TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOLOJi ANABILIM DALI

GLIOBLASTOMA MULTIFORME
GENETIGININ ARASTIRILMASI

Ceren SUMER

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Figen CELEP EYUPOGLU

TRABZON-2013



TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BiYOLOJi ANABILIM DALI

GLIOBLASTOMA MULTIFORME
GENETIGININ ARASTIRILMASI

Ceren SUMER

YUKSEK LiSANS TEZi

Prof. Dr. Figen CELEP EYUPOGLU

TRABZON-2013



ii

ONAY

Bu tez Yiiksek Lisans/Doktora Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Ahmet KARAGUZEL
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 Bagkani

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans oOgrencisi Ceren SUMER’ in hazirladigi “GLIOBLASTOMA
MULTIFORME GENETIGININ ARASTIRILMASI” bashkli tez KTU Lisansiistii
Egitim - Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel

kalite yoniinden degerlendirilerek Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Danigman Prof. Dr. Figen CELEP EYUPOGLU

Yiiksek Lisans Simavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Ahmet KARAGUZEL

Tarth: ..../.../201...

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ...
sayili karariyla onaylanmustir.

Prof. Dr. Ahmet KALKAN

Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirii



iii

BEYAN

Bu tez calismasinin KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak
gerceklestirilmis 0zgiin bir bilimsel aragtirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alismasi ve yazimi asamalarda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

O A
Ceren SUMER



v

TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam siiresince yardimlarini, en zor ve stresli
zamanlarimda motive edici destegi ve hosgoriisiinii esirgemeyen, bilgi ve tecriibeleriyle
yol gostericim olan ¢ok degerli tez danigmanim, degerli hocam Prof. Dr. Figen CELEP
EYUPOGLU' na sonsuz tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.

Yiiksek lisans egitimim siirecinde bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim
Anabilim Dali Baskanimiz saymn Prof. Dr. Ahmet KARAGUZEL’ e, calismadaki
orneklerin temininde ve seg¢ilmesinde, biiyiikk bir sabir gostererek tiim samimiyetiyle
yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Havvanur TURGUTALP' e, dizi
analizi ¢aligmalarimda kapisini her ¢aldigimda sabirla bilgi ve tecriibelerini paylasan
degerli hocam Dog. Dr. Ersan KALAY' a, arastirma siiresince ve yazim asamasinda
destek gordiigiim, biiyiik bir sabirla yardimlarm esirgemeyen saym Ogr. Gor. Dr.
Bayram TORAMAN' a, ayrica Tibbi Biyoloji ABD 06gretim iiyeleri sayin Prof. Dr.
Fahri UCAR’ a, sayin Yrd. Do¢. Dr. Tuba DINCER' e tiim samimiyetimle
tesekkiirlerimi sunarim.

Destek ve yardimlarindan dolayr degerli arkadasim Ars. Gor. Burcu YUCEL' e,
bu zorlu siireci birlikte paylastigim degerli arkadasim Sibel MOLLAMEHMETOGLU’
na, yardimlarimi esirgemeyen degerli arkadasim Figen SEYMEN' e, bu giinlerimi
tebessiimle hatirlamami saglayacak degerli arkadasim Ars. Gor. Pelin KUCUK' e,
calismalarim ve tezin yazim sirasinda yardimlarini esirgemeyen degerli arkadaslarim
Ars. Gor. Adem YILDIRIM' a, Ars. Gor. Giilden YORGANCIOGLU' na, Ars. Gor.
Orhan SEZGIN' e, diger bolim arkadaslarima ve bizden bilgi ve sefkatlerini
esirgemeyen Biyolog Tillay KOSEAHMET’ e ve Kimyager Fatmagiil YENISEY’ e
calismam boyunca orneklerin toplanmasinda imkanlarini ve yardimlarini esirgemeyen
T1bbi Patoloji Anabilim Dali personeline en samimi tesekkiirlerimi sunarim.

Bugiinlere ulagsmam i¢in sahip olduklar1 biitiin imkanlar1 seferber eden,
hayatimdaki tiim olumsuzluklar1 sonsuz destekleri ile giizelliklere geviren, sevgili
aileme en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Bu arastirmay1 2010.114.001.11 kodlu proje ile destekleyen Karadeniz Teknik

Universitesi BAP Koordinasyon Birimi’ ne tesekkiir ederim.

Ars. Gor. Ceren SUMER



ICINDEKILER

I¢ kapak sayfas1

KABUL ve ONAY

BEYAN

TESEKKUR

TABLOLAR DIZINI

SEKILLER DiZiNi

RESIMLER DiZINi

KISALTMALAR SIMGELER ve FORMULLER DIZiNi
1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1. Beyin Tiimorleri

4.1.1. Beyin Tiimorlerinin Siniflandirilmasi

4.1.2. WHO Derecelendirmesi

4.2. Glioblastoma Multiforme (GBM)

4.2.1. Epidemiyoloji

4.2.2. Primer ve Sekonder Glioblastoma Multiforme
4.2.3. GBM' de Genetik Degisiklikler

4.2.3.1. Primer GBM' de Genetik Degisiklikler
4.2.3.2. Sekonder GBM' de Genetik Degisiklikler
4.2.4. 10q23/PTEN

4.2.4.1. Yas ve Prognoz ile iliskisi

4.2.5. IDHI

4.2.5.1. IDHI Gen Mutasyonlarinin Fonksiyonel Ozellikleri
4.2.5.2. Mutasyon Siklig1

4.2.5.3. Diger Genetik Degisiklikler ile Iliskisi
4.2.5.4. Yas ve Prognoz ile Iliskisi

4.3. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Sayfa

viii

ix

b

[\ I N I O R N0 R
D= O 00N W= O



4.3.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri
4.4. DNA Dizi Analizi

4.4.1. Sanger (Dideoksiniikleotid) Y ontemi

5. GEREC ve YONTEM

5. 1. Gereg

5.1.1. Calisma Grubu

5.1.2. Kimyasallar

5.1.3. Kitler

5.1.4. Problar

5.1.5. Cihazlar

5.1.6. Sarf Malzemeleri

5.1.7. Soliisyonlar

5.1.7.1. DNA Izolasyon Soliisyonlar

5.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari

5.1.7.3. Yiikleme Tamponlar1

5.1.7.4. FISH Soliisyonlar1

5.2. Yontem

5.2.1. QIAmp DNA FFPE Tissue Kit ile DNA Izolasyonu

5.2.2. Genomik DNA’ nin Spektrofotometre Ile Konsantrasyonunun Tespiti

5.2.3. IDHI Geni Mutasyon Taramasi
5.2.3.1. IDH] Geninin PCR ile Amplifikasyonu

5.2.3.2. IDHI Geni Ekzonlar1 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Yiriitiilmesi

5.2.3.3. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

5.2.3.4. Dongii Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)
5.2.3.5. PCR Uriinlerinin Sephadex ileTemizlenmesi
5.2.3.6. DNA Dizi Analizi

5.2.4. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

5.2.4.1. Problarin Segilmesi

5.2.4.2. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit ile FISH prosediirii

