak belirtilmistir.

Martin J. van den Bent ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, 159 anaplastik
oligodendroglial  tiimoér  Orneginde  sekanslama ile  mutasyon  analizini
gerceklestirmiglerdir. Toplam 151 hastada 1p19q delesyonu ve 118 hastada da MGMT
promotor metilasyonu goézlenmistir. Bu olgulardan 73 tanesinde IDH1 mutasyonu ve
sadece bir hastada IDH2 mutasyonu saptanmistir. IDH mutasyonlarinin radyoterapi ve
radyoterapi/PCV tedavisi alan hastalarda, progresyonsuz sagkalim ve sagkalim
sliresinin  artmas1  agisindan prognostik  oldugunu belirtmislerdir. Retrospektif
calismalarda da derece II-1II glial tiimdrlerde IDH1-2 mutasyon varliginin sagkalim i¢in

prognostik etkisi oldugunu vurgulamislardir (84).

Bugiine kadar IDH mutasyon taramalari Sanger sekanslama yoOntemi ile
gerceklestirilmistir. Dizileme altin standart olarak kabul edilmekle birlikte Sanger
dizilemenin, yabanil tip gen dizisinin bulundugu bir ortamda mutant olanlar1 belirleme
duyarliliginin % 20 dolaylarinda oldugu Temmuz 2011 de yayinlanan Gupta ve ark.nin
caligmasinda belirtilmektedir (21). Mutant allel oraninin yiiksek siklikta olmasi
gerektigi, beyin tiimor biyopsilerinin tiimdr olmayan dokularlada yiiksek oranda
kontamine olmasma bagli olarak ozellikle beyin tiimoérlerinde yanlis negatif sonug

olasiliginin yiiksek olabilecegi ifade edilmektedir.

Somatik mutasyonlarin taramasinda pyrosequencing yonteminin Ozellikle
kantitatif veri vermesi nedeniyle de giivenilirliginin daha yiiksek oldugu, yabanil tip
ortaminda %5 veya %7 mutant allel sikligin1 saptayabildigini bildirmektedirler (21). Bu
durum o6zellikle sekonder tiimorlerde diisiik derece timdr orneklerinde normal beyin
parankimasi igerisinde diisiik oranda glioma hiicreleri bulundugu igin biiylik bir risk
olusturacaktir diisiincesindeyiz. Caligmamizda primer GBM olgularinin olmasi, ayrica
ileri derece tiimorler degerlendirildigi i¢in altin standart yontem olan sekanslama ile

elde ettigimiz verilerin giivenilir oldugu goriisiindeyiz.
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Tablo 6.2: Calismamizdaki IDH2 bulgularinin literatiirle karsilastirilmasi

Calisilan
Histopatolojik Olgu Arastirillan, Elde Edilen
Literatiirler Tam Sayis1 | Yontem | Genler Sonu¢
diffuz astrositoma,
anaplastik astro., %0.5 IDH2
Yan ve ark. 2009 anaplastik 445  |Dizi Analizi| IDH1-2 mutasyonu
oligodendrogl
Sonoda Y. veark, | STKOnGer GBM %31 IDHI mut
2009 G 111 125 |Dizi Analizi| IDHI1-2 %0.8 IDH2 mut
Hartmann C. ve ark Sekonder GBM %70 IDH1 mut
. . o
2010 WHO 1010 |Dizi Analizi| IDH1-2 | °31DH2mut
G II-I1
I S, R En Duslrlilingel;adﬁfrllizma, Mutasyon yok
2010 primer gHoma, 200 |Dizi Analizi| IDHI-2 yony
meme kanseri
(1)
van den Bent ve ark. Anaplastik (;) 3661%132211:
2010 oligodendroglioma 159 Dizi Analizi| IDHI1-2 o 4
Primer GBM . . qr Mutasyon
Calismamz 2011 WHO G IV 40 Dizi Analizii IDH2 cerpmmGE

