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Bilimleri Enstitlisi Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.
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OZET

Bashk: Glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin

ekspresyon paternlerinin ve genomik kopya sayist degisikliklerinin degerlendirilmesi

Amag: Glioblastoma en yaygin primer beyin tiimorii olarak bilinmekte olup,
yetiskinlerde insidansi ve niiks oran1 yiiksek olan bir kanser tipi olarak bilinmektedir.
Tiim malign santral sinir sistemi (SSS) tiimorlerinin %45’ini, tim primer malign
santral sistemi tiimorlerinin %80’ini ve tiim malign gliomalarin yaklasik %54,4’tinii
olusturmaktadir. Fakat glioblastoma i¢in heniiz etkili bir tedavi stratejisi olmadigi
bilinmektedir. Programlanmis Oliim Ligandi 1 (PD-L1,CD274)’in, glioblastoma,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, melanoma, hematolojik maligniteler dahil olmak
tizere bircok malign tiimorde yaygin olarak bulundugu ve yiiksek ekspresyon
gosterdigi belirtilmektedir. Programlanmig Oliim Ligand: 2 (PD-L2,CD273)’nin ise
gliolastoma, diisiik dereceli gliomalar (LGG), akciger, renal hiicreli karsinomlarda da
eksprese oldugu bilinmektedir. Janus Kinaz 2 (JAK2) geninin, bir¢ok hiicresel siirecte
gorev yaptig bilinmektedir. Calismamizda diger kanser tiplerinde olduk¢a onemli
fonksiyonlar1 olan PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin glioblastomada genomik kopya
sayist degisiklikleri ile ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskinin ortaya konmasini

amagcladik.

Yontem: 27 parafine gomull glioblastoma doku o6rnegi ile kontrol grubunu
olusturan 20 parafine gémull diisiik gradeli glial timor (Grade 1, 2, 3) doku 6rneginde
PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genomik kopya sayist degisiklikleri FISH yontemi, ilgili
genlerin ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile tespit edilip, iki yontem arasindaki iligki

degerlendirilmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda, 47 olgunun 44°i PD-L1, PD-L2 gen bolgeleri
acisindan en az bir aberasyon gosterirken, 25 olgu amplifikasyon agisindan pozitif
olarak saptanmistir. JAK2 gen bolgesi 17 olguda yeniden diizenlenme pozitif olarak
tespit edilmistir. Glioma dereceleri ve PD-L2 gen ekspresyon seviyesi arasinda anlamli
bir fark saptanmigtir. Ek olarak, grade 2 ve 3 olgularinda PD-L2 gen amplifikasyonu

ve ekspresyon diizeyi arasinda iliski saptanmustir.



Sonug: Glioblastomadan bagimsiz olarak PD-L2 gen amplifikasyon ve
ekspresyon seviyelerine grade 2 ve 3 glial timorlerde bakilmasi teshis ve tedavi

acisindan etkili olabilecegini diislindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, PD-L1, PD-L2, JAK2, RT-PCR, FISH



ABSTRACT

Title: Evaluation of expression patterns and genomic copy number changes of
PD-L1, PD-L2 and JAK2 genes in glioblastoma cases

Aim: Glioblastoma is known as the most common primary brain tumor and is
known as a cancer type with a high incidence and recurrence rate in adults. It
constitutes 45% of all malignant central nervous system (CNS) tumors, 80% of all
primary malignant central system tumors and approximately 54.4% of all malignant
gliomas. However, it is known that there is no effective treatment strategy for
glioblastoma yet. It has been reported that Programmed Death Ligand 1 (PD-
L1,CD274) is widely found and highly expressed in many malignant tumors, including
glioblastoma, non-small cell lung cancer, melanoma, and hematological malignancies.
Programmed Death Ligand 2 (PD-L2,CD273) is known to be expressed in gliolastoma,
low-grade gliomas (LGG), lung, and renal cells. The Janus Kinase 2 (JAK2) gene is
known to be involved in many cellular processes. In our study, we aimed to investigate
the relationship between genomic copy number changes and expression levels of PD-
L1, PD-L2 and JAK2 genes, which have very important functions in other cancer

types, and to reveal their relationship with clinical data of the cases.

Method: PD-L1, PD-L2 and JAK2 genomic copy number changes in 27
paraffin-embedded glioblastoma tissue samples and 20 paraffin-embedded low-grade
glial tumor (Grade 1, 2, 3) tissue samples in the control group FISH method,
expression levels of related genes with RT -PCR was determined and the relationship

between the two methods was evaluated.

Results: As a result of the study, 44 of 47 cases showed at least one aberration
in terms of PD-L1, PD-L2 gene regions, while 25 cases were positive for amplification.
Rearrangement was positive in 17 cases for the JAK2 gene region. A significant
difference was found between glioma grades and PD-L2 gene expression level. In
addition, a correlation was found between PD-L2 gene amplification and expression

level in grade 2 and 3 cases.



Conclusion: As glioblastoma predicts predictability and predictability in PD-L2

gene amplification and expression levels in 2 and 3 class 2 and 3 insights.

Keys: Glioblastoma, PD-L1, PD-L2, JAK2, RT-PCR, FISH
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1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma multiforme (GBM), yiiksek agresif davranig ve yiiksek niiks orani ile
karakterize edilen, yetigkinlerde en sik goriilen primer malign beyin tiimoriidiir (Hao et al.
2020). Glioblastoma, tiim malign santral sistemi (SSS) tiimorlerinin %45’ini ve tim
primer malign santral sinir sistemi tlimorlerinin %80’ini, tiim malign gliomalarin da
yaklasik %54,4°iinii olusturmaktadir (Ann et al. 2019). insidans: yasa ve cinsiyete bagl
olarak degismektedir (Tan et al. 2020). Ortalama tan1 yas1 65’tir ve erkek/kadin oran1 1.7
olarak bildirilmektedir (Le Rhun et al. 2019). Glioblastomanin yillik insidanst 100.000’de
3.19’dur ve bu malign beyin ve santral sinir sistemi tiimorleri arasinda en ytiksek insidans
orani olarak bilinmektedir (Ann et al. 2019). Glioblastoma hastalarinda 1 yillik sag kalim
orant %37,2, 5 yillik sag kalim oranm1 %35,1 ve ortalama sag kalim siiresi ise yaklagik 10
aydir (Taylor, Brzozowski, and Skelding 2019). Glioblastoma icin cerrahi, radyoterapi,
sistemik tedavi (kemoterapi, hedefe yonelik tedavi) ve destekleyici bakimi igeren
multimodalite tedavisindeki son gelismelere ragmen, genel prognoz hala kétiidiir ve uzun
stireli sag kalim nadirdir (Tan et al. 2020). Tiim tedavi ¢aligmalarina ragmen hastalarin

ancak %3,3’1 2 yi1l ve %1,2’si 3 yil sag kalabilmektedir (Weller et al. 2015).

CD279 olarak da bilinen, CD28 ailesinin bir iiyesi olan Programlanmis Hiicre Oliim
Proteini 1 (PD1), tiimoriin progresyonu (ilerlemesi) sirasinda bagisiklik kagisinda ¢ok
6nemli bir rol oynayan ko-inhibitor reseptordir (Inoue et al. 2016). PD1’in ligandlari olan,
PD-L1 (CD274) ve PD-L2 (CD273), B7 ailesi lyeleridir ve sitotoksik T hiicrelerini bloke
ettikleri timaor hiicrelerinin ylzeylerinde asir1 eksprese olduklar1 bilinmektedir (Inoue et
al. 2016). PDI1, ligandlar1 olan PD-L1 (CD274, 9. kromozomda PDCD1LG1) ve PD-L2
(CD273, 9. kromozomda PDCD1LG2)’ye baglanarak ilgili sinyal yolagini aktive ederek
etki gosterir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017).

Programlanmig 6liim ligand1 1 (PD-L1, CD274) timor hiicreleri, timor infiltre eden
immiin hiicreler ve gesitli periferik dokularn yiizeyinde bulunan ve immdin sistemi
baskilamada 6nemli rol oynayan bir transmembran proteinidir. PD-L1, T ve B hucreleri,
makrofajlar, diizenleyici T hiicreleri (Treg), dentritik hiicrelerin yani sira bazi immiin
olmayan hiicre tiplerinde de (vaskiler endotelyal hiicreler, pankreatik hiicreler) genis

Ol¢iide eksprese edilmektedir. Programlanmis 6lim ligandi 2 (PD-L2, CD273)’nin



ekspresyonu ise blylk olclide makrofajlar ve dentritik hticreler gibi antijen sunan
hlcrelerde meydana gelmektedir (Guan, Lim, Mekhail, and C.-C. Chang 2017; X. Wang
et al. 2019).

PD-L1, melanoma, glioblastoma, akciger kanseri, pankreatik kanser, meme kanseri,
mide kanseri, servikal ve ovaryan kanser ile hematolojik malignitelerde de (multiple
myeloma, lenfoma ve ¢esitli I6semi tiplerinde) eksprese olmaktadir (Sun, Mezzadra, and
Schumacher 2018). PD-L2 ekspresyonu ise genellikle B hicreli lenfomalar gibi
hematopoetik timorlerde gozlenmektedir (Guan, Lim, Mekhail, and C.-C. Chang 2017).

Kanser hiicreleri bagisiklik sistemi tarafindan saldiriya ugradiginda PD-L1, PD-L.2
ekspresyonu artmakta, T hiicrelerinin baskilanmasina ve immiin kagisa neden olmaktadir
(Nallasamy et al. 2018). Kanser hicrelerinde PD-L1’in PD-L2’ye gore daha yiiksek

oranda eksprese oldugu goriilmiistiir (Sharpe and Pauken 2018a).

Janus Kinaz 2 (JAK2), hiicre dongusu ilerlemesi, apoptoz, mitotik rekombinasyon,
genetik instabilite ve heterokromatin modifikasyonlar1 dahil olmak iizere ¢esitli islemleri
diizenleyen sitoplazmik sinyal kaskadlarini baslattigi bilinen reseptér olmayan tirozin
kinazdir (Baumann 2009). Hiicrelerin biiyiimesini ve ¢ogalmasini destekleyen proteinlerin
yapilmasi i¢in gerekli talimatlar1 saglamakta ve ekstraseliiler proteinlerden hiicre igerisine
olusturulan kimyasal sinyallerin iletilmesinde etkin olan JAK/STAT sinyal yolaginin bir

tiyesi olarak gérev yapmaktadir (Anon n.d.).

PD-L1 ekspresyonu, yalnizca dogrudan PD-L1’in amplifikasyonu yoluyla degil,
ayni zamanda daha aktif bir JAK/STAT yolu ile dolayli olarak da arttirilmaktadir
(Conway et al. 2018; Inoue et al. 2016). JAK/STAT sinyali, interferon gama (IFN) gibi
enflamatuar sitokinlere yanit olarak PD-L1’in upregiilasyonunda o6nemli kabul
edilmektedir. JAK2 aktivitesinin sadece klasik JAK/STAT vyolu (zerinden PD-L1’in
transkripsiyonel aktivastonuna yol agmakla kalmayip PD-L1’in taginmasini da kontrol

ettigi bilinmektedir (Seiichi Ikeda et al., 2016).

PD-L1 ve PD-L2 gen ekspresyon duzeylerinin glioblastoma hasta drneklerinde
yiiksek oldugu, prognozu olumsuz yonde etkiledigi onceki ¢alismalarda bildirilmistir.
Asirt PD-L1 ekspresyonu olan hastalarin, nispeten daha diisiik PD-L1 ekspresyonu olan

hastalara gore daha kisa stireli bir sagkalim stiresine sahip oldugu belirtilmektedir (Hao et
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al. 2020). Ayrica, PD-L2 ekpresyonuna sahip GBM hastalarinin, diisiik ekspresyona sahip
hastalara gore daha az hastaliksiz sagkalim (DFS) gosterdigi, diisiik ve yiiksek dereceli
gliomalarda artan PD-L2 ekspresyonunun koti klinik sonuglar ile iligkili oldugu
bilinmektedir (Z. liang Wang et al. 2019a).

JAK2 geninin ekspresyon artisinin PD-L1 ve PD-L2 genlerinin ekspresyonunu
gliclendirdigi yonde veriler oldugu bilinmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, farkli kanser
trlerinde PD-L1, PD-L2 ile birlikte JAK2 genini iceren 9p24.1 bdblgesinin
amplifikasyonu bilinmektedir. Buradan yola ¢ikarak; PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinde
meydana gelen genomik Kopya sayisi kazanimlarinin ilgili genlerin artan ekspresyon
seviyelerinden sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik; gliomalarin
yaklasik %40’1n1 olusturan glioblastomada PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin kopya
sayis1 degisiklikleri ve ekspresyon paternleri arasindaki iliskinin; insidans ve prognoz

tizerine etkisi heniiz net olarak ortaya konmamustir.
Bu bilgilerden yola ¢ikarak ¢alismamizin hipotezi,

H1. °PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin yiiksek grade glial tiimorlerde, diisiik grade
tmorlere gore ekspresyonlariin artmastyla birlikte gen kopya sayilarinda da normalden

sapmalar bulunmaktadir’’

Yukarida belirtilen hipotez dogrultusunda; diger kanser tiplerinde oldukca 6nemli
fonksiyonlar1 olan PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin glioblastomada genomik kopya
sayis1 degisiklikleri ile ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskinin arastirilarak ortaya
konmas1 amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda glioblastoma doku 6rnekleri ile diistik
dereceli glial tiimdr dokular1 arasinda PD-L1, PD-L2 ve JAK2 gen kopya sayilarinda
farklilik olup olmadiginin belirlenmesi, timoér gradeleri ve gen ekspresyonlart ile

iligkilerinin ortaya konmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Santral Sinir Sistemi Tiimorleri ve Giincel Siniflama

Gliomalar en yaygin primer beyin tiimorleridir. Histolojik olarak normal glial
hiicrelerin 6zelliklerini paylasirlar ve benzerliklerine gore isimlendirilirler (Chen et al.
2017). 2016 yilinda Diinya Saglhk Orgiitii (DSO), en yaygin malign primer beyin timorii
turd olan gliomalarin siiflandirmasinda, histolojik siniflandirmaya ek olarak genetik
Ozellikler (molekuler parametreler) de ilk kez entegre edilmistir (Dewitt, Mock, and Louis
2017). 2016 DSO smiflandirmasinin, glial tiimérlerin bir cogunun siiflandirilmasinda,
klinik deneylerin tasariminda ve yorumlanmasinda 6nemli etkileri bulunmaktadir. Fakat,
2021 yilinda DSO, Merkezi Sinir Sistemi (MSS) siniflandirmasinda; tiimérlerin
adlandirilmasi, derecelendirmesinde yapilan degisikliklerin yanisira altin standart olan
histopatolojik 6zelliklere gore degerlendirmede tiimor heterojenitesine bagl olarak 2016
siniflandirmasinda dahil edilen molekiiler belirteglere tanisal, prognostik ve tedaviye
yOnelik ¢ok sayida yeni molekiiler belirtecler de eklenmis, molekiiler siniflandirma agirlik
kazanmistir. Ayrica timor metilom profili olusturma, MSS tiimoérlerinin siniflandirilmasi
ve teshisi icin gii¢lii bir arag olarak ortaya ¢ikmustir ve 2021 DSO smiflandirmasi, birgok
SSS tiimor tipi ve alt tipi igin metilom smiflandirmasini desteklemektedir (Gritsch,
Batchelor, and Gonzalez Castro 2022).

2021 DSO glioma siniflandirmasindaki ana giincellemeler sunlardir:

1- MSS tiimérlerinin  smiflandirilmasi, molekiiler genetik degisikliklerin ve
gliomalarin dogru bir sekilde siiflandirilmasi i¢in 6nemli olan klinik patolojik
uygulamalarin kombinasyonuna dayanmaktadir.