5.2.5. Biyoinformatik Analizler ve Verilerin Degerlendirilmesi

6. BULGULAR

25
25
25
26
26
26
27
27
28
28
29
29
30
32
32
32
33
34

36
36

37
37
38
39
39
40
40
40
41
43

Vi



6.1.Klinik Bulgular

6.1.1. Calisma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri
6.2. IDHI Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon Taramasi
6.2.1. IDHI Geninin PCR ile Amplifikasyonu

6.2.2. DNA Dizi Analizi

6.3. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Analizi

7. TARTISMA ve SONUC

8. SONUCLAR

9. KAYNAKLAR

10. ETIK KURUL ONAYI

11. OZGECMIS

44
44
45
45
45
49
54
61
63
71
73

vii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo

Tablo 1. WHO merkezi sinir sistemi tiimorlerinin siniflandirilmasi

Tablo 2. IDHI geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve
PCR f{iriinii uzunluklari

Tablo 3. Hastalarin yas gruplarina gére dagilimlar

Tablo 4. IDHI geni 4. ekzonu iizerinde goriilen degisimler

Tablo 5. IDHI ¢.395G>A mutasyonunu tagiyan ve tasimayan

olgularin yas iligkileri

Tablo 6. . Normal beyin dokusundan elde edilen Cut off degerleri

Tablo 7. 10q23/PTEN lokusunda goriilen degisimler

Tablo 8. GBM tiimor 6rneklerindeki 10q23/PTEN lokus kaybi oranlar1 ve
sag kalim siireleri ile ortalama yaslari

Tablo 9. Calismamizdaki /IDHI mutasyonlarinin literatiir ile karsilastirilmasi
Tablo 10. Calismamizdaki 10q23/PTEN degisimlerinin literatiir ile

karsilastirilmasi

viii

Sayfa

36
44
46

48
49

50

53
57

59



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Primer ve sekonder GBM genetik yolaginin sematik gésterimi

Sekil 2. PTEN yolagi

Sekil 3. Hiicresel metabolizmada IDH1' in rolii

Sekil 4. IDH1 geni hotspot bolgeleri

Sekil 5. FISH tekniginde uygulanan basamaklar

Sekil 6. FISH tekniginin sematik ifadesi

Sekil 7. IDHI ¢.395G>A mutasyonu tasiyan ve tasimayan olgularin

sag kalim siirelerinin y1gilim grafigi

Sekil 8. 10q23/PTEN kaybi tasiyan tasiyan ve tagimayan olgularin sag kalim

stirelerinin y1g1lim grafigi

iX

Sayfa

10
16
20
21
24
24

48

53



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. GBM' li olgularin biyopsi kesitilerinden hematoksilen-eosin
boyama ile hazirlanan histopatolojik goriiniimleri

Resim 2. IDHgeni ekzonlarinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
Resim 3. IDH1 geninde tanimlanan ¢.395G>A mutasyonlu bir olguya ait
kromatogram

Resim 4. Olgulara ait FISH gortintiileri

Resim 5. Olgulara ait FISH gortintiileri

Sayfa

43
45

47
51
52



KISALTMALAR SIMGELER VE FORMULLER DiZiNi

ABI Applied Biosystems

BAP Bilimsel Arastirma Projeleri

CEN Sentromer

CDKN2A Siklin Bagimli Kinaz inhibitér 2A

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

EGFR Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii

FISH Floresan in situ Hibridizasyon

FFPE Formalin Fixed Paraffin Embedded

GBM Glioblastoma Multiforme

HIF1-a Hypoxia-inducible factor- a

IDH1 Izositrat Dehidrogenaz 1

ISH in situ Hibridizasyon

LOH Heterozigosite Kayb1

MDM2 The murine double minute 2

MMAC1 Mutated in Multiple Advanced Cancers

NADP Nikotinamid adenin dinukleotid Fosfat

PDGF-A Platelet Kokenli Biiylime Faktorii A

PDGFR Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii Reseptorii

PHD Prolil Hidroksilaz

PI3K Fosfatidilinositol 3 Kinaz

PTEN Fosfat ve Tensin Homolog

PTPRD Reseptor Protein Tirozin Fosfataz Delta

Rb Retinoblastoma

TEP1 TGF-p regulated and epithelial cell enriched
phosphatase

VEGF Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii



OZET

Glioblastoma Multiforme Genetiginin Arastirilmasi

Diinya saglik orgiitii (WHO) tarafindan IV. derece (greyd) olarak siniflandirilan
Glioblastoma multiforme (GBM), glial kokenli, en sik ve malign timdrlerden biri olup
tim primer beyin tlimorlerinin dortte birini olusturur. Goriilme sikligir 45-70 yaslari
arasinda ve hastalarin sag kalim siiresi 12-15 aydir.

Calismamiz, GBM olgularinda siklikla rastlanan IDHI geninin 4. ekzon
mutasyonlariin DNA dizi analizi ile taranmasi ve 10q23/PTEN lokus kayiplarinin
FISH analizi ile belirlenmesi ve olgularin yas/sag kalim iligkilerinin degerlendirilmesi
amactyla yapilmistir. Bu amagla, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali' nda GBM tanis1 almis 54 olguya ait parafine gomiili arsiv
materyallerinden elde edilen DNA’ lara dizi analizi yapildi. Ayrica IDHI geninde
mutasyon tastyan 5 olgu ve tasimayan 15 olgu olmak iizere toplam 20 GBM olgusu ve
kontrol amaciyla 10 normal beyin dokusu FISH analizinde incelenmek {izere ¢alismaya
alind1.

Literatiirde GBM' lerde IDHI mutasyonlar1 genellikle p.R132H seklinde olup
mutasyon oraninin %6-30 arasinda oldugu bildirilmistir. Calismamizda olgularin primer
ve sekonder ayrimlart yapilmamis olup IDHI p.R132H mutasyon frekans1 %9.3 olarak
bulundu. IDHI p.R132H mutasyonu tasiyan olgularin yas ortalamasi 46, mutasyon
tagimayanlarin ortalamasi ise; 56 olarak saptandi. IDHI p.R132H mutasyonu ile
olgularin yas1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Mutasyon
tagiyanlarin ortalama sag kalim siiresi 12 ay iken tasimayanlarin sag kalim siiresi 8 ay
olarak saptanmis olup aralarinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunamadi.

Dogu Karadeniz bolgesinde daha 6nce GBM genetigi konusunda arastirmalar
yapilmamis oldugundan bu arastirma bdlgemize has ilk c¢alisma olmasi yoniinden
onemlidir. Calismamizin bu acidan yapilacak yeni c¢aligmalara 151k tutacag

diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler:;;, DNA Dizi Analizi, FISH analizi, IDHI geni, p.R132H
mutasyonu, 10q23/PTEN lokusu



SUMMARY

Genetic Analysis of Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma Multiforme (GBM) derived from glial cells is one of the most
frequent and malignant brain tumors classified as grade IV by WHO (World Health
Organization) accounts for one in four of all primary brain tumors. Incidence is between

45 and 70 years and overall survival time of patients is 12-15 months.