Sonug olarak IDH genlerinin primer ve sekonder GBM kesin tanisi i¢in analiz

edilmesi gerektigi goriisiinii destekliyoruz. Ayrica sekonder GBM de de diisiik ya da

ileri evre tamis1 i¢in de IDH mutasyonlarinin histopatolojik verilere gére daha net

bilgiler verdigi literatiir bilgisiyle de desteklenmistir.
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Gliomalarda IDH mutasyonlariin sadece tani i¢in degil prognoz ac¢isindan da
klinisyenlere biiyiik faydalar saglamasi nedeniyle rutin analizlere sokulmasi gerektigi
diisiincesindeyiz. Diger taraftan RARP gen metilasyonunun diger kanser tiplerindeki
durumu degerlendirilerek gliomalarda da marker olarak kullanilabilme potansiyeli
oldugu goriisiindeyiz. Ancak bu gene iliskin genis populasyonlarda, ekspresyon
caligmalari ile birlikte analizlerin yapilmasinin gerekli oldugu, bu ¢alismanin devaminin

bu planlama ile gergeklestirilmesi gerektigine inaniyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, IDH1 mutasyonlar1 ile MGMT metilasyon paternleri bilinen 40
GBM olgusunun tiimoér dokusunda, IDH2 ve RARP genlerinin GBM molekiiler
patolojisi ile iligkisinin ortaya konmasi amaciyla IDH2 gen mutasyonu ve RARPB gen
metilasyonu analizleri gergeklestirilmistir. Mutasyon taramasi olarak DNA dizi analizi

ve metilasyon arastirmasi i¢in de MS-HRM yoéntemleri kullanilmistir.

40 olguya ait drnekte IDH2 geni icin mutasyon saptanmamustir. Orneklerimizin
primer timor On tanisina bagl olarak bu bulgu IDH2 geni i¢in daha dnce yapilmis

arastirma verileri ile uyumlu bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

1) Calismamizin devaminin farkl tiimor tiplerindeki (primer- sekonder / erken
derece-ileri evre) IDH2 mutasyon siklig1 ile IDH mutasyonunun neden oldugu metilator

fenotipin degerlendirilmesi olarak diisiiniilmektedir.

2) Calisma grubumuzun RARP gen metilasyonu i¢in metilasyon frekansi

belirlenmistir. Olgu grubumuzdaki metilasyon orani literatiirle uyumlu bulunmustur.

3) Metilasyon c¢alismasi i¢in solid tiimorlerde MS-HRM uygulamasinin
literatiirlerle uyumlu bulgular1 dahilinde giivenilir, uygulanabilir oldugu sonucuna
ulasilmistir.  4) IDH2 gen mutasyonu agisindan olgu grubumuzun ortalama sagkalimi

belirlenmistir. Elde edilen bulgu literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.

5) Olgu grubumuzda metilasyon gozlenen ve gozlenmeyen olgularin ortalama
sagkalimlar1 belirlenmis, bunun sonucunda RAR[ geni i¢in metile olan grupta daha
uzun sagkalim tespit edilmistir. Calismamizin sonucu bu konuda daha 6nce yapilmis

calismanin sonucu ile farklidir. Bu nedenle yeni bir bulgu olarak degerlendirilmistir.
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6) GBM olgular1 ile RARPB gen metilasyonu i¢in yapilmig ¢alisma sayisinin
azlig1 nedeniyle daha genis olgu serileri ile ekspresyon paternlerinin de incelendigi yeni

calismalar yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.

Sonug olarak son yillarda glioma biyolojisi ve genetigindeki gelismeler yeni
markerlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu markerlerin bazilar1 tanisal deger tasirken,
digerleri hasta prognozu ve tedaviye yaniti tahmin etmede ¢ok yardimer olmaktadir. Bu
nedenle gliomalarda genetik testlerin uygulanmasi artik rutin klinik uygulama haline
gelmektedir. Ayrica gliomalarin  smiflandirilmasinda histolojik  kriterler yaninda
molekiiler kriterlerin de ¢ok dnemli oldugu ve takip eden WHO siniflamasinda IDH
mutasyonlart gibi pek ¢ok molekiiler marker sonuc¢larinin da dikkate alinacagi

diisiincesindeyiz.
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