2- ‘varlik’ terimi yerine ‘tip’, ‘varyant’ terimi yerine ‘alt tip’ terimi
kullanilmaktadir.

3- Roma rakamlan ( I, II, IIT) yerine Arap rakamlar1 (1, 2, 3) kullanilmakta ve
neoplazmla tirler igcinde derecelendirilmektedir.

4- Pediatrik tip diffiiz gliomalar siniflandirmaya eklenmistir.

5- NOS terimi standardize edilmis ve ek olarak, NEC ( not elsewhere classified)
eklenmistir (Yuan et al. 2022).



2016 yilinda WHO MSS tiimorleri Smiflandirmasmin gilincellenmis dordiincii
baskisinin yayinlanmasindan bu yana, bu tiimorlerin ¢ogunun molekiiler temellerine
iliskin bilgiler hizl1 bir sekilde gelismeye devam etmistir. 2021 DSO'nun MSS tiimérleri
siniflandirmasinin besinci baskisi, bu yeni goriislerin ¢cogunu igerecek sekilde revize
edilmistir. Giincellemelerin bir¢ogunun klinik uygulama ve hasta yonetimi i¢in onemli
etkileri olacagi belirtilmektedir.

Degisiklikler arasinda en 6nemlileri; yiiksek klinik etkiye sahip olanlar arasinda yer
alan difuz astrositik gliomalarda, ileri evre histolojik bulgular olmasa dahi IDHwt (IDH
geni wild-type) GBM veya IDHm (IDH mutant) astrositoma, DSO grade 4 tanisi
konabilecek ve bu dogrultuda hasta yonetimi yapilabilecektir.

2016 smiflamada primer GBM (IDHwt, evre IV diffiliz astrositom) IDHwt, evre 11
diffiiz astrositomdan farkli bir hastalik olarak smiflandirilmisti. Diffiiz astrositom,
(IDHwt,GIV timor (glioblastoma) olarak derecelendirilmesi dncelikle histopatolojik ileri
evre Ozelliklerin (nekroz ve/veya mikrovaskiiler proliferasyon) varligina dayantyordu.
Ancak grade II ve III astrositomlarin (IDHwt) genomik degisiklikleri ve klinik
oOzelliklerinin grade 1V primer GBM ile ¢ok benzerlik gostermesi nedeniyle ileri evre
GBM olarak degerlendirilmesi 2021 siiflandirmada onerilmistir.

Histopatolojik evre II veya III yaygin astrositik gliomalarda (IDH wt ) kromozom
+7/—10, EGFR amplifikasyonu ve/veya TERT promoter mutasyonunun herhangi birisinin
varhiginin histolojik olarak teshis edilen GBM’le ayni prognozu tasidigini ortaya
konmustur. Bu nedenle WHO 2021°de IDH, kromozom 7,10, EGFR ve TERT analiz

verilerinin degerlendirilmesi dneriliyor.



Yetiskin tip diffiiz gliomalarin siniflandirilmast ve genetik parametreler Sekil
2.1.’de yer almaktadir ve 2021 DSO merkezi sinir sistemi tiimorleri siniflamasi Tablo

2.1.”de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Yetiskin tip diffiiz gliomalarin siniflandirilmasi ve genetik parametreler

(Yuan et al. 2022)



Tablo 2.1. 2021 DSO merkezi sinir sistemi siniflamas1 (Komori 2022)

TUmor tipi MSS DSO Derecesi
Yetiskin-tip Diffliz Gliomalar
e Astrositoma. IDH-mutant 2/3/4
e Oligondendrioglioma, IDH-mutant ve 2/3
19199 kodelesyonu
e Glioblastoma, IDH-wild tip 4
Pediatrik-tip Diffiiz Diisiik Dereceli Gliomalar
e Diffiiz astrositoma, MYB- yada MYBL1- 1
degistilmis
e Anjiyosentrik glioma 1
e  Genglerde polimorf diisiik dereceli 1
ndroepitelyal timaor
o Diffiiz diisiik dereceli glioma, MAPK NA

yolagi degistirilmis
Pediatrik-tip yuksek dereceli gliomalar

e Diffiiz midline glioma, H3 K27 4
degistirilmis

o Diffiiz hemisferik glioma, H3 G34-mutant 4

o Diffiiz pediatrik tip ylksek dereceli 4
glioma, H3-wild tip ve IDH-wild tip

e Infant tip hemisferik glioma NA

Meningioma 1/2/3

2021 DSO MSS siiflandirmasinda, molekiiler biyobelirtecler teshis bilgilerinin
tanimlanmasinda biiyiik 6nem kazanmistir. Bu nedenle siniflandirma, neoplazmlarin
dogru bir sekilde smiflandirilmasi i¢in 6nemli olan klinikopatolojik 6zelliklere ek cok
sayida molekiiler degisikligi igermektedir. Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin
siiflandirilmasi i¢in 6nemli olan tanisal degisiklikler i¢in analiz edilen genler, molekiiller

ve yolaklar Tablo 2.2.’de gosterilmistir (Louis et al. 2021).



Tablo 2.2. Majér primer MSS timorlerinde diagnostik genler, molekdller, pathwaylar

ve/veya kombinasyonlar (Louis et al. 2021)

Tumor Tipi

Astrositoma, IDH-mutant

Oligodendrioglioma, IDH-mutant ve 1p/199 kodelesyonu
Glioblastoma, IDH-wild tip

Diffliz astrositoma, MYB- ya da MYBL1-degistirilmis
Anjiyosentrik glioma

Genglerde polimorf diisiik dereceli noroepitelyal tiimor

Diffiiz diisiik dereceli glioma, MAPK yolag: degistirilmis

Diffiz midline glioma, H3 K27-degistirilmis
Diffliz hemisferik glioma, H3 G34-mutant

Diffliz pediatrik tip yuksek dereceli flioma, H3-wild tip,
IDH-wild tip

Infant tip hemisferik glioma

Pilositik astrositoma

Piloid 6zellikli yuksek dereceli astrositoma
Pleomorfik ksantoastrositoma

Subependimal dev hiicreli astrositoma

Kordoid glioma

Astroblastoma, MN1- degistirilmis

Ganglion hiicre tumérleri

Disembriyoblastik ndroepitelyal timor
Oligodendroglioma benzeri 6zelliklere ve niikleer
kiimelere sahip yaygin glionéronal tiimoér
Papiller glionoronal timér

Rosette-forming glionéronal tumaér

Miksoid gliondronal timor

Diffliz leptomeningeal gliondronal timér
Multinodiler ve vakuolasyon néronal timér
Displastik serebellar gangliositoma (Lhermitte-Duclos
hastaligr)

Ekstraventrikiler nérositom

Supratentoryal ependimomlar

Posterior fossa ependimomlar

Spinal ependimomlar

Medullablastoma, WNT-aktive edilmis
Medullablastoma, SHH-aktive edilmis
Medullablastoma, WNT-olmayan/SHH-olmayan
CNS néroblastoma, FOXR2-aktive edilmis

Meningiomlar

Meningeal melanositik tumaorler
Papiller kraniyofarenjiyom

Genler,Molekiiler Profiller

IDH1, IDH2, ATRX, TP53, CDKN2A/B

IDH1, IDH2, 1p/19q, TERT promoter, CIC, FUBP1, NOTCH1
IDH-wild tip, TERT promotor, kromozom 7/10, EGFR

MYB, MYBL1

MYB

BRAF, FGFR ailesi

FGFR1, BRAF

H3 K27, TP53, ACVR1, PDGFRA, EGFR, EZHIP
H3 G34, TP53, ATRX

IDH-wild tip, H3-wild tip, PDGFRA, MYCN, EGFR
(methylome)

NTRK ailesi, ALK, ROS, MET

KIAA1549-BRAF, BRAF, NF1

BRAF, NF1, ATRX, CDKN2A/B (methylome)
BRAF, CDKN2A/B

TSC1, TSC2

PRKCA

MN1

BRAF

FGFR1

Kromozom 14

PRKCA

FGFR1, PIK3CA, NF1

PDGFRA

KIAA1549-BRAF fiizyon, 1p (methylome)
MAPK yolag:

PTEN

FGFR (FGFR1-TACC1 fusion), IDH-wild tip

ZFTA, RELA, YAP1, MAML2

H3 K27me3, EZHIP (methylome)

NF2, MYCN

CTNNB1, APC

TP53, PTCH1, SUFU, SMO, MYCN, GLI2 (methylome)

MYC, MYCN, PRDM6, KDM6A (methylome)

FOXR2

NF2, AKT1, TRAF7, SMO, PIK3CA; KLF4, SMARCEL, BAP1
alt tipleri; H3K27me3; TERT promotor, CDKN2A/B MSS DSO
derece 3

NRAS (diffiiz); GNAQ, GNA11, PLCB4, CYSLTR2 (sinirli)
BRAF



2.2. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme (GBM), glioblastomalarin en malign formu olup merkezi
sinir sisteminde yiiksek oranda damarlanan, hizli ve invaziv gelisim gosteren bir
tiimordir. Glioblastoma, tiim gliomlarin yaklasik olarak %57’sini ve tim merkezi sinir
sistemi (MSS) tlimoérlerinin %48’ini temsil eden en yaygin malign primer beyin
tumorudir (Ann et al. 2019; Tan et al. 2020). Glioblastomanin yillik insidansi 100.000°de
3.19’dur ve bu malign beyin ve santral sinir sistemi tiimorleri arasindaki en yiiksek
insidans orani olarak bilinmektedir (Ann et al. 2019). Glioblastoma kotu prognozu
nedeniyle etkilenen hastalarin yasamini 6nemli Glgiide etkilemekte ve glioblastoma
tedavisine yonelik radyoterapi, sistemik tedavi (hedefe yoOnelik tedavi ve kemoterapi)
yaklagimlarindaki onemli gelismelere ragmen, yeni tani konmus hastalarda ortalama

sagkalim siiresinin 12-18 ay oldugu bilinmektedir (Razavi et al. 2016).
2.2.1. Epidemiyoloji

Glioblastomada insidans yas ve cinsiyete bagli olarak degismektedir(Tan et al.
2020). Insidans yasla birlikte artmaktadir ve 75-84 yaslarinda en yiiksek orana sahiptir
(Montemurro 2020). Ortalama tan1 yas1 65°tir ve erkekler, kadinlardan yaklasik 1.7 kat
daha yiiksek bir insidans oraniyla glioblastoma’dan sik etkilenmektedirler (Le Rhun et al.
2019).

2.2.2. Etiyoloji

Gliomalarm ¢ogu i¢in altta yatan karsinogenetik nedenler tam olarak
tanimlanmamustir. Ancak, su ana kadar, bildirilen tek cevresel risk faktorii, iyonize
radyasyona maruz kalmaktir ve glioblastoma ile iliskili en yiiksek risk faktorii olarak
bilinmektedir (Tan et al. 2020). Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar, artan glioma riski ile
siddetli kafa travmasi, diyet risk faktorleri, mesleki risk faktorleri ve elektromanyetik
alanlara maruz kalma gibi diger cevresel faktorler arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir. Fakat yapilan diger ¢alismalarda onerilen risk faktorleri ile glioma gelisimi
arasinda herhangi bir baglanti bulunmamistir (Ohgaki 2009). Ayrica, glioblastoma ile
atopi Oykiisii (alerji, astim, egzama) ve diger bagisiklikla ilgili durumlar arasinda bir iligki
oldugu tanimlanmis (Tan et al. 2020; Wen et al. 2020), fakat altinda yatan biyolojik

nedenler tam olarak tespit edilememistir (Tan et al. 2020).
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Glioblastoma hastalarinin  biiyiik ¢ogunlugunun ailesinde kanser &ykiisii
olmamasina ragmen tim gliomalarin yaklasik %35 kadarmm ailesel oldugu
gbozlenmektedir. Ayrica, Mendeliyen kalitim gosteren herediter kanser sendromlari
arasinda yer alan Norofibromatozis 1 ve 2, Li-Fraumeni, Lynch, Retinablastoma (RB)
sendromlarinda glial tiimorler gozlenmekte olup tum glial timorlerin <%1'ini
olusturmaktadir (Ph et al. 2010; Tan et al. 2020). Ilgili sendromlardan etkilenmeyen
ailelerde de gliomalar rapor edilmekle birlikte ilgili duyarlilik genlerine iliskin bilgiler
heniiz ¢ok sinirlidir (Ph et al. 2010).

2.2.3. Histopatoloji ve klinikopatoloji

Glioblastomalarin, diger gliomalarla beraber noroglial kok veya progenitor
hiicrelerden koken aldig1 diisiiniilmektedir (Le Rhun et al. 2019; Tan et al. 2020). 2021°de
DSO’niin santral sinir sistemi tiimdrlerinin siiflandirmasinda molekiiler genetik
degisiklikler ile birlikte klinik patolojik uygulamalarin kombinasyonu ile gliomalar
yeniden siiflandirilmis (Gritsch et al. 2022).

The Cancer Genome Atlas (TCGA)’ta Verhaak GBM’leri, karakteristik
genetik degisikliklere ve gen ekspresyon profillerine dayali olarak; prondral,
noral, klasik ve mezenkimal olarak dort alt tipte siniflandirmistir (Soomro et al.
2017; TAMIMI and JUWEID 2017). Pronéral GBM’ler daha diisiik insidans
oranina ve oligodendroglial hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir (TAMIMI and
JUWEID 2017). Noron gelisimi ile korelasyon gosteren genleri ifade etmektedir
ve genellikle 40 yaslarinda ortaya ¢ikmakta, iyi prognozla iliskilendirilmektedir.
Pronoral alt tipte, CDK4, CDK6, PDGFRA, MET ve IDH1 mutasyonlar1 en sik
goriilen mutasyonlardir (Soomro et al. 2017). Noral GBM’lerin, astrosit ve
oligodendrosit hiicrelerden meydana geldigi, noronla ilgili genlerin
ekspresyonunu gosterdigi bilinmektedir. Mezenkimal alt tip, astrositlerin gen
ekspresyon paterninde ve ayrica mikroglial belirteclerde zenginlestirilmistir ve
anjiyogenez veya mezensim ile korelasyon gosteren genleri ifade etmektedir. 50 yasin
tizerinde ortaya ¢ikmakta ve kot prognozla iliskilidir. TP53, NF1 ve CDKNZ2A gen
mutasyonlar1 ve/veya kaybi, mezenkimal alt tipte goriilen mutasyonlardir (Soomro et al.

2017). Ayrica, diger alt tiplere oranla, mezenkimal alt tipin daha yiiksek derecede NF1
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mutasyonlarina ve PTEN degisikliklerine, histolojik olarak daha yiiksek derecede nekroza
sahip oldugu saptanmistir (Montemurro 2020). Klasik GBM’ler kok hiicrelerin
belirteclerini ifade etmektedirler ve bu timorlerde TP53, IDH1, LOH 10q, PTEN,
CDKN2A ve EGFR mutasyonlari siklikla izlenmektedir (Soomro et al. 2017).