In our study, screening of exon 4 of IDHI gene by sequencing which is
frequently encountered in GBMs, detection of deletion of 10q23/PTEN locus by FISH
analysis and evaluation of the correlation between age of patients and survival were
aimed. For this purpose, DNAs obtained from paraffin embedded archival materials
belong to 54 cases diagnosed as GBM in of Karadeniz Technical University, Faculty of
Medicine, Department of Medical Pathology were sequenced. Additionally overall 20
cases; (5 of them which harbored a IDH mutation) and 10 non-neoplastik brain tissues

that were used as controls included in FISH analysis study.

The most detected IDHI mutation is p.R132H in GBMs which frequency reported
as 6-30% in GBMs in the literature. In this study, the classification of the GBM cases
was not done and the /IDHI p.R132H mutation frequency was detected as 9.3%. The
average age of the cases harboring the p.R132H mutation was calculated 46 while the
average age of patients without this mutation was 56. There is not statistical
significance between average age of the cases and IDHI p.R132H mutation. The
survival rate of the patients with this mutation was calculated 12 months while it was 8
months for the patients with no mutation; however, this finding was not statistically

significant.

As there is not any conducted study on genetic of the GBM in the Black Sea
Region, this study is important and it is very unique to our region. It is believed that this

study will shed light on this issue for future studies.

Key Words: DNA sequencing, FISH analysis, gene IDHI, p.R132H mutation,
10g23/PTEN locus



3. GIRIS ve AMAC

Primer beyin tiimoérleri tiim kanserlerin yaklasik %1.4" {inli ve kanserle iliskili
Olumlerin ise %2.3' inli olusturmaktadir. Saglik Bakanlig1 Kanserle Savas Dairesi 2004-
2006 verilerine gore beyin ve sinir sistemi tiimorlerinin erkeklerde goriilen kanserler

arasinda 8. sirada, kadinlarda ise 10. sirada yer aldig1 bildirilmistir (1, 2).

En yaygin primer beyin tiimorleri olan gliomalar, santral sinir sisteminde bulunan
glia adi verilen destek hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Glioblastoma multiforme
(GBM), diinya saghk orgiiti (WHO) tarafindan IV. derece (greyd) olarak
siniflandirilmis olup en malign glioma tipidir ve yetiskinlerdeki tiim beyin tlimorlerinin
yaklasik %25’ ini, tiim gliomalarin ise %50’ sinden fazlasini olusturmaktadir (3-5).
GBM' ler klinik ve genetik agidan glial hiicrelerden de novo olarak gelisen primer
glioblastom ve diisiik derece astrositom (II. derece) ya da anaplastik astrositomlarin (II1.
derece) yavas progresyonla daha malign hale ge¢cmesiyle gelisen sekonder glioblastom

olmak {izere iki alt tipe ayrilmaktadir (6, 7).

GBM' nin genetik etiyoloji ¢aligmalarinda tiimoérle iligkili olarak pek ¢ok gen ve
LOH (Heterozigosite kayb1) tanimlanmistir. Primer GBM' li hastalarda, siklikla LOH
10q, EGFR (epidermal growth factor receptor) amplifikasyonu/overekspresyonu,
MDM?2 (The murine double minute 2) overekspresyonu, homozigot pl6INK4a
delesyonu gibi genetik degisiklikler gézlenirken, sekonder glioblastomlu hastalarda, en
erken donemde ve siklikla 7P53 gen (timor baskilayici protein 53) mutasyonlari, Rb
(retinoblastoma) mutasyonlari, PDGFR (platelet kokenli biiyiime faktorii reseptoril)
amplifikasyonu/ overekspresyonu ve IDHI (izositrat dehigrogenaz) gen mutasyonlari
goriilmektedir (2, 6-9). IDHI R132 mutasyonlarinin dokuya spesifik oldugu ve yiiksek
derece gliomlarin gelisiminde ©nemli rol oynadigi gosterilmistir. Ancak IDHI
mutasyonlarinin biyolojik fonksiyonu hala tam olarak aydnlatilamamistir (10-12).
Yapilan ¢alismalarda, IDHI mutasyonlarinin sekonder GBM' nin molekiiler isaret¢isi
oldugu gosterilmektedir. Bununla birlikte klinik olarak primer GBM tanili IDH]I
mutasyonu tastyan vakalarin (%3-10); geng¢ yasta olmalari, sag kalim siirelerinin uzun
olmasi, bununla birlikte 7P53 mutasyonunun varlig: ile sekonder GBM' lere benzer

klinik ve genetik profil gostermektedirler. Bir gendeki mutasyonun siklig1 ve tipi



hastaliktaki roliinii belirleme bakimindan bilgi saglamaktadir. Dolayisiyla IDHI
mutasyonlarinin tespiti bu molekiiler markiri rutin tani, prognoz, terapétik stratejiler ve

glioma tiimorigenezindeki rolii agisindan kullanishi yapabilecegini diisiindiirmektedir

(10, 11, 13, 14).

GBM' lerde siklikla gozlenen bir bagka degisim ise 10. kromozomun uzun
kolunun (10q) kaybidir. Kromozomun 10923 lokusunda, apoptoz, hiicre proliferasyonu,
DNA hasarina cevap gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyonda gorev alan ve bir timor
siipresér gen olan PTEN (fosfat ve tensin homolog gen) bulunmaktadir. 10.
kromozomun uzun kolunundaki anomaliler GBM disinda meme, prostat, endometrium,
akciger, tiroid karsinomlari ve malign melanomlarda da gosterilmistir. GBM' lerde
siklikla goriilmesi 10q delesyonlarini, en yaygin molekiiler markirlardan biri haline

getirmektedir (15, 16).

Tiimor genetigi caligmalarinda, arsiv materyallerinin kullanimi, ¢ok sayida hasta
materyaline kisa silirede ulasmayi saglamasi yoniinden tercih edilmektedir. Parafine
gomiillii arsiv dokularindan izole edilen DNA' nin cesitli faktorlere bagli olarak
(fiksasyon siiresi, tiirli ve dokunun tipi gibi) diisiik kalitede olmasi, PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) amplifikasyonunu olumsuz etkilemekle birlikte yapilan
optimizasyonlarla PCR' 1n kalitesi artirilabilmekte ve DNA dizi analizi ile mutasyon
tespitine imkan saglayabilmektedir. Ayrica solid tiimérlerde parafine gomiilii arsiv
materyallerinden elde edilen tek hiicre siispansiyonlarinda Floresan in sifu hibridizasyon
(FISH) yontemi ile interfaz nukleuslarinin incelenebiliyor olmasi da bu yontemi

kullanish tekniklerden biri haline getirmistir.

Bu c¢alisgmada; GBM hasta populasyonunda I/DHI geninin 4. ekzonundaki
mutasyon sikliginin DNA dizi analizi yontemiyle belirlenmesi, 10q23/PTEN lokus
kaybinin ise FISH yontemiyle tespit edilmesi ve bu degisimlerin olgu yaslar1 ve
ortalama sag kalim siireleri ile iliskilendirilerek, GBM' nin genetik etiyolojisinin
aydinlatilmasi1 siirecine katki saglamast ve sonraki caligmalara 151k tutmasi

amaglanmaktadir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Beyin Tiimorleri

Primer beyin tiimorleri tim hastaliklar icinde en dramatik tiirlerden birini
olusturmaktadir. Cocukluk ¢aginin en sik rastlanan ikinci malignitesi olup erigkinlerde

en sik goriilen 6. malignite olarak karsimiza ¢ikmaktadir (17).

Amerika Beyin Tiimorii Kayit Merkezi’ nin (Central Brain Tumor Registry of The
United States-CBTRUS) yayinladigi rapora gore primer beyin timorii (benign ve
malign) insidans1 yiizbinde 11.4 ve 23.5 arasinda degismektedir. ABD' de yilda 13 000'
e yakin insan primer beyin tiimoériinden 6lmekte ve bu malign beyin tiimdrlerini ABD'

de kanserle iligkili 6liimlerde ilk 10" un iginde yapmaktadir (18).

Tiirkiye Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Epidemiyoloji ve
Koruma Sube Miidirliigii' niin 2004-2006 verilerine gore toplamda 901 erkek ve 714
kadin olguda beyin ve sinir sistemi tiimorii rapor edilmis olup, bu tiimérlerin erkeklerde
goriilen kanserler arasinda 8. sirada ve kadinlarda goriilen kanserler arasinda ise 10.

sirada yer aldigi bildirilmistir (1).

Beyin tiimorlerinin genel insidansi yillar iginde bir artis gostermekle birlikte,
bunun sebebi olarak tiimor olusumuna neden olabilecek cevresel faktorlerin yaninda
Manyetik rezonans (MRI), bilgisayarli tomografi gibi taniy1 kolaylastirici gériintiileme

tekniklerinin yayginlasmasi goriillmektedir (19, 20).
4.1.1. Beyin Tiimoérlerinin Siniflandirilmasi

Beyin tiimorleri ilk olarak 1829 da Cruveilhier tarafindan makroskobik olarak
tanimlanmis, 1836’ da Bressler tarafindan makroskobik olarak siniflandirilmislardir.
Beyin tiimdrlerinin bugiinkii siniflandirilmasinin temelini 1860’ da, beynin hiicrelerarasi
matriksi olarak norogliayr tanimlayan ve ilk kez “glioma” tarifini yapan Wirchow
atmustir. Bailey ve Cushing 1926 yilinda gliomalarin bir siniflamasini yapmis, ardindan
1949" da Kernohan (5 glial tiimor kategorisi igeren), 1950" de Ringertz (3 derece’li bir
sistem) ve 1980’ lerde Doumas ve Duport simdi St Anne-Mayo diye anilan hiicre
morfolojisi 6zelliklerine dayanan 4 basamakli bir derece sistemini ileri siirmiistiir. 1993’

de Diinya saglik orgiitii (WHO), tiimorlerin histopatolojik 6zellikler kadar yasam stiresi



verilerine de dayanan bir siniflandirmasini yaymlamis ve tiimorler I-IV arasinda degisen

derecelendirme ile benign’ den malign’ ¢ dogru siniflandirilmustir (5, 17, 21-23)

WHO tarafindan yeniden gbézden gegirilerek 2007 yilinda histolojik kriterlere
dayanilarak yapilan smiflandirmada, sinir sistemi tiimorleri 7 ana gruba ayrilmistir

(Tablo 1) (5).

En yaygin primer beyin tiimorleri beynin destek hiicreleri olan glialardan (astrosit,
oligodensrosit ve ependimal hiicreler) koken almaktadir. Tiim merkezi sinir sitemi
neoplazmlarmin %40' indan fazlasini olusturan "glioma" olarak bilinen bu tiimorler
astrositlerden koken aldiginda astrositoma, oligodendrositlerden koken aldiginda
oligodendroglioma ve ependimal hiicrelerden koken aldiginda ependimoma olarak

adlandirilmaktadir (2, 24).

Tablo 1. WHO merkezi sinir sistemi tiimorlerinin siniflandirilmasi (Louis' den, 5)

1. Noroepitelial doku tiimorleri
Astrositik Tiimorler

Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrositom

Subependimal dev hiicreli astrositom

Pleomorfik ksantoastrositom
Diffiiz astrositom

Fibriler astrositom

Gemistositik astrositom

Protoplasmik astrositom
Anaplastik astrositom
Glioblastoma

Dev hiicreli glioblastom

Gliosarkom

Gliomatosis serebri
Oligodendroglial tiimorler
Oligodendroglioma
Anaplastik oligodendrogliom
Oligoastrositik tiimorler
Oligoastrositom
Anaplastik oligoastrositom
Ependimal tiimoérler
Subependimoma
Miksopapiller ependimom
Ependimoma

Selliiler

Papiller

Clear cell

Tanisitik
Anaplastik ependimom

Ganglioglioma

Anaplastik gangliogliom

Santral ndrositom

Ekstraventrikiiler norositom

Serebellar lipondrositom

Papiller glionronal timdr
Paragangliom

4. ventrikiiliin glionoral timorii

Pineal bolge tiimorleri

Pineositoma

Pineoblastoma

Intermediyer farklilik gdsteren pineal tm
Pineal bolge papiller timorii
Embriyonal tiimérler
Medulloblastom

Primitif néroektodermal timor

Atipik teratoid/rabdoid timéor

2. Kranial ve paraspinal sinir tiimérleri
Scwannom

Norofibrom

Perindrom

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

Primer melanositik lezyonlar
Histogenezi bilinmeyen tiimdrler

4. Lenfoma ve hematopoetik tiimorler
5. Germ hiicreli tiimérler



Tablo 1' in devami

Koroid pleksus tiimorleri Germinom

Koroid pleksus papillomu Embriyonal karsinom
Atipik koroid pleksus papillomu Yolk sak tiimorii

Koroid pleksus karsinomu Koryokarsinom

Diger noroepitelial tiimorler Teratom

Astroblastom Mikst germ hiicre tiimorleri
3.ventrikiiliin kordoid gliomasi 6. Sellar bélge tiimorleri
Angiosentrik glioma Kraniofarengiom

Noronal ve miks noronal-glial tiimorler Graniiler hiicreli timor
Serebellum displastik gangliositomast Pituisitoma

Desmoplastik infantil astrositom Adenohipofiz onkositomast
Gangliositom 7. Metastatik tiimérler

4.1.2. WHO Derecelendirmesi

Diinya Saglik Orgiiti' niin timér siniflandirmasinda yapilan derecelendirme,
hiicresel atipi, tiimoriin hiicresel ve mitotik Ozellikleri, endotelial proliferasyon ve
nekroz gibi ¢ok ¢esitli histopatolojik 6zellige sahip tiimorlerin malignansi 6l¢iitii olarak
degerlendirilmektedir. 1. ve II. derece tiimoérler diisiik dereceli, III. ve IV. derece

timorler yiliksek dereceli tiimor olarak adlandirilmaktadir (5).