2.2.4. Genetik profil

Guncel 2021 siniflamayla birlikte, GBM smiflandirmasinin giincellenmesi Klinik
olarak en biylk pratik éneme sahiptir. Glioblastoma sadece IDH-wild tip astrositomu
icerir. Tim yetiskin IDH mutant diffiiz astrositom tek tip olarak kabul edilir (IDH-mutant
astrositom, DSO derece 2-4). Ayrica molekiiler genetik parametreler, klinikopatolojik
derecelendirme ve prognoz degerlendirmesi i¢in etkili biyobelirtegler olarak Kkritik bir rol
oynadig: bilinmektedir (Yuan et al. 2022). IDH-wild tip olan ve GBM'nin molekdler
Ozelliklerine sahip olan diffuz gliomalar, histolojik olarak yuksek dereceli 0zelliklere
sahip olmasalar bile, glioblastoma’nin ikincisi olarak siniflandirilmaktadir. IDH-mutant
astrositomda CDKN2A/B homozigot delesyonu ve TERT promotor mutasyonu, EGFR
gen amplifikasyonunun kombinasyonunu icermektedir ve IDH-wild tip diffuz
astrositomda kromozom 7’de kazanim ve 10. kromozomun delesyonu gibi kopya sayis1
degisiklikleri yer almaktadir (Melhem et al. 2022).

Genel olarak glioblastomalarda;

EGFR geninin amplifikasyonu tim gliomalarda yiksek insidansa sahiptir ve
ayni zamanda yiiksek dereceli malignite, kotii prognoz ve daha kisa OS ile
iliskilendirilmektedir (Montemurro 2020).

- PTEN delesyonu, GBM’lerin %31-44’tinde bulunmaktadir (Li, Cai, and
Liu 2016). Ayrica, IDH-wild tip GBM’de PTEN delesyonuna sahip olan
hastalarin kotii prognoz gosterdigi bilinmektedir (Montemurro 2020).

- MGMT promotdr metilasyonunun GBM’lerde insidanst %30 ila 60’1
arasinda degismektedir (Li et al. 2016).

- 10g’da heterozigosite kayb1 (LOH 10g23) glioblastomalarin yaklasik
olarak %70’inde meydana gelmektedir (Li et al. 2016)

- TERT promotor mutasyonlari, GBM’lerin %70-80’inde goriilmektedir ve

onkogenezde 6nemli bir rol oynamaktadir (Tan et al. 2020).
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Mouse double minute 2 homolog (MDM2)’nin over ekspresyonu, glioma
olusumunda 6nemli 6nemli bir rol oynarken, GBM’lerin yaklasik olarak
%10-14’{inde bulunmaktadir (Richterova and Kolarovszki 2016).

TP53 mutasyonu ve/veya delesyonu, genel olarak GBM’lerin %35’inde
bulunur (Richterové and Kolarovszki 2016).

Kromatin modiilasyonunda ve telomerlerin korunmasinda rol oynayan
ATRX mutasyonu, gliomalarda prognostik bir faktori temsil etmektedir
(Montemurro 2020). ATRX mutasyonlar1 genellikle IDH ve TP53
mutasyonlariyla birlikte gézlemlenmektedir (Richterova and Kolarovszki
2016).

IDH gen mutasyonu, a-ketoglutarik asitten anormal 2-hidroksiglutarik asit
olusumuna yol agarak, fonksiyonlar1 oa-ketoglutarik aside bagli olan
enzimleri inhibe etmektedir. Buna bagli olarak, birgok gende
hipermetilasyona neden olup, farkli gen ekspresyon profillerinin
olugsmasina ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonun yol agar. Sonug
olarak, glioblastoma’larin olusumuna neden olur (Soomro et al. 2017).

Ek olarak, GBM'li hastalarda IDH1 mutasyonu ile OS arasinda da bir iligki
oldugu belirtilmektedir (Richterova and Kolarovszki 2016).

VEGFR2 amplifikasyonu GBM olgularinin %6-17’sinde bulunmaktadir ve
kotl prognoz gosterdigi bilinmektedir (Qin et al. 2021).

GBM’de yiiksek ERBB2 ekspresyonu kisa sag kalim ile
iliskilendirilmektedir (Qin et al. 2021).

2.2.5. Prognoz

Glioblastoma kot prognoza sahip bir tumor tipidir ve uzun sireli sag kalim
g6zlenmektedir (Tan et al. 2020). Glioblastoma hastalarinda 1 yillik sag kalim oraninin
%37,2, 5 yillik sag kalim oranmin %5,1 ve ortalama sag kalim siiresinin ise yaklasik 10

ay oldugu bilinmektedir (Taylor et al. 2019).

Yash hastalarda, en iyi destekleyici bakim ile ortalama sag kalim siiresi 4 aydan
fazla degildir. Bununla birlikte, MGMT promotdr metilasyonu gibi molekiiler
ozelliklerin, daha iyi prognoz sagladig1 bilinmektedir (Tan et al. 2020). Yiksek EGFR
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amplifikasyonu, PTEN mutasyonu, TERT mutasyonu ve 10q delesyonuna sahip olan

hastalar kotii prognoza sahip olma egilimindedir (Montemurro 2020).
2.2.6. Tedavi

Yeni teshis edilmis glioblastomal1 hastalarin tedavi standardini, cerrahinin ardidan
ilaglarla eslik eden radyoterapi kombinasyonu ve 6 kiir’e kadar temozolomid kemoterapi
olusturmaktadir (Le Rhun et al. 2019). Glioblastoma tedavisine yonelik kemoterapi ve
radyoterapi yaklasimlarindaki 6nemli gelismelere ragmen, hastalarda genel sagkalim
yaklasik 15-18 ay arasindayken, 5 yillik sagkalim siiresinin ise %10’dan az oldugu
bilinmektedir (Razavi et al. 2016; Wen et al. 2020). Glioblastoma tedavisinde, koruyucu
kemoterapinin ardindan, cerrahi rezeksiyon yararli olsa da glioblastomanin lokalizasyonu
dolayisi ile cerrahi rezeksiyon ile timorlii dokunun tamamini almak miimkiin degildir ve
bu durum sonrasinda niikse yol agmaktadir (Narayan et al. 2011). Glioblastoma’da bir kez
niiks meydana geldiginde, ortalama sagkalim siiresinin 22-24 hafta oldugu tahmin
edilmektedir (Wen et al. 2020). Glioblastoma hastalarin yonelik tedavi algoritmasi Sekil
2.2.”de Ozetlenmistir (Tan et al. 2020).
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Sekil 2.2. Glioblastoma’da tedavi algoritmasi (Tan et al. 2020)

2.3. PD1/PD-L1 immiin Kontrol Noktasi

T lenfositleri efektor olarak islev goriir ve bagisiklik sistemini diizenlemede dnemli
bir goreve sahiptir (Bardhan, Anagnostou, and Boussiotis 2016). T hiicresi bagisiklik
sistemi, patojenle enfekte olmus hiicreler ve/veya kanser hiicreleri gibi anormal hiicreleri

tanimada ve yok etmede 6nemli bir rol oynamaktadir (Sun et al. 2018).

T hiicresinin tam olarak aktive olmasi i¢in iki farkl sinyale ihtiyaci vardir:
1. T hiicre reseptoriinden (TCR) turetilen bir sinyal
2. Kostimulator reseptorlerden tiretilen ikinci bir sinyal (Wang et al. 2021).

Bir T hicresi reseptorii (TCR), makrofajlar ve dendritik hiicreler (DC'ler) gibi
profesyonel antijen sunan htcrelerin (APC'ler) ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC)
iizerinde sunulan bir antijene baglandiginda T hiicresi aktivasyonu baglatilir. Aktivasyon

stireci, T hiicreleri iizerindeki ortak uyarict molekiiller CD28'in ve profesyonel APC'ler

tizerindeki B7 ligandlarinin (CD80/86) etkilesimi yoluyla tamamlanir (Sekil 2.3.)
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(Conway et al. 2018). CTLA-4, PD1 gibi inhibitor reseptorleri, uygun T hicresi
aktivitesini dlizenlemek ve bagisiklik toleransimnin kirilmasin1 6nlemek i¢in bagisiklik
kontrol noktalar1 olarak hizmet etmektedir (Bardhan et al. 2016). PD-1 yoluyla immin
yanitin inhibisyonu, PD1’in ligandlar1 olan PD-L1 ve PD-L2 ile etkilesime girmesiyle
gerceklesir (Conway et al. 2018).

Antijen
sunan
hiicre

Mikrogevresi Treg
Hicresi

PD-1
inhibitor

Sekil 2.3. Immiin kontrol noktas1 (Conway et al. 2018)
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Antijen sunan hicreler, MHC-I1 kompleksi/TCR ve B7(CD80/86)/CD28 ortak
uyarici baglanmasi yoluyla naif T hiicrelerini aktive etmektedir. Aktive edilmis efektor T
hiicreleri, tiimor hiicrelerine odaklanir ve anti tiimor bagisiklik tepkisini artiran IFN-y ve
diger sitokinleri serbest birakir. Timor hiicreleri, tiimor hiicresi MHC-1 kompleksi
tizerinde sunulan hedef tiimor antijenlerinin TCR tarafindan taninmasina ragmen, T
hiicresi PD-1 reseptorlerine baglanarak bagisiklik aktivitesini inhibe eden PD-L1'i
eksprese etmektedir ve ayn1 zamanda, diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) ayrica T hiicre
aktivitesini inhibe eder ve "tlikenmis" bir efektér T hiicre fenotipine yol agar. PD-1
inhibitorleri ve PD-L1 inhibitorleri, timor hiucresi PD-L1 ligandlar1 ve T hiicresi PD-1
reseptorleri arasindaki baglanmay1 keserek anti timoér immiin tepkisini arttirmaktadir

(Conway et al. 2018).

Programlanmis hiicre 6liim proteini 1 ligasyonu, TCR aracili sinyallesmeyi azaltir
ve T hiicresi aktivasyonunu baslatmak i¢in gerekli olan PI3K/Akt ve Ras/MEK/Erk yolagi
olmak {izere iki sinyal yolagmin aktivitesini bozar. Ayrica, PI3K/Akt/mTOR ve
Ras/MAPK/Erk yolaklarinin inhibisyonuna neden olarak glikoliz ve amino asit
metabolizmasinin agagi regiilasyonu ve T hiicrelerinde yag asidi oksidasyonunda artisa
yol agmaktadir. T hiicresi metabolik yeniden programlamasindaki bu degisiklik, T hiicresi
farklilagsmasinin seyrini degistirebilir, efektor ve hafiza T hiicrelerinin farklilagmasinin
bozulmasina yol acarken, T diizenleyici hiicrelerin ve tiikenmis T hiicrelerinin

farklilagsmasini arttirir (Sekil 2.4.) (Bardhan et al. 2016).
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Sekil 2.4. PD1’in ana sinyal yolaklar1 (Bardhan et al. 2016)

Tumor hicreleri Uzerindeki immiin kontrol noktasi ligandlariin ekspresyonunu

aciklayan iki ana mekanizma bulunmaktadir:

1- Adaptif imman direng: TUmor hticresi yuzeyindeki PD-L1 ekspresyonu, aktif T
hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y gibi inflamatuar sinyaller tarafindan
induklenmektedir.

2- Dogustan gelen immiin direng: EGFR mutasyonlari, ALK yeniden diizenlemeleri,
PTEN kayb1 gibi onkojenik degisikliklerin ardindan, PI3K-AKT yolaginin
aktivasyonu, bagigiklik hiicreleri tarafindan tlimor hiicrelerinin inhibisyonuna

neden olan PD-L1 ekspresyonunu indiiklemektedir(Sekil 2.5.) (Inoue et al. 2016).
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TUMOR HUCRESI

PI3K/AKT

Sekil 2.5. Programlanmis 6liim reseptorii 1 (PD1) ligandinin yeniden diizenlenmesi ve

bagisiklig1 6nlemek i¢in kanser hiicreleri tarafindan kullanilan iki yol

(Guan, Lim, Mekhail and C. C. Chang 2017)
2.3.1. Programlanmus hiicre 6lum proteini 1 (PD1)

Programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD1, CD279), iimmiinoglobulin siiper gen
ailesine (CD28) ait olan bir hiicre ylizey reseptoriidiir ve kromozom 2q37.2’de bulunan
PCDC1 geni tarafindan kodlanir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017). Ik olarak,
1992 yilinda Ishida ve arkadaslari, murin bagisiklik hiicreleri tizerinde PD1°1 tanimlamis
ve ilgili proteinin klasik tipte programlanmis hiicre oliimiinii indiikleyebilecegini
bildirmislerdir (Makuku et al. 2021). Apoptozla iliskili olabilecegi diisliniildiigii i¢in PD1

(Programlanmis Oliim) adin1 almustir.

PD1, ligandlar1 olan PD-L1 (CD274, 9. kromozomda PDCD1LG1) ve PD-L2
(CD273, 9. kromozomda PDCD1LG2)’ye baglanarak ilgili sinyal yolagini aktive ederek
etki gosterir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017). PD-1'in ligandlardan birine
baglanmasi, T hiicre aktivitesini inhibe eder, T hiicre toleransini indiikler, proliferasyonu

baskilar, T hiicrelerinin bagisiklik tepkisini azaltir ve hiicre 6liimiinii indiikler (Makuku et

al. 2021).
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PD1, makrofajlar, monositler, B hiicreleri, dogal 6ldiirticti (NK) hiicreler, dendritik
hicreler (DC), duzenleyici T hucreleri (Treg), miyeloid progenitor hiicreler de dahil
olmak tizere aktive edilmis T hiicreler tizerinde eksprese edilmektedir (Bardhan et al.

2016; Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017; Makuku et al. 2021; Wang et al. 2021).

Programlanmis Hiicre Oliim Proteini 1 (PD1), naif T hiicrelerinde eksprese
edilmezken, aktive edilmis B ve T hiicrelerinde up regiile edilmektedir. Ayrica, erken
aktive edilmis T hiicreleri ve efektor T hiicrelerindeki PD1 ekspresyonu, viral

enfeksiyonlara kars1 bagisikligi inhibe etmektedir (Wang et al. 2021).

CD279 olarak da bilinen PD1’in, tiimoriin ilerlemesi sirasinda immiin sistemden
kagista ok 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Inoue etal. n.d.). Programlanmis hiicre
Oliim proteini 1 (PD1)’in ana islevi, aktif yolak lizerinden T hiicre ¢ogalmasi, adezyonu,
sitokin iiretimi ve/veya salinimi dahil inhibitr kinazlarin aktivasyonunu saglamaktadir
(Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017; Xue, Hu, Li, et al. 2017). Ayni zamanda, T
hiicresi anti tiimor aktivitesini sinirlamak ve T hiicre tepkisini sinirlayan, hiper bagisikliga
kars1t koruyan diizenleyici T hiicre (Treg) aktivasyonunu diizenlemek te ana islevleri

arasina yer almaktadir (Litak et al. 2019).
2.3.2. Programlanms 61Um ligandi 1-2 (PD-L1, PD-L2)

Programlanmig oliim ligand1 1 (PD-L1), 9. kromozom (izerinde lokalize olan
PDCDL1 geni tarafindan kodlanir. PD-L1, 1999°d Dong ve arkadaslar tarafindan, B7

protein ailesinin bir olas1 olarak kesfedilmis ve tanimlanmigtir (Litak et al. 2019).

Programlanmig 6liim ligand1 1 (PD-L1, CD274) timor hiicreleri, timor infiltre eden
immiin hiicreler ve cesitli periferik dokularin yiizeyinde bulunan ve immiin sistemi
baskilamada 6nemli rol oynayan bir transmembran proteinidir. PD-L1, T htcreleri, B
hicreleri, mezenkimal kok hucreler, makrofajlar, dendritik hicreler, duzenleyici T
hiicrelerin (Treg) yani sira bazi immiin olmayan hiicre tiplerinde de (vaskiiler endotelyal
hicreler, pankreatik hicreler, keratinositler, astrositler) genis Olglide eksprese
edilmektedir (Sekil 2.6) (Bardhan et al. 2016; Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017,
Sun et al. 2018; Wang et al. 2021). Ayrica, plasental sinsityotrofoblastlarda eksprese
edildigi ve plasentadaki fonksiyonlarinin fetal-maternal toleransi indiikledigi
bilinmektedir (Bardhan et al. 2016).
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PD-L1, melanoma, glioblastoma, akciger kanseri, meme kanseri, kiiglik hiicreli dis1
akciger kanseri, bobrek kanseri, mide kanseri, kolorektal, rahim agz1 ve yumurtalik
kanserleri dahil olmak (zere bir¢ok solid kanser turiinde eksprese edilmektedir (Sharpe
and Pauken 2018b; Sun et al. 2018; Wang et al. 2021). Ayn1 zamanda, multiple miyeloma,
lenfoma, I6semiler gibi hematolojik malignitelerde de PD-L1’in ekspresyon gosterdigi
bilinmektedir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017).

Programlanmis 6liim ligandi 1, tiimorogenez, hamilelik, otoimmiin hastalik gibi
belirli olaylar sirasinda kanser bagisiklik tepkisini bloke etmede oOnemli bir rol

oynamaktadir (Wang et al. 2021).

Programlanmis 6liim ligand1 2 (PD-L2, CD273)’nin ekspresyonu PD-L1’e gore ¢cok
daha sinirlidir ve biiyiik 6l¢tide makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri gibi antijen
sunan hiicrelerde eksprese edilmektedir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017,
Rotman et al. 2020; Sharpe and Pauken 2018b; Wang et al. 2021). Ayrica, PD-L2, primer
mediastinal ve folikiiler lenfomalarin yani sira Hodgkin lenfoma gibi hematopoetik
timorlerde yuksek oranda g6zlenmektedir (Guan, Lim, Mekhail, and C. C. Chang 2017,
Yearley et al. 2017). Hem PD-L1 hem de PD-L2 kanser hucrelerinde eksprese
edilmektedir, fakat, PD-L1, PD-L2’ye oranla daha yaygin olarak bulunmaktadir (Larsen,
Hussmann, and Nielsen 2019; Sharpe and Pauken 2018b).

PD-L1’in reseptorii olan PD1’e baglanmasiyla, T hiicre toleransin1 (Guan, Lim,
Mekhail, and C. C. Chang 2017) ve apoptozu ve/veya aktive edilmis bagigiklik
hiicrelerinin tiikenmesini indiiklemede 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Xue, Hu, Li,
et al. 2017). Kanser hiicreleri bagisiklik sistemi tarafindan saldiriya ugradiginda PD-L1,
PD-L2 ekspresyonu artmakta, T hiicrelerinin baskilanamasina ve immiin kagisa neden

olmaktadir (Nallasamy et al. 2018).
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Sekil 2.6. PD-1 ligasyonunun T hiicresi bagisiklik fonksiyonu tizerindeki biyolojik ve

klinik etkileri (Bardhan et al. 2016)

2.4. Janus Kinaz 2 (JAK2)

Janus Kinazlar, reseptor olmayan tirozin kinazlardir ve PCR temelli stratejiler veya
diisiik siddetli hibridizasyon kullanilarak yeni protein tirozin kinaz asamalarinda
kesfedilmistir. Sitoplazmik protein kinaz ailesi, dort Janus Kinaz (JAK) proteininden
(JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2) olusur. Memelilerde JAK1, JAK1, TYK2 hemen her
hicrede eksprese edilirken, JAK3 primer olarak hematopoetik ve lenfoid dokularda

eksprese olmaktadir (Yamaoka et al. 2004).

Janus Kinaz 2 (JAK2), hiicre dongusu ilerlemesi, apoptoz, mitotik rekombinasyon,
genetik instabilite ve heterokromatin modifikasyonlari dahil olmak {izere ¢esitli islemleri
diizenleyen sitoplazmik sinyal kaskadlarini baslattig1 bilinen reseptdr olayan tirozin
kinazdir (Baumann 2009). Hiicrelerin biiyiimesini ve ¢ogalmasini destekleyen proteinlerin

yapilmasi i¢in gerekli talimatlar1 saglamakta ve ekstraseliiler proteinlerden hiicre igerisine
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olusturulan kimyasal sinyallerin iletilmesinde etkin olan JAK/STAT sinyal yolaginin bir
iyesi olarak gorev yapmaktadir (Anon n.d.). Ayrica, Janus Kinazlarin, hematopoietik
hiicrelerde sinyal iletimi i¢in 6nemli olan ¢esitli transmembran sitokinlerinin sitoplazmik
kism1 ve biliylime faktorii reseptorleri ile iligkili oldugu bilinmektedir. Hiicre dis1 ligand
tarafindan reseptor baglanmasi, reseptor multimerizasyonuna neden olmakta ve
transfosforilasyon ile aktivasyona izin vermek icin JAK proteinlerini bir araya
getirmektedi ve sonug olarak, aktive edilmis JAK2, miyeloproliferatif bozukluklarda ve
solid tumorlerde 6nemli bir hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir (Barrett et al. 2015). JAK2
geni, 9. kromozomun kisa kolu (9p24.1) iizerinde lokalize olup 25 ekzondan olugsmaktadir

(Yamaoka et al. 2004).
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PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerini iceren 9p24.1 bolgesinin amplifikasyonunun
yakin zamanda Hodgkin lenfomada yiiksek anti-PD-L1 yanit orani i¢in biyolojik bir
belirte¢ oldugu bulunmustur. Ayrica, PD-L1 ekspresyonu, yalnizca dogrudan PD-L1’in
amplifikasyonu yoluyla degil ayn1 zamanda daha aktif bir JAK/STAK yolu ile de dolayli
olarak arttirtldigini bildirmislerdir (Sekil 2.7.) (Conway et al. 2018; Inoue et al. 2016).

23

T-hicresi

MHC-II
ekspresyonu
ve yardimci

T hicrelerinin
aktivasyonu

Yiksek

PD-L1 ifadesi

Tumor hiicresi



JAK/STAT sinyali, interferon gama (IFN) gibi enflamatuar sitokinlere yanit olarak PD-
L1’in upregiilasyonunda onemli kabul edilmektedir. PD-L1 geninin kendi
amplifikasyonuna ek olarak JAK2 geninin amplifikasyonu birlikte JAK/STAT sinyalini
arttirtlmasiyla beraber PD-L1 protein ekspresyonunu da arttirdigini bildirmislerdir. JAK2
aktivitesinin sadece klasik JAK/STAT vyolu Uzerinden PD-L1’in transkripsiyonel
aktivastonuna yol ag¢makla kalmayip PD-L1’in taginmasimi da kontrol ettigini

gostermislerdir (Seiichi Ikeda et al. 2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Glioblastoma doku ornekleri ile diisiik dereceli glial tiimdr dokulari arasinda PD-
L1, PD-L2 ve JAK2 gen kopya sayilarinda farklilik olup olmadiginin belirlenmesi, timor
gradeleri ve gen ekspresyonlari ile iligkilerinin ortaya konmasi amaciyla gergeklestirilen
calismamizda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Beyin cerrahisi Anabilim Dali
tarafindan opere edilen glial timor Orneklerinin Patoloji Anabilim Dali tarafindan
gerceklestirilen histopatolojik analizleri ile GBM, diisiik dereceli beyin tiimorii (pilositik
astrositom, diffiiz astrositom, anaplastik astrositom) tanis1 alan Orneklerin parafine
gbmull (FFPE) kesitlerinde Floresan In situ Hibridazasyon (FISH) ydntemi ile genlerin
genomik kopya sayilari, gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi
ile de gen ekspresyonlar1 Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler seksiyonlarinda analiz edilmistir. Calisma icin,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulunun, 26.01.2021 tarih

ve 11 numarali karariyla onay alinmigtir.
3.1. Hasta Grubu

Calismamizda olgu ve kontrol grubu sayilarmin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen gii¢ analizi, Pass 11 paket programi ile Zeng ve ark. tarafindan yapilan
‘“Expression of programmed cell death-ligand 1 and its correlation with clinical outcomes
in gliomas’’ adli calismada gecen PD-L1 ekspresyon orani kullanilarak tek oran igin
giiven aralig1 yaklasimi ile en kiigiik 6rneklem biiyiikliigii hesaplanmistir. %95 giiven
araliginda hasta ve kontrol gruplarinda toplamda en az 47 hastanin ¢alismaya dahil
edilmesi uygun bulunmustur (Zeng et al. 2016). Calismamizda GBM tanis1 almig
hastalardan 27 FFPE doku 6rnegi ve kontrol grubunu olusturan diisiik gradeli glial timorlii
olgulardan 20 FFPE doku 6rneginde PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin genomik kopya
sayist degisimleri FISH yoOntemi ile ve ilgili genlerin ekspresyon paternlerini

degerlendirmek icgin ise RT-PCR yontemi kullanilmustir.

Calisma kapsaminda olgulara ait kesitlerin dahil edilme ve edilmeme kriterleri

asagida Ozetlenmistir;
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Hasta grubuna iliskin 6rneklerin dahil edilme kriterleri:

1. 18 yas ve lizeri GBM tanisi nedeniyle opere edilen olgularin tiimor kesitleri
2. Patoloji Anabilim Dali tarafindan yonlendirilen doku kesitinin en az %70 kadarinda

timor bulunmasi

Hasta grubu dahil edilmeme kriterleri:

1. 18 yas alt1 olgulara ait timdr 6rnekleri

2. Diger beyin tiimorii tiirleri (Astrositoma, Oligodendrioglioma, Ependimom,

Meningiom)’ne sahip olan hastalar
3. Farkli kanser tanis1 almig hastalar ( Lenfoma, Akciger kanseri vb.)
4. Otoimmiin hastalik (diyabet, kardiyomiyopati, lupus) tanisi alan olgular
5. Kesit tiimor oran1 <%70 olan 6rnekler

Kontrol grubu dahil edilme kriterleri:

1. Pilositik astrositom, anaplastik astrositom, diffiiz astrositom tanisi almis olgulara

ait timor ornekleri
3.2. Gerecler
3.2.1. Kullanilan aletler

e Vorteks (DLAB MX-S)

e Mikrosantriflj (Eppendorf Centrifuge 5415 C)

e Denatiirasyon Cihazi (ThermoBrite ABBOTT MOLECULAR Leica)
e FEtiiv (WTC BINDER)

e Su Banyosu (Nukleon)

e Floresan mikroskop (Nikon ECLIPSE 80i)

e Floresan mikroskop (OLYMPUS BX-61)

e Image Analyser (Cytovision 3.93)

e Vorteks (Heidolph)

e Mikrosantriftj (ISOLAB/LWS5E001778)
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e Thermal Block (Bio TDB-120 BIOSAN)
e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)
e Polimeraz Zincir Reaksiyon Cihazi (Applied Biosystems Gene Amp PCR System

9700)
e Roche Light Cycler 480
e Mikropipet

e Pipet seti (Gilson)

e Kronometre

3.2.2. Kullanilan malzemeler

» Lam (pozitif sarjl)
= Pepsin solusyonu

= Distile su

= Ethanol

= Sodyum Salin Sitrat (SSC)
=  Lamel (24 mm x 24 mm)

= Rubber cement (Fixogum Rubber Cement)

= DAPI
= VECTASHIELD preperat yiizey koruyucu
= Tween 20

» Immersiyon yagi

= Ksilen

= 14,3 M Beta Merkaptoetanol
= Lizis Buffer

= PBS
=  Proteinaz K
=  BufferP

= Kloroform
=  \Wash Buffer 1
=  \Wash Buffer Il

= Nikleaz Free Su
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= Eppendorf tip (1,5 ml)

= Toplama Tipd (2 ml) (QIAGEN)

= Spin Kolon (QIAGEN)

= High Capacity cDNA Reverse Transkiription Kit (THERMO)
» SYBR Green Master Mix (THERMO)

= Primer+ kontrol geni (PD-L1, PD-L2, JAK2 + B-AKTIN)

3.2.3. Kullanilan problar

= SPEC CD274/PCD1LG2/CEN9 Dual Color Prob (ZYTOVISION) (CD274,
PDCDI1LG2:Y Cen9:K)
= JAK2 (9p24) BA Prob (KREATECH) (JAK2: sar1 fiizyon sinyali)

3.3. Yontem

3.3.1. FISH analizi

Glioblastoma ve kontrol grubu (grade 1, 2, 3) olgularina ait en az %70 tiimor iceren
4p’luk 47 adet FFPE doku kesitleri Patoloji Anabilim Dali tarafindan deparafinize
edilerek Anabilim Dalimiz molekiiler sitogenetik seksiyonuna ulastirilmistir. FISH
analizleri, GBM ve kontrol grubu (pilositik astrositom (grade 1), diffiz astrositom (grade
2), anaplastik astrositom (grade 3)) doku kesitlerinde gergeklestirilmis olup, PD-L1 ve
PD-L2 genleri icin SPEC CD274, PDCD1LG2/CEP9 Dual Color Probu (ZytoLight) ve
JAK?2 geni icin de JAK2 (9p24) Break apart iki renkli prob (Kreatech) kullanilmistir.

3.3.1.1. Preperatlarin on ytkanmasi

e Lam iizerinde bulunan 4p kalinligindaki deparafinize doku Ornekleri iizerine
proteaz enzim olan pepsin (Leica) eklenerek 3,5 dakika boyunca etlivde inklbe
edilmistir.

e Etiivden ¢ikartilan doku 6rnekleri distile suda 1 dakika bekletilmistir.

¢ Preperatlar sirasiyla 2xSSC soliisyonunda 5 dakika, %70, %85 ve %100’liik alkol
serisinden ikiser dakika olmak tizere gecirilerek dehidre edilmistir. Preperatlarin 6n

yikanmasinda kullanilan soliisyonlar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Preperatlarin On Yikama Soliisyonlari

20xSSC 20 ml
2XSSC soliisyonu Distile su 180 ml
%70 alkol sollisyonu Ethanol 140 ml

Distile su 60 ml
%385 alkol soltisyonu Ethanol 170 mi

Distile su 30 ml
%100 alkol soltsyonu Ethanol 200 ml

3.3.1.2. Denatlrasyon ve hibridizasyon

¢ On yikamas1 tamamlanan preperatlarda hedef doku orneklerinin tizerine prob (4
ul) damlatilarak 24x24 mm’lik lamel kapatilmigtir.

o Lamel cevresi lastik yapiskan (rubber cement) ile izole edilmistir.

e Hychrome hibridizasyon cihazinda 75°C’de 10 dakika siireyle preperat ve prob
denatiirasyonu gerceklestirilmistir.

¢ Denatiirasyon isleminden sonra preperatlar, 37°C'lik etiiv i¢erisinde nemli ortamda

bir gece boyunca hibridizasyona birakilmistir.
3.3.1.3. Hibridizasyon sonrasi ytkamalar

eBu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA'sinin ortamdan
uzaklagtirilmasi, tam komplementer timor DNAs1 ile prob DNAsinin sabit hale
getirilmesi hedeflenmektedir. Bu dogrultuda, hibridizasyon sonrasi, preperatlar
etiivden ¢ikarilip, lamellerin ¢evresindeki yalitim maddesi temizlenmis, preperatlar
tizerindeki lameller oda 1sisindaki 2xSSC solusyonu icerisinde hafifce ¢calkalanarak
cikarilmasi saglanmistir.