I. derece neoplaziler, biyolojik olarak benign, diisiik proliferasyon (cogalma)

potansiyeline sahip ve cerrahiyi takiben tedavi sans1 bulunan tiimoérlerdir.

II. derece neoplaziler, uzun sag kalim siiresi gosteren, diisiik proliferatif
aktivitesine ragmen siklikla tekrarlayan tiimorlerdir. Bazilar1 daha malign derecelere
doniisme egilimindedirler. Ornegin diisiik dereceli difiiz astrositom, daha yiiksek derece

olan anaplastik astrositoma ve GBM' ye doniisebilmektedir.

III. derece, genellikle histolojik olarak malignansi bulgular1 gdsteren lezyonlar
icin kullanilmaktadir (niikleer atipi, mitotik aktivite, hiicre proliferasyonu) ve 3 yildan
daha az sag kalim siiresi vardir. Cogunlukla III. derece tiimorlii hastalar adjuvan

radyoterapi ve/veya kemoterapi almaktadirlar.

IV. derece, mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz gibi sitolojik olarak malign
ozellikler sergileyen neoplaziler olup radyoterapi ve kemoterapiye direng gelistiren ve
dlimciil seyir gosteren tiimorler olarak belirlenmektedir. Ornek olarak GBM, ¢ogu

embriyonal neoplaziler ve pek ¢ok sarkoma verilebilir (5, 25).



4.2. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) smiflandirmasina gore IV. derece olarak
siniflandirilmig olan Glioblastomalar, fibrilar ve gemistositik asrosit hiicreleri, fusiform
hiicreler, kiiclik anaplastik hiicreler ve pleomorfik multiniiklear dev hiicreler gibi ¢esitli
morfoloji gosteren hiicrelerden olusabilmektedir. Bu ¢esitli histolojik goriinlim ayn
timorde birlikte bulunabilmektedir. GBM' deki ‘multiform’ terimi timoriin bu
histopatolojik  ¢esitliligini ifade etmektedir. Niikleer atipi, vaskiiler endotelial
proliferasyon, yiliksek mitotik aktivite ve nekroz onemli o&zelliklerindendir. Doku
orneklerinde, tiimoér merkezinde biiylik nekrotik alanlar, periferde ise canli tiimor
kiimeleri goriilmektedir. Nekroz cevresinde tiimor hiicrelerinin sira sira dizilmesiyle

olusan palizatlasma GBM' nin ayiric1 6zelliklerindendir (5, 25-27).

GBM 1863 yilinda Virchow tarafindan glial kokenli tiimor olarak belirlenmistir.
1914 yilinda Mallory tarafindan spongioblastoma multiforme olarak kullanilan bu terim
1926 yilinda Bailey ve Cushing tarafindan GBM olarak degistirilmistir. Daha ayrintili tanim
Ziilch, Russell ve Rubinstein tarafindan verilmistir. Giiniimiizde glioblastom terimi, GBM'

nin eg anlami olarak kullanilmaktadir (28, 29).
4.2.1. Epidemiyoloji

GBM yetigkinlerde goriilen beyin tlimorlerinin en sik ve en dliimciil tipidir. GBM
hizli ilerleme (progresyon) gostermesi, normal dokuya infiltre olmasi, radyoterapi ve
kemoterapiye kars1 direngli olmasi nedeniyle en kotii prognozlu kanserlerden biridir (3).
Cerrahi girisimler, radyoterapi ve kemoterapi gibi tedavi yontemlerine ragmen ortalama
sagkalim siiresi 12-15 ay olmakla birlikte, rekiirens vakalarda 3-5 aydir. Nadiren bazi

hastalarda yasam siiresi uzun olabilmektedir (>5 yil) (3, 25).

Avrupa ve Kuzey Amerika' daki insidansi, 100 000 kiside 2-5 olgudur. GBM
yetiskinlerdeki primer beyin tiimdorlerinin yaklasik %25' ini, tiim malign gliomalarin

%S50' sinden fazlasini ve astrositik tiimérlerin %50-60' in1 olusturmaktadir (3, 4, 28, 30).

Olgular her yasta goriilebilmekle birlikte yetiskinlerde siklikla goriiliir. Goriilme

siklig1 (insidans) 45-70 yas arasindadir. Merkezi sinir sistemi tiimorlii ¢ocuklarin



yalnizca %8.8' i GBM' dir. Konjenital vakalar son derece nadirdir. Erkeklerde kadinlara

gore biraz daha fazla gériilmekle birlikte erkek kadin orani: 1.5:1 dir (28).

GBM genellikle sporadik olarak ortaya ¢ikmakla birlikte ¢cok nadir olarak ailesel
GBM vakalari bildirilmistir (31). Ailesel gegis gosteren hastaliklarin (N6rofibromatozis,
Tuberoz skleroz, Turkot sendromu, Li-Fraumeni sendromu) GBM ile birliktelik
gosterdigi belirtilmistir (11). Glioblastoma ve iyonize radyasyona maruziyet arasinda
kanitlanmis bir iliski varken, sigara, beslenme, elektromanyetik dalgalar ve cep

telefonlar1 arasinda bir iliski gosterilmemistir (32).
4.2.2. Primer ve Sekonder Glioblastoma Multiforme

Glioblastomalar, klinik ve genetik 6zelliklerine gore primer ve sekonder olmak
tizere, farkli yas grubu hastalarinda gelisen ve farkli genetik degisimleri iceren iki alt

gruba ayrilmaktadir (Sekil 1) (33, 34).

Primer ve sekonder glioblastoma ayrimi ilk kez 1940 yilinda Alman noropatolog
Hans-Joachim Scherer tarafindan yapilmistir. Scherer, "Biyolojik ve klinik acidan,
astrositomlardan gelisen sekonder glioblastomlari, primer glioblastomdan ayirt etmek
gerekir. Bunlar muhtemelen uzun klinik siire ile uyumlu glioblastomlardir" ifadesi ile

glioblastomlart iki alt gruba ayiran ilk kisidir (7).

Primer ve sekonder GBM, morfolojik olarak ayirt edilemez, her ikisi de hasta yas1
dikkate alinmadiginda kotii prognoza sahiptir ve molekiiler diizeyde her iki tipte de

farkli genetik anomaliler goriilmektedir (27).

GBM vakalarinin biiyiik ¢ogunlugunu (>90) olusturan primer glioblastomlar, daha
az malign olan prekiirsor bir lezyonun klinik, histolojik ya da radyolojik kaniti
olmaksizin ilk biyopside glioblastoma tanis1 konulan tiimorlerdir. Genellikle daha yagh
hastalarda (ortalama 55-60 yas) goézlenen primer glioblastomlar hizli ve de novo
gelismekte ve 3 aydan daha kisa siirede kendini gostermektedir ve ortalama sag kalim

stiresi 4.7 aydir (6, 8, 35).