¢ Daha sonra preperatlar. 0,4xSSC sollisyonu igeresinde 72°C’de 2 dakika, 37 °C
2xSSC/Tween 20 soliisyonunda da 1 dakika birakilmiglardir. Hibridizasyon sonrasi

yikamalarda kullanilan soliisyonlar Tablo 3.2.’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

0.4XSSC Soliisyonu

0.4XSSC 4 ml

Distile su 196 ml

2XSSC/Tween-20 Sollisyonu

2XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
Tween 20 100 pl

3.3.1.4. Hibridize olan bolgelerin goriiniir kilinmasi

¢ Bu asamada preperatlar 2xSSC/DAPI (stok) sollisyonunda iki dakika bekletilerek
hiicre ylizey boyamalar1 gergeklestirilmistir.

e Siire sonunda, floresan isaretli prob hibridizasyon bolgelerindeki floresan 15181n
kaybolmasini engellemek amaciyla preperatlar tizerine Vectashield damlatilip hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek preperatlar lamel ile kapatilmistir.

e Analiz agamasina kadar preperatlar -20°C’de bekletilmistir. BOlgelerin goruntr

kilinmasi i¢in kullanilan soliisyon Tablo 3.3.’de yer almaktadir.
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Tablo 3.3. DAPI soliisyonu

DAPI/Antifade Sollisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 35l
Distile su 80 ml

3.3.1.5. Preperatlarin mikroskopta incelenmesi

e Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda kullanilan problarin
isaretlenmis oldugu floresan molekiillerin dalga boylarina uygun filtreler
araciligiyla incelenmistir.

¢ Floresan mikroskoba bagli goriintii analiz sistemi (Image Analyser (Cytovision
3.93)) araciligryla her olguya iliskin FISH analiz verileri incelenmis, fotograflanmis

ve arsivlenmistir.
3.3.1.6. FISH sinyal analizi

¢ Her bir doku 6rneginde, ilgili genlerin pozitif veya negatif olarak tanimlanabilmesi
icin en az 100 hiicre, gen/kontrol sinyal oranlar1 a¢isindan degerlendirilmistir.

e PD-L1, PD-L2 analizi igin, gen kopya sayisinin sentromer kopya sayisina oraninin
>2.0 olmas1 durumunda amplifikasyon pozitif olarak kabul edildi (Inoue et al., n.d.).
o PD-L1,PD-L2/CEP9 oran1 >4.0 yiiksek seviye amplifikasyon, > 2.0 ve < 4.0 ise
diisiik seviye amplifikasyon olarak kabul edilirken, 1:1 sinyal oranina sahip fakat
her probun ikiden fazla kopyasi olan hiicreler ise; 9p i¢in polizomi olarak kabul

edildi(Straub et al., 2016).
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3.3.2. Gen ekspresyon analizleri

3.3.2.1. RNA izolasyonu

3.3.2.1.1. Parafine gdmult dokudan RNA izolasyonu
3.3.2.1.1.1. Deparafinizasyon ve lizis asamast

8 u kalinligindaki parafinize doku 6rnekleri Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan RNaz
icermeyen 1,5 ml’lik eppendorf tiipler icerisinde Anabilim Dali molekiiler seksiyonuna
ulagtirlmistir. Gelen kesitlerde gerceklestirilen deparafinizasyon iglemlerinden sonra
orneklerden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA izolasyonunda MST Medikal
RNA izolasyon kiti kullanilmistir.

e Ornekler (izerine 1p (1000 ml) ksilen eklenerek 1 dakika boyunca
vortekslenmistir.

¢ 15.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasi ksilen alinip, atilmistir.

¢ Bu asama 2 kez tekrarlanmustir.

e Her bir 6rnek tlizerine 1ul %96’lik ethanol eklendi ve vortekslenmistir.

¢ 15.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonrasi ethanol alinip, atilmistir.

e Ornekler iizerine 1ul %70’lik ethanol eklendi, vortekslenmistir.

¢ 15.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve ethanol alinip, atilmigtir.

e Her bir drnek igin 500 ul Buffer L ve 10 pl 14,3 M Beta merkaptoetanol igeren
Lizis Buffer karigim1 hazirlanmistir.

e Orneklerin tizerine 200 ul PBS, 10 pl Proteinaz K ve 500 pl Lizis Buffer
eklenmistir.

e 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Uzerine 500 pl Buffer P eklendi, iyice vortekslendi ve oda sicakliginda 3 dakika
inkibe edilmistir.

e Karisimin tizerine 200 pl Kloroform eklenip, vortekslenmistir.

¢ Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir.
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e Karisim 4°C’de 12.000% g’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
e Santrifiij sonrasi en iistte bulunan siv1 fazdaki siipernatant (yaklasik 600 ul) yeni

bir tiipe aktarilmistir.
3.3.2.1.1.2. Baglanma agsamasi

e Yeni tiipe aktarilan siipernatantin iizerine 800 pl %96’lik ethanol eklendi ve
pipetle karistirilmastir.

e Baglanma soliisyonu ve etanol ilave edilen 6rnekten 700 pl alinarak toplama
tiipleri icindeki silika membran igceren Spin Cartridge tiiplere aktarilmistir.

¢ 12.000% g’de 30 saniye santrifiij edildi. Spin Cartridge tiipten toplama tiipii
igerisine gecgen s1vi kisim bosaltilmistir.

e Orneklerden geriye kalan 700 pl’lik karisim da ayn1 Spin Cartridge tiiplere ilave
edildi.

¢ 12.000x g’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonras1 Spin Cartridge tlip toplama tiipli igerisinden alinarak yikama

tiipline aktarilmistir.
3.3.2.1.1.3. Yikama asamasi

¢ 700 pl Wash Buffer I soliisyonu Spin Cartridge tiip iizerine eklendi. 12.000x g’de
30 saniye santrifiij edildi. Yikama tiipii igerisine gecen sivi kisim bosaltilmistir.

¢ 600 ul Wash Buffer II soliisyonu Spin Cartridge tiip tizerine eklendi. 12.000x g’de
30 saniye santrifiij edildi. Yikama tiipii igerisine gecgen sivi kisim bosaltilmistir.

¢ Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.

e Yikama tiipii icerisimdeki Spin Cartridge tiip bos olarak 15.000 rpm’de 1 dakika

santriflj edilmistir.
3.3.2.1.1.4. Eliisyon asamasi

¢ Niikleaz free su 56°C’de 1sitilmustir.

e Spin Cartridge tlip yikama tiiplinden alinarak 1,5 ml’lik eppendorf tiipe
aktarilmistir.

e Onceden 56°C’ye 1sitilan Niikleaz free sudan 20 pl Spin Cartridge tiip iizerine
eklenmistir.
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e 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

e 12.000x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

e Elde edilen RNA 0&rneklerinin absorbanslari NanoDrop Spektofotometre ile

Olculmiistiir.

e RNA oOrnekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

Nanodrop cihazi RNA’larin kalite kontroliinii ve miktarlarin1 belirlemek igin
kullanilmigtir. Nanodropta RNA’larin ng/ul olarak miktarlart belirlenmis ve Olgim
sonucu, A260/280 ve A260/230 oran1 2 veya daha yiiksek olmasi durumunda RNA

kalitesi iyi olarak degerlendirilmistir.
3.3.2.2. Real Time PCR ile gen ekspresyon analizi
3.3.2.2.1. cDNA sentezi

cDNA, reverse transkriptaz enzimiyle katalizlenen olgun mRNA'dan sentezlenen
DNA pargasidir. Polimeraz zincir reaksiyonunu gergeklestirmede tek iplikli mRNA’y1 ¢ift
iplikli DNA formuna cevirmek icin cDNA sentezinin gergeklesmesi gerekmektedir.
Izolasyonu tamamlanan RNA’lardan high-capacity cDNA reverse transcription Kit
(A.B.T. Dt20) kullanilarak cDNA elde edilmistir.

Orneklerin nanodroptaki (NanoDrop 1000) 1pL’deki degerleri 6lciildii ve 100 ng’a
tamamlanarak; 100 ng’daki pL degerleri hesaplanmistir.

Tablo 3.4. Reverse (ters) transkripsiyon miksi igin gerekli reaktifler ve miktarlar

Reaktifler Hacim
10x RT Buffer 2 uL

25x dNTP Mix (100 mM) 0.8 pL

10x RT Random Primerler 2 uL

MultiScribe Reverse Transkriptaz 1L

RNase Inhibitor 1uL

Nikleaz-free H20 - uL
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- Tablo 3.4.°deki reaktifler kullanilarak hazirlanan reverse (ters) transkripsiyon
miksi (master mix) , calisilan 6rnek sayisi ile ¢arpildi ve total karisim miktar
hesaplanmistir. Daha sonra 1,5 ml’lik eppendorf tiipe konuldu ve primerlerin
kirilmamasi i¢in ¢ok hafif bir sekilde vortekslenmstir.

- Eppendorf i¢indeki master mix karisimi her bir tlipe esit olarak aktarilmistir.

- 1 ornek i¢in master mix miktar1 toplamda 6.8 pL oldugu icin her bir 6rnegin
RNA’s1 eklendi ve total hacim olan 20 pL’den c¢ikarilarak, su miktarlari
hesaplanmustir.

- Tablo 3.5.”de hazirlanan reaksiyon ortami termal cycler ile inkube edildi ve cDNA
sentezi gerceklestirilmigtir.

- Sentez edilen cDNA 6rnekleri termal reaksiyon sonrasinda kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanmuistir.

Tablo 3.5. Reverse (ters) transkriptaz reaksiyon kosullari

Termal cycler Sicaklik (°C) Dongii sayisi
asamalan
Asama I 25°C 10 dakika 1
Asama 11 37°C 120 dakika 1
Asama III 85°C 5 dakika 1

3.3.2.2.2. RT-PCR protokoli

Dokulardan elde edilen cDNA’lar Thermofisher (THERMO-K0221) Sybr Green
Master Mix ile Roche 480-1 Real time PCR cihazi kullanilarak analiz edildi. cDNA’lar 96
kuyucuklu DNAse ve RNAse free Plate kullanilarak spesifik primerler ile ¢ogaltildi RT-
PCR reaktifleri ve gen ifadelerinin analizi i¢in kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu sartlar1 sirastyla Tablo 3.6. ve 3.7.’de verilmistir.
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Tablo 3.6. RT-PCR reaktifleri

SYBER Green Master Mix 5,0 uL
RT Primer prob F 0,35 pL
RT Primer prob R 0,35 pL
cDNA 2,0 uL
Nikleaz-free su 2,3 uL
Total 10 pL

Hazirlanan karisim (Tablo 3.6), real-time PCR cihazinda (Roche 480-1 Real time
PCR) asagida belirtilen kosullarda amplifiye edilerek ekspresyon asamasi gerceklestirildi.

Tablo 3.7. RT-PCR sicaklik kosullar

Baslangic 95 10 dakika 1
denatirasyonu
Denattrasyon 95 15 saniye 40
Annealing 60 30 saniye
Melting Curve 60-95 - 1
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JAK2, PD-L1 ve PD-L2 genlerine ait amplifikasyon primerleri ve prob dizileri
Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. Caligmada kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve baz ¢ifti
uzunluklari

Primer Dizi Baz (bp)

JAK2-F  5-GAG CCT ATC GGC ATG GAATA-3' 20bp
JAK2-R  5-ACT GCC ATC CCA AGA CAT TC-3' 20 bp
PD-L1-F 5-TAT GGT GGT GCC GAC TAC AA-3' 20bp
PD-L1-R 5-TGCTTG TCC AGATGACTT CG-3' 20 bp
PD-L2-F 5-CTCCTG CAT CATTGC TTT CA-3' 20 bp
PD-L2-R 5-AAG TGC AAATGG CAAGCTCT-3' 20bp
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4. BULGULAR

Calismamiz, Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan
tanis1 konulmus GBM, diisiik dereceli beyin tiimorii (pilositik astrositom, diffiiz
astrositom, anaplastik astrositom) olgularina ait FFPE 6rnekleri Eskisehir Osmangazi
Universitesi T1ibbi Genetik Anabilim Dal1 Molekiiler Sitogenetik ve Molekiiler Genetik
seksiyonlarinda gerceklestirilmistir. Calisma grubunu 27 glioblastoma ve 20 diisiik

dereceli beyin tiimori (grade 1, 2, 3) olgu grubu olusturmustur.

Calistigimiz tiim 6rneklerde FISH analizlerinde en az 100 hiicre analiz edilmis olup,

gen/kontrol sinyal oranlar1 agisindan degerlendirilmistir.
4.1. Hasta Grubuna Ait Bilgiler

Calismamizda, olgu grubunu, GBM tanis1 almis 27 olguya ait parafine gdmiilii doku
ornekleri olusturmustur. 15 erkek olgunun yas ortalamasi £58,86, 12 kadin olgunun yas
ortalamasi +63,5 ve toplam 27 olguya ait yas ortalamasinin +60,92 yil oldugu tespit
edilmistir. Olgu grubuna ait yas, cinsiyet, IDH mutasyon durumu ve tan1 hakkindaki
bilgiler Tablo 4.1.’de yer almaktadir. Olgularin IDH mutasyon durumuna ait yiizdeleri
Grafik 1.’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.1. Glioblastoma olgularina ait cinsiyet, yas, IDH mutasyon durumu, O.S ve tani
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Tablo 4.1. Glioblastoma olgularina ait cinsiyet, yas, IDH mutasyon durumu, O.S ve tani
bilgileri (devam ediyor)

20 47 Kadin IDH-wild 21 ay Oligodendroglial
komponent
iceren
Glioblastoma
21 46 Kadin IDH-wild 15 ay Glioblastoma
22 71 Erkek IDH-wild 9 ay Glioblastoma
23 66 Kadin NOS 2 ay Glioblastoma
24 62 Kadin IDH-wild 3ay Glioblastoma
25 56 Erkek IDH-mutant 7 ay Glioblastoma
26 60 Erkek IDH-wild 16 ay Oligoastrositom
zemininde
gelismis
Glioblastoma
27 62 Erkek IDH-wild 8 ay Glioblastoma

40



NOS
4%

IDH-mutant
29%

IDH-wild
67%

= |DH-wild = IDH-mutant = NOS

Grafik 1. Glioblastoma olgularinda IDH mutasyon durumu yiizdesi
4.2. Kontrol Grubuna Ait Bilgiler

Calismamizin kontrol grubunu, 1., 2., ve 3. derece glial tiimdr tanis1 almis 20 olguya
ait parafine gdmiilii doku 6rnekleri olusturmustur. 12 erkek olgunun yas ortalamasi 44,3,
8 kadin olgunun yas ortalamasi £45,25 ve toplam 20 olgunun yas ortalamasi ise +41,2
olarak saptanmistir. Kontrol grubuna ait cinsiyet, yas, timor dereceleri ve tan1 hakkindaki
bilgiler Tablo 4.2.’de yer almaktadir. Kontrol grubu olgularin 6’s1 (%30) pilositik
astrositom (Grade 1), 6’s1 (%30) diffiz astrositom (Grade 2) ve, 8’i (%40) anaplastik
astrositom (Grade 3)’du. Olgu sayist ile diisiik dereceli glial tiimorlii bireylerin tiimor

dereceleri Grafik 2.’de yer almaktadir.
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Tablo 4.2. Kontrol grubuna ait cinsiyet, yas, timor dereceleri, O.S ve tan bilgileri

28 53 Erkek Grade 3 45 ay Anaplastik
astrositom
29 50 Kadin Grade 3 92 ay Anaplastik
astrositom
30 73 Erkek Grade 3 7 ay Anaplastik
astrositom
31 60 Erkek Grade 3 20 ay Anaplastik
(IDH- astrositom
mutant)
32 57 Kadm Grade 3 1ay Anaplastik
astrositom
33 50 Kadin Grade 2 110 ay Diffuz astrositom
34 78 Erkek Grade 3 12 ay Anaplastik
astrositom
35 17 Erkek Grade 2 - Diffliz astrositom
36 45 Kadin Grade 2 - Diffliz astrositom
NOS
37 43 Erkek Grade 3 8 ay Anaplastik
astrositom
38 55 Erkek Grade 3 - Anaplastik
astrositom
39 7 Kadin Grade 1 - Pilositik
Astrositom
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Tablo 4.2. Kontrol grubuna ait cinsiyet, yas, timor dereceleri, O.S ve tani1 bilgileri

40

41

42
43

44

45

46

47

(devam ediyor)

47

54

65
14

17

17

21

71

Erkek

Erkek

Kadin
Erkek

Kadin

Erkek

Erkek

Kadin

Grade 1

Grade 1

Grade 2
Grade 1

Grade 1

Grade 1

Grade 1

Grade 2
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- Pilositik
Astrositom
- Pilositik
Astrositom
5ay Diffliz Astrositom
- Pilositik
Astrositom
- Pilomikaoid
degisiklikler igeren
Pilositik
Astrositom
- Pilositik
Astrositom
- Pilositik
Astrositom
47 ay Miksoid degisiklik
gosteren
Oligodendroglioma



Anaplastik
Astrositom (Grade
1))

40%

Diffiiz Astrositom
(Grade ll)
30%

Pilositik Astrositom (Grade 1)  m Diffiiz Astrositom (Grade 1l)  m Anaplastik Astrositom (Grade )

Grafik 2. Diisiik dereceli glial tiimor dereceleri ve olgu sayist dagilimi

4.3. FISH Analizine Ait Bulgular

Calismamizda, glioblastoma ve grade 1, 2, 3 glial tiimorlii olgulara ait FFPE
ornekleri calisilmis olup, her olgu i¢in PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin kopya sayis1
degisiklikleri FISH yontemi ile degerlendirilmistir.

4.3.1. PD-L1 ve PD-L2 genlerinin kopya sayis1 degisiklikleri

FISH sonuglar1 47 olgunun 44’tinde (%93,61) degerlendirildi. Fakat 3 olguda prob
sinyallerinin net olmamasi ve/veya post-hibridizasyon asamasindaki sorunlar nedeniyle
FISH analizi gergeklestirilemedi. Calismamiz sonucunda 27 glioblastoma drneginin 11°1
(%40,74) PD-L1 ve PD-L2 gen boélgeleri agisindan amplifikasyon pozitif olarak
degerlendirildi. Bu 6rneklerin 8’1 ( olgu 3, 6, 8, 11, 18, 21, 24, 26 27 ) IDH-wild tip, 2’si
(olgu 13, 14) IDH-mutant tip glioblastomadir. Amplifikasyon saptanan olgularin 6’sinda
polizomi, monozomi ve PD-L1/2 gen delesyonu gibi aberasyonlarin da eslik ettigi
gozlenmistir. Ek olarak, olgu 4 ve olgu 17°de sirasiyla %6 , %8,41 oraninda PD-L1/2

genlerinin her iki allelinde delesyon oldugu saptanmustir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. Glioblastoma olgularina ait PD-L1/PD-L2 genleri i¢in FISH sonuglari

Olgu Tam PD-L1/PD-L2 kopya sayis1 degisiklikleri
sayisl1
Amplifikasyon Polizomi Monozomi PDL1/2 delesyonu
(%) (%) (%) (%)

1 Glioblastoma 0 22,78 4,64 0

2 Glioblastoma 0 37,5 4,0 6,81
3 Glioblastoma 1,14 8,0 5,14 3,42
4 Glioblastoma 0 14,28 0 74,0
5 Glioblastoma 0 63,63 10,0 14,04
6 Glioblastoma 3,41 13,0 10,73 7,31
7 Glioblastoma 0 8,61 4,78 1,43
8 Glioblastoma 2,46 9,46 5,76 7,81
9 Glioblastoma 0 5-6 2,0 0
10 Glioblastoma 0 32,11 12,0 27,52
11 Glioblastoma 60-70 45,89 3,0 0
12 Glioblastoma 0 2,95 8,87 68,04
13 Glioblastoma 1,69 22,45 9,0 3,38
14 Glioblastoma 1,81 13,93 7,0 5,45
15 Glioblastoma 0 50-60 50 0
16 Glioblastoma - - - -
17 Glioblastoma 0 0 6,43 35,0
18 Glioblastoma 10,43 15,0 0 0
19 Glioblastoma 0 2,67 3,0 0
20 Glioblastoma 0 0 20,93 4,65
21 Glioblastoma 1,58 25,39 9,52 9,52
22 Glioblastoma 0 10,0 7,5 0
23 Glioblastoma 0 0 10,0 5,0
24 Glioblastoma 50-60 25-30 0 1,57
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Tablo 4.3. Glioblastoma olgularina ait PD-L1/PD-L2 genleri i¢in FISH sonuglari

(devam ediyor)

25 Glioblastoma 0 50-60 0 0
26 Glioblastoma 8,51 0 19,14 6,38
27 Glioblastoma 1,26 13,05 0,94 1,89

Calismamizin kontrol grubunu olusturan 6 pilositik astrositom (grade 1), 6 difflz
astrositom (grade 2) ve 8 anaplastik astrositom (grade 3) olmak tzere toplam 20 olgunun
14’tinde (%70) PD-L1 ve PD-L2 gen bdlgeleri acisindan amplifikasyon pozitif olarak
saptanmistir. Amplifikasyon saptanan 14 olgunun 6’s1 yiiksek seviye amplifikasyon
gosterirken, 8 olgunun ise disiik seviye amplifikasyon gosterdigi gozlenmistir. 6
anaplastik astrositom olgusunun 4’{inde (4/6, (%66,66) (olgu 29,30, 32, 34) yiiksek seviye
amplifikasyon gozlenirken, 2 diffliz astrositom (olgu 36, 47) olgusunda da ylksek seviye
amplifikasyon gosterdigi saptanmistir (Tablo 4.4). PD-L1,PD-L2/CEP9 oranm1 >4.0,
yuksek seviye amplifikasyon olarak kabul edilmistir (Straub et al. 2016). Yuksek seviye
amplifikasyon gosteren olgularin hi¢ birinde PD-L1/2 delesyonu gézlenmemistir. Kontrol
grubuna ait sonuglar Tablo 4.4.’te, olgulara ait FISH goriintiileri ise Sekil 4.1.de

verilmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol grubuna ait PD-L1/PD-L2 genleri igin FISH sonuglari

Olgu

sayisi

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Tam

Anaplastik
astrositom
Anaplastik

astrositom

Anaplastik
astrositom
Anaplastik
astrositom
Anaplastik

astrositom

Diffliz
astrositom
Anaplastik
astrositom

Diffliz
astrositom

Diffliz
astrositom

NOS
Anaplastik

astrositom

PD-L1/PD-L2 kopya sayis1 degisiklikleri

Amplifikasyon
(%)
6,41

5,71 (yuksek
seviye amp.)
24,28 (diisiik
seviye amp.)
70-80 (ylksek
seviye amp.)
11,67

10,71 ( yuksek
seviye amp.)
16,0 (disiik
seviye amp.)
13,57

11,25 ( yuksek
seviye amp.)
3,01

15,68( yuiksek

seviye amp.)

47

Polizomi
(%)
14,28

37,14

30-40

43,79

37,5

25,71

6,57

9,63

18,94

Monozomi
(%)
50

10,0

10,21

16,07

13,01

27,63

23,49

17,89

2,73

PDL1/2 delesyonu
(%)
20,37



Tablo 4.4. Kontrol grubuna ait PD-L1/PD-L2 genleri igin FISH sonuglari

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

(devam ediyor)

Anaplastik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik
astrositom
Pilositik

astrositom

0 10,28
0 0
30-40 14,0
0 10,0
4,80 5,76
5,30 38,63
9,78 26,08
19,22 (yiiksek 5,76
seviye amp.)

48

20,57

10,0

15,7

15,0

16,34

18,0

12,5

13,46

9,14

3,70

6,0

2,27

3,80



Amplifikasyon Polizomi

Dizomi

Sekil 4.1. PD-L1, PD-L2 genleri i¢in FISH yOntemi ile saptanan kopya sayis1

degisiklikleri. (A) PD-L1, PD-L2 gen bolgesinde yiiksek seviye amplifikasyon
saptanan olgu 30’a ait FISH goriintiisti (B), PD-L1, PD-L2 gen bélgesinde
polizomi saptanan olgu 11°e ait FISH goriintiisii (C), olgu 45°¢ ait normal

FISH gorintusu

4.3.2. JAK2 gen bolgesi kopya sayis1 degisiklikleri

47 olgunun 42’si (%89,36) JAK2 gen kopya sayist degisimleri agisindan
degerlendirilirken, 5 olgu prob sinyallerinin net olmamasi ve/veya post-hibridizasyon
asamasindaki sorunlar nedeniyle gen kopya sayisi degisimleri ac¢isindan

degerlendirilemedi. Elde ettigimiz sonuglara gore glioblastoma olgularinin 24’iinde en az
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bir aberasyon goriiliirken, calismamizda elde edilen FISH sonuglarina gore 27
glioblastoma olgusundan 9’u atipik sinyal paterni agisindan pozitif olarak saptanmistir
(Sekil.4.2.(A)). 24 olguda [24/27, (%88,88)] JAK2 gen bolgesi agisindan monozomi

saptanmis olup, 9 olguda ise atipik sinyal paterni gézlenmistir.

Kontrol grubunu olusturan 20 olgunun 8’1 (%40) JAK2 gen boélgesi i¢gin yeniden
diizenlenme pozitif saptanmistir. Atipik sinyal paterni goézlenen olgularin 3’{iniin
anaplastik astrositom, 5’inin ise pilositik astrositom oldugu belirlenmistir. Atipik sinyal
paterni (Yeniden Dizenlenme +) aberasyonlarina eslik eden polizomi ve monozomi
saptanan olgular 45, 46 ve 47 olarak belirlenmistir. Olgu 30 biitiin parametreler a¢isindan
negatif olarak belirlenirken, yliksek oranda yeniden diizenlenme agisindan pozitif olarak
saptanmistir (%81). Tiim calisma grubu olgularimin JAK2 gen bolgesi kopya sayisi
degisimlerine ait FISH sonuclari, Tablo 4.5. ve 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.5. Glioblastoma olgularina ait JAK2 gen bolgesi i¢in FISH sonuglari

Olgu Tam JAK?2 kopya sayis1 degisiklikleri
sayisl
Polizomi Monozomi Atipik sinyal
(%) (%) paterni
(%)

1 Glioblastoma 13,37 6,0 2,43
2 Glioblastoma 2,75 26,60 0
3 Glioblastoma 5,95 9,0 0
4 Glioblastoma 0 80,0 1,68
5 Glioblastoma 25,0 13,0 0
6 Glioblastoma 0 16,66 0
7 Glioblastoma 0 12,5 6,0
8 Glioblastoma 12,35 7,21 5,15
9 Glioblastoma 0 30,0 0
10 Glioblastoma 5,45 40,90 0
11 Glioblastoma 45-50 0 0
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Tablo 4.5. Glioblastoma olgularina ait JAK2 gen bolgesi igin FISH sonuglari

(devam ediyor)

13 Glioblastoma 0 16,0 0

15 Glioblastoma 30-40 10-15 0

17 Glioblastoma - - -

19 Glioblastoma 2,55 3,0 1,27

21 Glioblastoma 41,50 8,49 12,26

23 Glioblastoma - - -

25 Glioblastoma 0 20-30 0

27 Glioblastoma 8,55 3,0 2,63
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Tablo 4.6. Kontrol grubu olgularina ait JAK2 gen bolgesi i¢in FISH sonuglari

29 Anaplastik 50,47 8,57 19,20
astrositom

31 Anaplastik 57,6 11,95 0
astrositom

33 Diffiiz 13,41 19,51 0

astrositom

35 Difflz 5,07 17,76 0
astrositom

37 Anaplastik 0 0 0
astrositom
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Tablo 4.6. Kontrol grubu olgularina ait JAK2 gen bolgesi i¢in FISH sonuglari

(devam ediyor)

39 Pilositik 0 18,0 0

astrositom

41 Pilositik - - -

astrositom

43 Pilositik 0 30-40 0

astrositom

45 Pilositik 29,89 8,0 10,32

astrositom

47 Pilositik 4,12 21,64 4,12

astrositom



Atipik sinyal paterni Y.D + Polizomi

Monozomi Dizomi

Sekil 4.2. JAK2 gen bolgesi icin FISH yontemi ile saptanan kopya sayist degisiklikleri.

(A) Yeniden diizenleme pozitif olarak saptanan olgu 42’ya ait FISH goruntusi
(B), JAK2 geni i¢in polizomi saptanan olgu 11’e ait FISH goriintiisii

(C), monozomi saptanan olgu 13’e ait FISH goriintiisii (D), olgu 19°a ait normal FISH goriintiisii

54



4.3.3. PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genleri arasindaki kopya sayis1 degisikliklerinin

iliskisi

27 glioblastoma olgusunun 5’inde [5/27, (%18,51)] (olgu 8, 18, 21, 26, 27 ) PD-
L1/2 gen bolgesi i¢in sinyal sayisinda artis (amplifikasyon) ve JAK2 gen bolgesi igin
sinyal paterninde yeniden diizenlenme saptanmis olup, PD-L1/2 ve JAK2 genleri
acisindan amplifikasyonve yeniden diizenlenme gosterdigi saptanmistir. Kontrol
grubunda yer alan 8 olguda da (olgu 28, 29, 30, 42, 44, 45, 46, 47) ilgili gen bolgelerinin
amplifikasyon/ yeniden diizenlenme agisindan pozitif oldugu saptanmigtir. PD-L1/2 ve

JAK?2 genlerinin FISH goriintiileri Sekil 4.3.’te verilmistir.

Calismamiz sonucunda, PD-L1/2 gen bélgelerinde yiksek seviye amplifikasyon
gosteren 2 olgunun (olgu 30 ve 42) JAK2 gen bolgesi kopya sayis1 degisimleri acisindan
atipik sinyal paterni gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

PD-L1/2 amplifikasyonu JAK2 amplifikasyonu

Sekil 4.3. Olgu 11°e ait PD-L1/2 ve JAK2 gen bdlgeleri igin FISH yontemiyle saptanan
co-amplifikasyon goruntisi
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PD-L1/2 amplifikasyonu JAK2 atipik sinyal paterni (Y.D +)

PD-L1/2 amplifikasyonu JAK?2 atipik sinyal paterni (Y.D +)

Sekil 4.4. Olgu 42 ve 30’a ait PD-L1/2 gen bolgelerinin amplifikasyon ve JAK2 gen
bolgesinin yeniden diizenlenme pozitif olan FISH goruntileri

4.4. Gen Ekspresyon Analizine Ait Bulgular

Calismamizi olusturan 47 hastanin FFPE doku 6rneklerinden elde edilen cDNA’lar
Thermofisher (THERMO-K0221) Sybr Green Master Mix ile Roche 480-1 Real time PCR
cithaz1 kullanilarak analiz edildi. 96 kuyucuklu DNAse ve RNAse free Plate kullanildi.

Kontrol gen olarak B-aktin kullanildi.
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47 olgunun 45’1 (%95,74) PD-L1, PD-L2 ve JAK2 gen ekspresyon seviyeleri
acisindan degerlendirilirken, 2 olgu kesitinin (olgu 24 ve olgu 38) RNA miktarlarinin

yetersiz olmasindan dolay1 ¢calismaya dahil edilemedi.