GBM vakalarinin %5' ini olusturan sekonder glioblastomlar ise diisiik dereceli
difiiz astrositom (II. derece) ya da anaplastic astrositomdan (III. derece) yavas

progresyonla gelismektedir. Anaplastik astrositomlarin GBM' ye doniismesi i¢in gecen



ortalama siire yaklasik iki yil olmakla birlikte daha diisiik derece astrositomlarin GBM'

ye gelismesi yaklasik 5 yildir. Sekonder GBM 45 yasindan daha geng¢ olgularda

gorilmektedir ve olgularin sag kalim siiresi 7.8 aydir. Sekonder glioblastma tanisi i¢in

kilinik veya histolojik bulgu gerekmektedir (6, 8, 35).

"_ﬁ\ Astrocytes or precursor stem cells
A

Primary glioblastoma
L’ |LOH 10q (70%)

EGFR Amplification (36%)*
p16INK4a Deletion (31%)
TP53 Mutation (28%)
PTEN Mutation (25%)*
WHO grade IV

i

)éi Low-grade astrocytoma

=8 TP53 mutation (59%)
WHO grade Il

"é&-%{f Anaplastic astrocytoma
7 SF  TP53 mutation (53%)

ARES WHO grade In

Secondary glioblastoma
LOH 10q (63%)

EGFR Amplification (8%)
p16INK4a Deletion (19%)
TP53 Mutation (65%)*
PTEN Mutation (4%)
WHO grade IV

Sekil 1. Primer ve sekonder GBM genetik yolaginin sematik gosterimi (Ohgaki' den, 6)

4.2.3. GBM' de Genetik Degisiklikler

Bugiine kadar GBM' ler ile iliskili pek ¢ok gen ve LOH tanimlanmistir.

Heterozigosite kaybi1 (LOH); Tiimor siipresor genler tek allelinde meydana gelen

mutasyonlardan etkilenmedikleri i¢in heterozigot durumda iken normal fonksiyonlarin

yerine getirmektedirler. Fakat normal allelin delesyonu, normal alleli igeren kromozom

kolunun delesyonu veya normal alleli igeren tiim kromozomun kaybi (monozomisi) ile

beraber; normal allelin delesyonunu takiben mutant allelin duplikasyonu ya da somatik

rekombinasyon gibi ¢esitli mekanizmalarla normal olan allel de kaybedildiginde bu olay

heterozigosite kaybi1 (LOH) olarak sonug¢lanmaktadir (36).

GBM' nin gelisimiyle iliskili onkogen (EGFR, PDGF ve reseptorleri) ve timor
siipresor genler (p16™%* p14*f*, PTEN, RBI ve TP53) tammlanmustir (6)
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4.2.3.1. Primer GBM' de Genetik Degisiklikler

Primer GBM' de kromozom LOH 10q, EGFR amplifikasyonu, p/ 6VKda delesyonu
ve PTEN ve siklin bagiml kinaz inhibitérii 2 (CDKN2A) genlerindeki mutasyonlar,
MDM?2 proteininin asir1 ekspresyonu en sik saptanan genetik degisikliklerdir.

LOH 10q, primer ve sekonder GBM olgularinda benzer siklikta (%60-80)
gozlenirken, LOH 10p primer GBM' lerde goriilmektedir. LOH calismalari sonucu en
yaygin i¢ lokus kaybinin 10p14-15, 10q23-24 ve 10q25-qter Onemli oldugu
gosterilmistir. Kromozom 10q23" de lokalize timdr siipresoér olan PTEN genindeki

mutasyonlar, primer GBM olgularinin %15-40' inda goriilmektedir (6-8, 37).

10. kromozomun tamaminin kaybi (monozomisi) primer ve sekonder GBM' lerde

benzer siklikta goriilmektedir (38).

10. kromozomun uzun kolunda; 10q24' de LGI1, 10q24-26' da BUB3, 10g25.1' de
MXI1, h-neu, abLIM, LIMABI ve 10q26.1' de DMBT1 gibi pek ¢ok tiimor siipresor gen
bulunmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar GBM' lerde ¢ok nadir oldugu

icin GBM gelisimindeki rolleri heniiz aydinlatilamamuistir (6).

MDM?2 proteininin overekspresyonu primer GBM' lerin % 50' sinden fazlasinda
goriilitken, MDM?2 amplifikasyonu primer GBM' lerin yaklasitk %]10' unda
goriilmektedir. 7P53 mutasyonlar1 ise primer GBM' lerde diisiik siklikta goriilmektedir
(<% 30) (2, 6, 8).

EGFR, epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi ligandlar1 baglayan, hiicre gocii,
proliferasyonu ve farklilasmanin kontrolinde rol oynayan bir transmembran
reseptoriidiir. EGFR yolagi, primer GBM gelisiminde anahtar bir sinyal ileti yolagidir
ve gliomagenezde onemli role sahip oldugu bilinmektedir (3, 6, 35). EGFR gen
amplifikasyonu primer GBM' lerde yaklasik % 40 oraninda gozlenirken sekonder GBM'
lerde nadirdir. EGFR amplifikasyonu tasiyan tiim primer GBM' ler ayn1 zamanda EGFR
overekspresyonu da gosterirken, EGFR overekspresyonu tasiyan olgularin yalnizca
%70-90' 1 genin amplifikasyonuna da sahiptir. EGFR amplifikasyonu genin yapisal
degisikligiyle iliskilidir; EGFR' nin ekstraselliiler ligand baglama domainini etkileyen
ekzon 2-7' deki delesyon sonucu mutant bir reseptér olan EGFR varyant 3 (EGFRvIII)
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olugsmaktadir. Olusan bu mutant EGFRVIII reseptori proliferasyonu artirip apoptozisi

azaltarak, timdrijeniteyi hizlandirmaktadir (3, 7).

EGFR ve PDGFR gibi tirozin kinaz reseptorlerinin hiicre dis1 domainlerinin
bliylime faktorleriyle etkilesimi sonucu aktive olan fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)
yolagi, cogalmayi, farklilasmay1, gocii ve glukoz homeostazini kontrol etmektedir. PI3K
tarafindan  fosfatidilinositol-4,5-bifosfat’ 1 (PIP2), fosforillenmesiyle olusan
fosfatidilinositol-3-fosfat (PIP3) yolaktaki AKT (protein kinaz B) ve mTOR (the
mammalian target of rapamycin) gibi efektér molekiilleri aktive ederek, apoptozun
baskilanmasi, artmis hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. PIK3CA mutasyonlari
ve amplifikasyonlart hem primer (% 5) hem de sekonder (% 13) GBM' lerde nadirdir.
TCGA (The cancer genome atlas) pilot projesinde PIK3RI mutasyonlar1 %10 siklikta
gosterilmistir (7, 39, 40).