Calismanin sonunda, RT-PCR ile ¢ogaltilan cDNA’lardan; elde edilen hem kontrol
geni olan B-aktin hemde PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin tamamina ait 6rneklerin gen

ekspresyonlarinin basarili bir sekilde gerceklestigini gosteren amplifikasyon egrileri Sekil

4.5. ve Sekil 4.6.’da yer almaktadir.
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Amplification Curves

1367461
126,746
116,746
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Fluorescence (483.533)

Amplification Curves

Fluorescence (483-533)
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Sekil 4.5. B-aktin (kontrol gen) ve JAK2 genine ait amplifikasyon gorintusi
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Amplification Curves
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1.051:
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Cycles
Sekil.4.6. PD-L1 ve PD-L2 genlerine ait amplifikasyon goruntisu

RT-PCR sonucu elde edilen piklere ait Ct degerleri gen ekspresyonlarin
belirlenmesinde kullanildi ve 2 -AACt yontemi kullanilarak B-aktin kontrol geni ile

kiyaslanarak oransal olarak hesaplandi.
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4.4.1. Istatistiksel analiz sonucunda elde edilen bulgular
4.4.1.1. PD-L1 gen ekspresyon seviyesine ait bulgular

Caligmamiz sonucunda, PD-L1 gen ekspresyon sonuglar1 degerlendirildiginde,
olgu ve kontrol grubu orneklerinin normal olarak dagilmadigin1 ve standart sapma
oranlarinin ¢ok yiiksek oldugunu tespit ettik. Bu nedenle, istatistiksel analizi non-
parametrik bir test olan Kruskal-Wallis testi ile gerceklestirdik. Istatistiksel anlamlilik

duizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

PD-L1 gen bolgesi i¢in tiimor dereceleri arasinda ekspresyon seviyeleri
karsilagtirildiginda, grade 3 en yiksek ekspresyon seviyesine sahipken, grade 1’in en
diisiik ekspresyon seviyesini gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.7.). Fakat, analiz sonucunda
olgu (Grade 4) ve kontrol (Grade 1, Grade 2, Grade 3) gruplar1 arasinda, PD-L1 gen
ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir degisiklik saptanmadi (p= 0.3732).
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Sekil 4.7. Tumor derecelerinin ve PD-L1 gen eskpresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi

4.4.1.2. PD-L2 gen ekspresyon seviyesine ait bulgular

Grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4 olgular1 PD-L2 ekspresyon diizeyi agisindan
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0.0389). PD-L2’nin
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PD-L1 ve JAK2 genlerine kiyasla daha normal bir dagilim gosterdigi tespit
edilmistir. Grade III (anaplastik astrositom)’deki olgularin PD-L2 ekspresyonunun relatif

bir sekilde daha yiiksek oldugu yapilan analiz sonucunda ortaya konmustur (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Beyin tumor dereceleri ve PD-L2 gen ekspresyon seviyesi

4.4.1.3. JAK2 gen ekspresyon seviyesine ait bulgular

JAK2 gen ekspresyon sonuclari degerlendirildiginde ekspresyon seviyeleri
acisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde kontrol grubu (grade 1, grade 2, grade 3) ve
olgu grubu olan glioblastoma (grade 4) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir. Birbirinden farkli ¢ikan 6rneklerin var oldugunu fakat standart sapmanin
cok yiiksek olmasindan dolay: istatistiksel olarak JAK2 gen ekpresyon dizeyinde bir
anlam ifade etmedigini tespit ettik (p=0.4416).

Diger taraftan, JAK2 gen bolgesi igin, grade 4 olarak bilinen glioblastoma en yiiksek
ekspresyon seviyesini gosterirken, Diffliz astrositom (grade 2)’un en diisiik ekspresyon
dizeyine sahip oldugu belirlendi. Ayrica, grade I olarak bilinen Pilositik astrositom’un

ise grade II’ye oranla 3 kat, grade 3 (Anaplastik astrositom)’a oranla 0.5 kat daha ytiksek
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ekspresyon seviyesi gosterdigi saptandi. Yapilan JAK2 ekspresyon ¢alismasi sonucunda
grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4 beyin tlimdrlerinin ekspresyon seviyelerine ait

bulgular Sekil 4.9.’de yer almaktadir.
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tumor dereceleri

Sekil 4.9. Tumor dereceleri ve JAK2 gen ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi

4.4.1.4. PD-L1 genomik kopya sayist degisiklikleri ve PD-L1 ekspresyonunun

durumu

Olgu grubu olan glioblastoma (grade 4) ve kontrol grubunda yer alan grade 3, grade
2 ve grade 1 glial timorlerin, PD-L1 ekspresyon diizeylerini, PD-L1 amplifikasyonu
saptanma ve saptanmama durumlarina gére degerlendirdik. Kontrol grubu, olgu grubu
olan glioblastomaya gore yiiksek amplifikasyon oranina sahip olsa da istatistiki olarak
anlamli bulunamamaistir. Elde edilen verilerin sonuglarina gore her bir tiimor derecesinin
(grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4) PD-L1 amplifikasyon durumu ve ekspresyon
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. Timor
dereceleri, amplifikasyon durumlar1 ve PD-L1 ekspresyon seviyelerine ait bulgular Sekil
4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.de yer almaktadir. Olgu ve kontrol grubu amplifikasyon
durumu ve PD-L1 ekspresyon diizeylerine ait bulgu Sekil 4.13.’de gosterilmektedir.
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amplifikasyon saptanma ve
saptanmamama durumu

Sekil 4.10. Grade 4 amplifikasyon durumu ve PD-L1 ekspresyon seviyesi arasindaki

iliski (p=0.5546)
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Sekil 4.11. Grade 2 amplifikasyon durumu ve PD-L1 ekspresyon seviyesi

arasindaki iliski (p=0.952)
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Sekil 4.12. Grade 1 amplifikasyon durumu ve PD-L1 ekspresyon seviyesi arasindaki

iliski (p=0.6000)
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Sekil 4.13. Olgu ve kontrol grubu amplifikasyon diizeyleri ve PD-L1 ekspresyon

seviyesinin karsilastirilmasi (p=0.3792)
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4.4.1.5. PD-L2 genomik kopya sayist degisiklikleri ve PD-L2 ekspresyonunun durumu

Calismamizda, PD-L2 gen amplifikasyon durumu ve ekspresyon dizeyi her bir
grade i¢in ayr1 ayri degerlendirilmistir. Toplam 10 GBM olgu kesitinde ampifikasyon
pozitif olarak saptanirken, 15 olguda ise amplifikasyon negatif olarak belirlenmistir.
Amplifikasyon saptanan olgular, saptanmayanlara gore daha yiiksek PD-L2 seviyesi
gostermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunamistir (p=0.7870) (Sekil 4.14.).
Aymni sekilde, grade 3 (6 amplifikasyon pozitif, 1 amplifikasyon negatif) ve grade 1 (3
amplifikasyon +, 3 amplifikasyon -) olgular1 i¢in de yiiksek oranda PD-L2 amplifikasyonu
gostermelerine ragmen PD-L2 ekspresyon seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlaml

bir degisiklik saptanmamaistir. (Sekil 4.15. ve Sekil 4.17.)

5 grade 2 (diffiiz astrositom) olgusunun tamami PD-L2 amplifikasyonu agisindan
pozitif olarak belirlenmis ve PD-L2 ekspresyon diizeyi ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.0231) (Sekil 2.16.).

PD-L2 amplifikasyon ve ekspresyon diizeyleri agisindan GBM (grade 4) ve kontrol
gruplar (grade 3, grade 2, grade 1) birlikte degerlendirildiginde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir (p=0.0328). Olgu ve kontrol grubu
amplifikasyon duzeyleri ile PD-L2 ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi Sekil
4.18.’de gosterilmektedir.
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PD-L2 ekspresyon seviyesi

amplifikasyon saptanma ve
saptanmamama durumu

Sekil 4.14. Grade 4 amplifikasyon durumu ve PD-L2 ekspresyon seviyesi arasindaki

iliski (p=0.7870)
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Sekil 4.15. Grade 3 amplifikasyon durumu ve PD-L2 ekspresyon seviyesi arasindaki
iliski
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Sekil 4.16. Grade 2 amplifikasyon durumu ve PD-L2 ekspresyon seviyesi arasindaki
iliski (p=0.0231)
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Sekil 4.17. Grade 1 amplifikasyon durumu ve PD-L2 ekspresyon seviyesi arasindaki iligki
(p=0.6506)
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Sekil 4.18. Olgu ve kontrol grubu amplifikasyon dizeyleri ve PD-L2 ekspresyon
seviyesinin karsilagtirilmasi(p=0.0328)

4.4.1.6. JAK2 genomik kopya sayist degisiklikleri ve JAK?2 ekspresyonunun durumu

Olgu grubu olan glioblastoma (grade 4) ve kontrol grubunda yer alan grade 3, grade
2 ve grade 1 glial timorleri, JAK2 ekspresyon diizeylerine ve JAK2 yeniden diizenlenme
pozitif ve negatif olmasi1 durumlarina gore degerlendirdik. Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz veriler dogrultusunda, grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4 beyin tiimorleri JAK2
gen bolgesi icin yiksek oranda yeniden diizenlenmeye sahip olsa da ekspresyon duzeyleri
ile karsilastirildiginda istatistiki agidan anlamli farkliliklar bulunamamustir. Grade 4, 3, 2,
ve 1 yeniden diizenlenme durumu, JAK2 ekspresyon seviyeleri arasindaki iligski ve p
degerleri Sekil 4.19., 4.20., 4.21., 4.22.’de yer almaktadir. Ayrica, olgu ve kontrol grubu
JAK2 yeniden diizenleme durumu ve JAK2 ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasina

ait bilgiler ise Sekil 4.23.’de gosterilmektedir.
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JAK2 yeniden diizenlenme durumu

Sekil 4.19. Grade 4 yeniden diizenlenme durumu ve JAK2 ekspresyon seviyesi

arasindaki iliski (p=0.5474)
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Sekil 4.20. Grade 3 yeniden diizenlenme durumu ve JAK2 ekspresyon seviyesi

arasindaki iliski
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Sekil 4.21. Grade 2 yeniden diizenlenme durumu ve JAK2 ekspresyon seviyesi

arasindaki iliski(p=0.6000)
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Sekil 4.22. Grade 1 yeniden diizenlenme durumu ve JAK2 ekspresyon seviyesi

arasindaki iliski
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Sekil 4.23. Olgu ve kontrol grubu JAK2 yeniden diizenleme durumu ve JAK2
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi(p=0.7794)

4.4.1.7. Glioblastoma olgularinda IDH mutasyon durumu ve ekspresyon iliskisi

IDH-wild tip ve IDH-mutant tip glioblastoma olgularin1 PD-L1, PD-L2 ve JAK2
gen bogelerinin ekspresyon diizeylerine gore ayri ayri degerlendirdik. IDH-wild tip
glioblastomada JAK2 gen bdlgesi PD-L1, PD-L2 gen bolgelerine oranla daha yuksek
ekspresyon seviyesi gosterse de Kruskal-Wallis testine gore istatistiksel olarak anlamli bir

diizeyde olmadigini tespit ettik (Sekil 4.24.).

IDH-mutant tip glioblastoma olgular1 ise PD-L2 icin en ylksek ekspresyon
diizeyine sahipken, PD-L1 ag¢isindan en diisiik ekspresyon seviyesini gdstermekteydi.
Elde ettigimiz bulgulara gore, PD-L1, PD-L2, JAK2 gen bolgeleri ekspresyon seviyeleri
acisindan farklilik gosterse de bu fark istatistiksel acidan anlamli bulunmamistir. IDH-
mutant tip glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin ekspresyon
diizeylerinin karsilastirilmasi Sekil 4.25.’de yer almaktadir. IDH-wild tip ve IDH-mutant
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tip glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2,  JAK2 gen ekspresyon diizeylerine ait
bulgular Sekil 4.26.’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.24. IDH-wild tip glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin

ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.25. IDH-mutant tip glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin

ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.26. IDH-wild tip ve IDH-mutant tip glioblastoma olgularinda PD-L1, PD-L2,

JAK2 gen ekspresyon diizeylerinin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

5.1. Cahymamizda FElde Edilen Bulgularin Literatiir Verileri ile

Karsilastirilmasi

5.1.1. Genomik kopya sayisi degisiklikleri

Calismamizda, 27 FFPE glioblastoma doku 6rnegi ile kontrol grubunu olugturan 20
FFPE disiik gradeli glial timdr (Grade 1, 2, 3) doku 6rneginde PD-L1, PD-L2 ve JAK2
genomik kopya sayis1 degisiklikleri, ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri ve IDH-

mutasyon durumu arasindaki iliskiyi arastirdik.

Kopya sayis1 kazanimlari, genlerin ekspresyon seviyelerinin artmasindan sorumlu
olabilir. PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genleri, kromozom 9p24.1’de yer almaktadir ve ilgili
genlerin kopya sayisi degisikliklerinin lenfomalarda, EBV pozitif mide kanseri, t¢lu
negatif meme kanseri, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde
oldugu bilinmektedir. Buna karsilik, glioblastoma’da PD-L1, PD-L2 ve JAK2
genlerindeki kopya sayis1 degisimleri, protein seviyeleri arasindaki iliski ve 6nemi heniiz
net olarak ortaya konmamusti. Literatiirde, kiiguk hticreli dis1 akciger kanseri olgularinda
PD-L1 ve PD-L2 genlerindeki kopya sayilarinin yani swra PD-L1 ve PD-L2’nin
ekspresyon seviyeleri degerlendirilmis ve CD274 kopya sayisindaki artisin PD-L1
ekspresyonu ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. EK olarak PD-L2 proteinindeki kopya
sayist kazanimlarinin PD-L2’nin amplifikasyonuyla ilgili olmadigimi belirtmislerdir
(Inoue et al. 2016). Hodgkin lenfomada 9p24.1/PD-L1/PD-L2 kopya sayisi
degisikliklerinin FISH analizi ile ve ekspresyon diizeylerini de immiinohistokimya analizi
ile degerlendirildigi ¢aligmada, 9p24.1’de kopya sayis1 kazanimi ve 9p24.1
amplifikasyonu oldugu, PD-L1 ekspresyonundaki artis ile kopya sayis1 degisikliklerinin
iligkili oldugu bildirilmistir (Roemer et al. 2016). Fakat, biz calismamizda elde ettigimiz
veriler sonucunda, PD-L1 kopya sayilarinin tiim dereceli gliomalarda onemli 6lglide
arttigini fakat ilgili genlerin kopya sayist kazanimlarinin PD-L1 ekspresyon seviyesi ile

iligkili olmadigin1 saptadik. Bu durum muhtemelen, RT-PCR’da PD-L1 gen bdlgesi igin
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olgu ve kontrol grubu oOrneklerinin normal olarak dagilmadigi ve standart sapma

oranlarimin ¢ok yiiksek olmasi ile agiklanabilir.

Literalirde, PD-L2 ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar hakkinda oldukca az
bilgi yer almaktadir. Calismamizda, PD-L2 gen kopya sayisi degisimlerini
degerlendirdigimizde, grade 2 ve grade 3’iin PD-L2 ekspresyon seviyesi ile anlamli bir
sekilde iliskili oldugunu gosterdik. Ayrica, glioblastomadaki (grade 4) kopya sayisi
artisinin PD-L2 ifade diizeyi ile iliskili olmadigini saptadik. Ayrica, kontrol grubunda yer
alan 7 diffliz astrositom olgusunun tamaminin PD-L2 amplifikasyonu agisindan pozitif
oldugunu ve PD-L2 gen ifade diizeyi ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
oldugunu tespit ettik. Bu dogrultuda bulgularimiz, PD-L2 kopya sayis1 kazanimlarinin
PD-L2 ekspresyon seviyesiyle iligskili oldugunu gosterse de, glial timor derecesi ile
herhangi bir korelasyon gostermedigini ifade etmektedir. Ancak, gliomalarda su ana kadar
PD-L1, PD-L2 genleri agisindan genomik kopya sayisi degisimlerini ve ilgili genlerin
ekspresyon diizeylerinin birbiriyle karsilastirilmasini i¢eren herhangi bir literatiir verisine
ulagilamamistir. Bu baglamda, calismamizda elde ettigimiz verilerin literatiire katki

saglamasi agisindan 6nemli oldugunu diistinmekteyiz.