pl16™**/CDK4/RB1 yolag1 primer ve sekonder GBM' nin her ikisinde de
6nemlidir (6). RB1 proteini hiicre dongiisiinde G1/S gegisini kontrol ederken, p16™%*
G1/S gegisini inhibe etmektedir (7). p/6™**" daki degisim homozigot delesyon ve
promotor metilasyonu seklinde olmaktadir (35). pl/ 6™ nin homozigot delesyonu
primer GBM' de (% 31) sekonder GBM' ye gore (%19) daha siklikla goriilmektedir (8).
Ancak promotor metilasyonu sekonder GBM' de (% 43) primer GBM' den (% 14)
anlamli olarak daha yiiksek siklikta bulunmustur (2). TCGA (The cancer genome atlas)
pilot projesinde (olgularin biiyiik ¢cogunlugu primer GBM) RB1 sinyal yolagindaki
genetik degisimlerin sikhigmnin % 78 oldugu, bunlarin; p76™** homozigot delesyonu
veya mutasyonu (%52), pI5INK4b homozigot delesyonu (%47), pI8™** homozigot
delesyonu (%2), CDK4 amplifikasyonu (%18), siklin D, (CCND2) amplifikasyonu
(%2), CDK6 amplifikasyonu (%1), RBI mutasyonu veya homozigot delesyonu (%11)
oldugu gosterilmistir (39).

pl6 proteinini kodlayan CDKN2A gen delesyonlar1 primer GBM' lerde (%36)
sekonder GBM'lerden (%4) daha yiiksek siklikta goriilmiistiir (9).
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4.2.3.2. Sekonder GBM' de Genetik Degisiklikler

Sekonder GBM' lerde; TP53 geninde mutasyonlar, PDGFR-a, siklin bagiml
kinaz 4/6 (CDK) ve MDM2 gen amplifikasyonlari, p16™** RBI, P14**" genlerinde
promotor metilasyonlar1 saptanmis genetik degisikliklerdendir (2, 6, 9, 35).

TP53 yolagi (TP53/MDM2/p14*%F) sekonder GBM' lerin gelisiminde kritik rol
oynamakta ve 7P53 mutasyonlar1 yiiksek siklikta (>%65) goriilmektedir (8). 7P53
tiimor stipresor geni 17p13.1' de lokalize, hiicre dongiisiiniin G,/S ge¢isinde, apoptoz,
hiicre farklilasmasi, neovaskiilarizasyon ve DNA tamir mekanizmasinda anahtar
regiilator olan 53 kd' luk proteini (TP53) kodlamaktadir. 7P53 mutasyonlari, MDM?2

amplifikasyonlari veya P14*%"

ekspresyonunun kaybi, TP53 yolaginin inaktivasyonuna
sebep olmaktadir (2, 6, 35). MDM?2 proteini overekspresyonu sekonder GBM' lerin
%10' undan azinda gosterilmistir. PI4*%" ekspresyon kaybi GBM' lerin biiyiik
¢ogunlugunda (%76) gosterilmis olup bu, P14**" geninin homozigot delesyonu veya
promotor metilasyonu ile korelasyon gostermektedir (2, 8). TP53 proteini birikimi,
mutasyonlarindan daha sik goriilmekle birlikte sekonder GBM' de (>%90) primer GBM'
ye (<%35) gore daha fazla bulunmaktadir (2). Sekonder GBM' lerde TP53 nokta
mutasyonlarinin %357' si iki hotspot kodonda (248 ve 273) lokalize iken, primer GBM'
lerde mutasyonlar tiim ekzonlara esit oranda dagilmis, yalnizca %17' si bu hotspot

kodonlarda bulunmustur. CpG adaciklarindaki G:C—A:T mutasyonlar1 sekonder GBM'
lerde (%56) primer GBM' lere nazaran (%30) daha sikliktadir (6, 8).

Kromozom 7p22' de lokalize, A ve B zincirlerinin kombinasyonundan olusan bir
dimer olan PDGF (Platelet kokenli bliytime faktorii) bag dokusu hiicreleri ve glialar i¢in
major mitojendir. Bu ligand PDGFR-a ve PDGFR- olmak iizere tirozin kinaz reseptor
ailesinden iki hiicre yiizey reseptOrii tarafindan taninmaktadir. PDGFR-a gen
amplifikasyonu GBM' lerin bir kisminda (%16) gosterilmistir. Hem diisiik hem ytiksek
derece astrositomlarda goriilen PDGFR-a overekspresyonu, diisik dereceli
astrositomlarin daha malign formlara ge¢isinde erken olaylardan biri olarak kabul
edilmekte ve PDGFR-a' nin sekonder GBM' lerin gelisiminde rol aldigim
desteklemektedir (9).

Primer ve sekonder GBM ayrimi1 yapilmamis GBM' lerde goriilen bir baska gen
mutasyonu NF1 (neurofibromatosis-1)' dedir. Mutasyon siklig1 yaklasik %15 olup,
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nonsense (anlamsiz), splice, missense (yanlis anlamli), frameshift (¢cer¢eve kaymasi)

mutasyonlarini, insersiyon (parga eklenmesi) ve delesyonlarini igerir (41).

LOH 1p hem primer (%12) hem sekonder GBM' lerde (%15) nadirdir (7). LOH
Ip son yapilan haritalama ¢alismasinda 1p36.3 ve 1p34-35 bolgelerine daraltilmis ancak

bu lokusta heniiz timor siipresoér gen bulunamamustir (2).

GBM' lerde siklikla delesyonlu bulununan bolge 9p23-24.1, tiimor siipresor
fonksiyonu olan PTPRD (reseptor protein tirozin fosfataz delta) genini kodlar. GBM'
lerin az bir kisminda (%6) PTPRD geni mutasyonu, %37' sinde promotor metilasyonu

gorilmistiir (7).

RBI lokusunu igeren LOH 13q primer ve sekonder ayrimi yapilmamis GBM'
lerde %25-45, primer GBM' lerde %12 ve sekonder GBM' lerde %38 oraninda
goriilmiistiir. RBI geninin promotor metilasyonu sekonder GBM' lerde (%40) primer

GBM ' lere (%15) gore daha siklikta gériilmiistiir (2).

LOH 19q sekonder GBM' lerde (%54) primer GBM' lere gore (%6) daha sik
goriilmektedir. En yaygin delesyon 19q13.3" dedir (34). Anaplastik astrositomalarin
%40' 1nda, primer ve sekonder ayrimi yapilmamis GBM' lerin yaklasik %20' sinde
goriilmiistiir. Bu sonuclar 19q' da lokalize tiimor siipresor genlerin diisiik dereceli
astrositomlarin sekonder GBM' ye doniigiimiiyle iligkili oldugunu diisiindiirmektedir (2).
1p/19q birlikte delesyonu primer ve sekonder ayrimi yapilmamis GBM' lerin %20' sinde
saptanmigtir (42).

LOH 22q sekonder GBM' lerde (%82) primer GBM' lere (%41) gore daha
sikliktadir (6). 23 sekonder GBM' nin 22' sinde 957 kb' lik bir delesyon saptanmis olup
bu bolgede TIMP-3 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-3) lokalizedir. Primer GBM'
de 22q delesyonu, 22q12.3-13.2 ve 22ql.31 olmak iizere iki delesyonlu boélge ile
karakterizedir (35).