JAK2 gen bolgesi igin grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4 glial timorlerde yeniden
diizenlenme oranmi yiiksek olsa da JAK2 ekspresyon seviyesiyle anlamli bir iliski
olmadigini saptadik. Calismamizda, PD-L1/2 gen bélgelerinde amplifikasyon gosteren 11
olgu 6rneginin JAK?2 gen bolgesi kopya sayist degisimleri agisindan atipik sinyal paterni
gosterdigini tespit ettik. Ayrica, glioblastoma yeniden diizenlenme pozitif olan olgu doku
orneklerinin grade 1, grade 2 ve grade 3 kontrol gruplarina kiyasla daha yiiksek
ekspresyon seviyesi gosterdigini saptadik. Literatirde, PD-L1, PD-L2 ve JAK2
amplifikasyonlariin Noduler hodgkin lenfoma Reed Sternberg huicrelerinde PD-L1 gen
ekspresyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Goodman et al. 2018). Diger bir ¢alismada,
PD-L1 ekspresyonunun, yalnizca dogrudan PD-L1'in amplifikasyonu yoluyla degil, ayni
zamanda daha aktif bir JAK-STAT yolu ile de dolayl olarak da artirildig: bildirilmistir
(Sadakatsu Ikeda et al. 2016). Fakat, literatiirden farkli olarak ¢alismamizda PD-L1 kopya
sayist kazanimlarinin ve JAK2 yeniden diizenlenmelerinin PD-L1 ekspresyonuyla bir

korelasyon gostermedigini saptadik. Bu da, diger kanser tiirlerinde ilgili genlerin kopya
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say1st kazanimlar1 PD-L1 gen ifade dizeyi ile iliskili olsa da, gliomalarda artan PD-L1

ekspresyon seviyesiyle iligkili olmadigini diisiindiirmektedir.
5.1.2. PD-L1, PD-L2 ve JAK2 gen ekspresyonlari

Caligmamizda, tiim glioma dereceleri (grade 1, grade 2, grade 3, grade 4) ve PD-
L1 ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskiyi degerlendirdik. Elde ettigimiz veriler
dogrultusunda, anaplastik astrositom (grade 3) en yiiksek PD-L1 ekspresyon seviyesini
gosterirken, pilositik astrositom (grade 1)’un en diisiik ekspresyon diizeyine sahip
oldugunu saptadik (Sekil 4.7). Fakat, glioma dereceleri ile PD-L1 ekspresyon seviyeleri
arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik saptamadik. Yapilan bir ¢aligmada, 976
glioma 6rneginde PD-L1 ekspresyon durumunu belirlemek igin, RNAseq ve microarray
yontemlerini iceren verilerden vyararlanmislar, calismanin sonucu olarak; PD-L1
ekspresyonunun, glioma dereceleri ile pozitif korelasyon gosterdigini ve IDH-wild tip
gliomalarin IDH-mutant gliomalara oranla daha ylksek PD-L1 ekspresyon seviyesi
gosterdigini tespit etmislerdir (Wang et al. 2016). Xue ve ark.’nin yaptigi1 ¢alismada PD-
L1’in glioma hiicrelerinde eksprese edildigini ve tiimor derecesi ile iliskili oldugu
belirtmislerdir (Xue, Hu, lyer, et al. 2017). Bizim ¢alismamizda PD-L1 ekspresyonunun,
glioma derceleri ile korelasyon gdstermemesinin nedenlerinden birisi, olgu (grade 4) ve
kontrol gruplar (grade 1, grade 2, grade 3) 6rneklerinin normal olarak dagilmadigindan
ve standart sapma oranlarinin ¢ok yiiksek olmasidir. Kisaca, orneklerde ekspresyon
seviyeleri degismekte fakat anlaml diizeyde bir grup halinde biitiin olgularda degisim
olmamasi nedeniyle birbirinden farkli ¢ikan 6rneklerin oldugu fakat standart sapmanin
cok yiiksek olmasindan dolayr istatistiksel olarak  bir anlam ifade etmedigini
bildirmektedir.

Berghoff ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda IHC yontemini kullanarak yeni teshis edilen
glioblastoma Orneklerinin biiylik bir kisminin PD-L1 ekspresyonuna sahip oldugunu
bildirmislerdir. Biz de c¢alismamizin olgu grubunu olusturan glioblastoma doku
orneklerinde PD-L1 ekspresyon varligint RT-PCR yontemi ile tespit ettik ancak
istatistiksel olarak anlam ifade etmedigini saptadik. Bu farkliigin muhtemelen gen
ekspresyon diizeylerini belirlemede kullandigimiz yonteminin farkli olmasindan

kaynaklandigini1 diisiinmekteyiz (Berghoff et al. 2015)
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PD-L2’nin ekspresyonu PD-L1’e gore ¢ok daha smirli oldugu ve hematopoetik
timorlerde yiiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir. Calismamizda glial
timorlerdeki PD-L2 ekspresyon seviyesini degerlendirdik. Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz bulgular dogrultusunda, grade 1, grade 2, grade 3 ve grade 4 glial timorler ile
PD-L2 gen ekspresyonu arasinda anlamli diizeyde bir iliski saptadik. Wang ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada Kanser Genom Atlas (TCGA) verilerinden 1032 6rnegin RNA
ekspresyon sonuglari ile birlikte Cin Glioma Genom Atlas’tan (CGGA) 325 glioma
orneginin RNA dizileme verilerini kullanarak gliomalar Gzerinde PD-L2’nin prognostik
degerini arastirmislardir. PD-L2 ekspresyon seviyesinin, yiksek glioma derecesi ve IDH
wild tip glioma ile korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (X. Wang et al. 2019). Yapilan
diger bir calismada, 325 glioma Ornegi ilizerinde PD-L2’nin biyolojik davraniglar1 ve
klinik agidan prognostik degerleri arastirilmis ve sonug olarak PD-L2 ekspresyonunun
IDH wild tip ve yliksek derece gliomalarla iliskili oldugu saptanmistir (Z. liang Wang et
al. 2019b). Literatur verileri ile uyumlu olarak, ytiksek dereceli glial timérlerin (grade 3
ve grade 4) diisiik dereceli gliomalara (grade 1, grade 2) gore daha yuksek PD-L2
seviyesine sahip oldugunu saptadik. Ancak ¢alismamizin bulgular1 sonucunda anaplastik
astrositomun (grade 3) glioblastomaya kiyasla daha yiiksek seviye PD-L2 ekspresyonu
gosterdigini tespit ettik.

JAK2 gen ekspresyon seviyesi ile timor dereceleri arasinda bir korelasyon
saptamadik. Istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulamasak ta en ileri evre glial timdr

olarak bilinen glioblastomanin yiiksek JAK2 gen ekspresyonuna sahip oldugunu saptadik

(Sekil 4.9.).
5.1.3. IDH mutasyon durumu ve ekspresyon iliskisi

2016 DSO simiflamastyla birlikte, astrositom, oligodendriogioma, oligoastrositoma
gibi histolojik alt tipler yerine, IDH mutasyon durumu, 1p19g kodelesyonu, histon
mutasyon testlerini iceren yeni kriterleri dahil edilmistir. Bununla birlikte, astrositomlar
ve glioblastoma IDH-mutant ve IDH-wild tip olarak tanimlandi1 (Chen et al., 2017). IDH-
wild tip glioblastomalarin %90’1n1 olusturmakta ve IDH-mutant glioblastomaya gore daha
kotu prognoz gostermektedir (TAMIMI &amp; JUWEID, 2017; Zhang et al., 2020). Biz
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de caligmamizda, glioblastoma doku orneklerinde PD-L1, PD-L2 ve JAK2 gen

ekspresyon diizeylerini IDH mutasyon durumuna gore degerlendirdik.

Wang ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada IDH-wild tip glioblastomanin IDH-mutant tip
glioblastomadan daha yuksek seviyede PD-L1 ekspresyonuna sahip oldugunu
bildirmislerdir (Wang et al. 2016). Ayni sekilde Henrick ve ark. ¢alismalarinda IDH-wild
tip glioblastomanin PD-L1 ekspresyonu gosterdigini belirtmislerdir (Heiland et al. 2017).
Zhiliang Wang ve ark. ¢alismalarinda PD-L2 ekspresyonunun, glioblastoma ve IDH-tip
gliomalarda 6nemli Olglde eksprese edildigini bildirmislerdir(Wang et al. 2016)
Literatiirdeki calismalardan farkli olarak, IDH-wild tip glioblastomada ilgili genlerin
ekspresyon seviyelerini karsilastirdigimizda JAK2’nin en yiiksek ekspresyona sahip

oldugunu gozlemledik ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigini tespit ettik.

Calismamizda IDH-mutant tip glioblastoma doku 6rneklerinde PD-L2’nin yiiksek
ekspresyon diizeyine sahip oldugunu, PD-L1’in ise en diisiik ekspresyon seviyesi
gosterdigini saptadik. Elde ettigimiz bulgular sonucunda, PD-L1, PD-L2, JAK2 gen
bolgeleri ekspresyon seviyeleri acisindan farklilik gosterse de bu fark istatistiksel agidan

anlamli olarak saptanmamustir.

Guncel 2021 siniflamayla birlikte, tez ¢alismamizda yer alan olgu ve kontrol
gruplarinin dereceleri farklilik gostermektedir. Olgu grubumuz olan glioblastoma (grade
4), IDH-wild tip ve IDH-mutant tip glioblastomlar olarak smiflandirilirken, guncel
siiflamayla artik sadece glioblastoma IDH-wild tip astrositom ( grade 4, IDH-wild)
olarak tanimlanmaktadir. Ayni sekilde kontrol gruplarinda yer alan pilositik astrositom
(grade 1), diffuiz astrositom (grade 2) ve anaplastik astrositom (grade 3) glial timérler de
2021 siniflamasi ile IDH mutant diffliz astrositom tek tip olarak kabul edilmektedir (IDH-
mutant astrositom, DSO derece 2-4). Diffiiz astrosit glial timdorlerde (grade 2 , grade 3)
IDH mutasyonu yoksa molekiiler o6zelliklerin varliginda  glioblastoma tanisi
konulabilecegi bildirilmistir. Morfolojik 6zellikler, vaskiiler endotelyal proliferasyon,
nekroz olmasa dahi histolojik olarak diffiiz astrositom glial tiimor olmasina ragmen EGFR
amplifikasyonu, TERT promotor mutasyonu, kromozom 7+, kromozom 10- molekdler

ozelliklerlerin varliginda glioblastoma (grade 4) olarak siniflandiriimaktadir. Sonugcta
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histolojik olarak yiiksek dereceli 6zelliklerin olmamasina ragmen, CNS WHO derece 4

olan glioblastoma tanisini belirlemektedir (Gritsch et al. 2022).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, 27 FFPE doku 6rnegi ve kontrol grubunu olusturan diisiik gradeli
glial timorlu olgulardan 20 FFPE doku Orneklerinde immiin yanitta 6nemli fonksiyon
gosteren PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin kopya sayis1 degisimleri ile ilgili genlerin

ekspresyon paternleri arasinda iliski degerlendirilmistir.
Calismamiz sonucunda;

» FISH ile 47 olgunun 44’1 (%93,61) PD-L1 ve PD-L2 gen bolgeleri agisindan
degerlendirilmistir.27 glioblastoma olgusunun 11’1 PD-L1 ve PD-L2 gen bdlgeleri
acisindan amplifikasyon pozitif olarak saptanirken, kontrol grubunu olusturan 20 olgunun
14’4 (%70) PD-L1 ve PD-L2 gen bolgeleri acisindan amplifikasyon pozitif olarak
saptanmigtir.

= JAK2 gen bolgesi kopya sayist degisimleri, 47 olgunun 42’sinde
degerlendirilmistir. FISH sonucundan elde edilen bulgulara gore, 27 glioblastoma
olgusundan 9’u atipik sinyal paterni agisindan pozitif, kontrol grubunda yer alan
olgulardan 8’inde JAK?2 gen bolgesi i¢in yeniden diizenlenme pozitif olarak saptanmistir.

= Glial timor dereceleri ile PD-L1 ekspresyon seviyesi arasinda bir iligki
saptanmamuistir.

» PD-L2 ve tiimor gradeleri arasinda anlamli bir iligki saptanmustir.

» Grade 3 (anaplastik astrositom)’un, glioblastoma ve diisiik dereceli tiimorlere
oranla daha yuksek PD-L2 ekspresyon seviyesi gosterdigi saptanmustir.

= Tiimor dereceleri ve JAK2 ekspresyon seviyesi arasinda bir iligki saptanmamustir.

= PD-L1 amplifikasyonu ve PD-L1 ekspresyonu arasinda bir iligski saptanmamustir.

»PD-L2 gen amplifikasyonu ve PD-L2 ekspresyon diizeyi arasinda iligki

saptanmigtir.

= PD-L2 gen amplifikasyonunda glioblastomanin aksine grade 2, grade 3 glial
tiimorlerinin daha yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdigi saptanmistir.
= JAK?2 yeniden diizenlemesi ile ilgili genin ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski

bulunamamastir.
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= IDH mutasyon durumuna goére PD-L1, PD-L2 ve JAK2 genlerinin ekspresyon
seviyeleri arasinda bir iliski gozlenmemistir.
* IDH-mutant glioblastomada ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri arasinda bir

korelasyon saptanmasa da PD-L2’nin yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdigi gdzlenmistir.

Daha oOnce ilgili hasta grubunda FISH yontemi ile belirtilen genlerin
amplifikasyonunun degerlendirilmemesi ¢alismamizi sagladigi veriler agisindan degerli
kilmaktadir. Bu nedenle en agresif beyin tlimorii olarak nitelendirilen glioblastomanin
PD-L1 / PD-L2 / JAK2 genlerinin ekspresyon analizi ile desteklenen FISH yontemine

bakilmas: literatiire yeni veriler saglamaktadir.

Calismamiz, prognoz ve patogeneze katkisi oldugu saptanan PD-L1, PD-L2 ve
JAK2 kopya sayist degisimlerinin erken/ileri evre tiimorler arasindaki farkliligin

incelendigi ilk ¢alismadir.

Ozellikle, literatiirde ilgili genlerin ekspresyon degisimlerinin genellikle
immiinohistokimyasal yontemle incelendigi gorilmektedir. Calismamizla birlikte, RT-
PCR ve FISH yontemleri es zamanlh calisilarak, iki yontemin korelasyonu

degerlendirilmistir.

PD-L2 i¢in erken ve ileri tiimor dokularindaki ekspresyon farkliliklarinin
degerlendirildigi sinirli sayida calisma olmasi nedeniyle ¢alismamiz sonucunda literatiir

verisine katki saglamaktadir.

Daha Once, ilgili genlerin kopya sayisi degisimleri ve ekspresyonlari arasinda iligki
olup olmadigi sadece akciger, meme, hodgkin lenfoma kanserlerinde degerlendirilmistir.
Calismamizin, bu iligkiyi ortaya koyan ilk ¢aligma olmasi ¢aligmamizin 6zglintikleri

arasinda yer almaktadir.

Glioblastoma olgularinda ilgili genlerin genomik kopya sayilarinin
degerlendirilmesi ve prognoz iizerindeki etkilerinin arastirilmasi i¢in daha fazla ¢calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, olgu sayisinin arttirilmasi da daha fazla veriye ulasilmasi

agisindan 6nem arz etmektedir.
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