Hem primer hem sekonder GBM' lerin biiyiik cogunlugunda (%70-85) trizomi 7
veya monozomi 10, her iki alt tipin yaklasik %70' inde ise her iki degisim ayn1 anda
goriilmiistiir. Y kromozomunun kayb1 primer GBM' de %71, sekonder GBM'de %63, X

kromozomunun monozomisi primer GBM' de %66, sekonder GBM' de %55 oraninda
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goriilmiistir (38). 1p, 6q, 9p, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q, 17p, 18q, 19q, 22q ve Y

kromozomunda da kayiplar goriilmiistiir (43).

Primer ve sekonder ayrim1 yapilmamis GBM' lerde yapilan sitogenetik caligmada;
der(18)t(2;4;12;18), der(X)t(X;10)(q27.1;p12.1), der(10)t(10;15)(p11.23;q11.2) ve
der(1)t(:1p31.3—1q44::7q11.3—7qter) translokasyonlar1 gosterilmistir (44).

2008 yilinda Parsons ve arkadaslari tarafindan yapilan yeni nesil sekanslama
calismasinda, GBM' lerde ilk kez metabolik yolakta dnemli bir enzimi kodlayan IDH1
geninde mutasyonlar tanimlanmistir (41). Bundan sonra yapilan pek ¢ok ¢alismada
IDHI geninin Ozellikle sekonder glioblastomalarin gelisiminde 6nemli bir markir

oldugu gosterilmistir (10, 11, 13).
4.2.4.10q23/PTEN

10. kromozomun 10g23.3 bolgesinde lokalize olan PTEN (fosfat ve tensin
homolog gen) geni 9 ekzonlu olup, 403 amino asitlik, 47 kD, hem lipid hemde protein
fosfataz aktivitesine sahip bir dual fosfatazi kodlamaktadir. 1997' de tanimlanan ve
MMACI (mutated in multiple advanced cancers) veya TEPI (TGF-f regulated and
epithelial cell enriched phosphatase) olarak da bilinen PTEN geninin 1-6 ekzonlar
proteinin Onemli fosfataz domainini iceren ilk 185 amino asitlik N-terminali
kodlamaktadir. Kalan aminositlerden olusan (186-403) C-terminal domaini,
fosfolipidleri baglayan, protein stabilitesinden sorumlu ve fosfataz domaini ile etkilesim

kuran altbirimlerden olusmaktadir (15, 35).

PTEN, hiicre yaslanmasi, apoptoz, hiicre dongiisiinlin devami, hiicre
proliferasyonu, hiicre go¢li, DNA hasarina cevap gibi pek ¢ok hiicresel fonksiyonda rol
oynamaktadir. PI3K sinyal yolagini negatif olarak kontrol eden PTEN, timdr slipresor
olma Ozelligini aldig: lipid fosfataz aktivitesi ile PIP3' ii defosforilleyerek PIP2' ye
doniistiirmekte ve PIP3 tarafindan Akt aktivasyonunu engelleyerek hiicre i¢i proliferatif
sinyallerin iletimini ve hiicre dongiistiniin ilerlemesini 6nlemektedir (Sekil 2) (15, 16,

35).
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Sekil 2. PTEN yolag: (Ohgaki' den, 6)

Hiicre iskelet proteinlerinden tensin ve auxilin ile homoloji gosteren PTEN' in
amino ucu, protein fosfataz aktivitesi ile hiicreler arasi etkilesimde gorevli fokal
adhezyon kinazlar1 defosforile ederek hiicre gocii ve invazyonun kontroliinde rol
almaktadir. Fokal adhezyonda integrin aracili hiicre sinyallesmesini inhibe ederek hiicre

ekstraselliiler matriks iliskilerini bozmaktadir (6, 45).

PTEN, cevresel sinir sisteminde yliksek seviyelerde eksprese olmaktadir.
Embriyonik ve fetal gelisim boyunca yiiksek seviyelerde eksprese olurken yetiskinlerde
diisiik seviyelerde saptanmaktadir. PTEN ¢ogunlukla sitoplazmada lokalizedir (15).

10g23/PTEN homozigot lokus kaybi primer ve sekonder ayrimi yapilmamis
GBM' lerin %30-42' sinde gorilmistiir (16, 43). Hemizigot 10q23/PTEN lokus kaybi
olgularin %59' unda, 10. kromozomun monozomisi yaklasik %30"' unda gosterilmistir

(46, 47).

16



LOH 10q glioblastomalarin gelisim yolaginda goriilen en sik degisimlerden
oldugu (%60-80) calismalarla kanitlanmis olup hastalarin sag kalim siiresini azalttig1

gosterilmistir (6, 8, 48).

PTEN geninde goriilen mutasyonlar, primer GBM' lerde %15-40 oraninda
gortliirken (35), sekonder GBM' lerde (%4) nadirdir (8). GBM' lerde PTEN genindeki
degisimler, insersiyon, delesyon ve nokta mutasyonlarini kapsamaktadir. Yapilan bir
calismada rapor edilen 150 mutasyonun 94' ii (%63) tek nokta mutasyonu olup, 61' i
missense, 21' i nonsense 12' si splice mutasyonudur. Mutasyonlarin %37' si frameshift
olup bunlarin ¢ogu 1-4 bp uzunlugundadir (49). Bir baska ¢alismada vakalarin %60’
mmda PTEN' in her iki allelinde mutasyon goriilmiis, mutasyonlar ekzon 4-9' da
bulunmus, ekzon 1-3' de mutasyona rastlanmamistir. Mutasyonlara en sik fosfataz
domainini kodlayan ekzon 5' de ve ekzon 8' de rastlanmigtir. Vakalarin %74' tinde LOH
gosterilmis ve LOH olan vakalarin %60' inda PTEN' in ikinci kopyasinda somatik

mutasyon tespit edilmistir (50).

10q23/PTEN degisimleri glioblastomalar disinda, diger malign glial tiimorlerde,

endometriumda, meme, prostat, akciger, ve kolon kanserinde de gosterilmistir (16, 49).
4.2.4.1. Yas ve Prognoz ile iliskisi

10q23/PTEN lokus delesyonlarinin (Homozigot, hemizigot veya monozomi) 40
yasin tstiindeki vakalarda daha sikhikta gorildiigi tespit edilmistir. GBM' lerde
sagkalim siiresi ile ilgili veriler karisik olmakla birlikte bir kisim calisma 10q' daki
allelik kayiplarin sagkalim siiresinin kisaligi ile iliskili oldugunu gosterirken baska
farkli caligmalar, 10q23/PTEN degisimleri ve sagkalim arasinda iligki bulamamustir.
Ayrica 10q' daki allelik kayiplar ile kotii prognoz iliskilendirilmistir (15, 43).
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4.2.5.IDH1
4.2.5.1. IDHI Gen Mutasyonlarinin Fonksiyonel Ozellikleri

Insan genomu ii¢ farkli izositrat dehidrogenazi (IDH1,IDH2 ve IDH3) kodlayan 5
IDH genine sahiptir; IDHI, IDH2, IDH3A, IDH3B ve IDH3G (51). lzositrat
dehidrogenazlar (IDH), izositratin a-ketoglutarata (a-KG) dekarboksilasyonunu
katalizlemekte ve NAD*/NADP" yi (Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) NADPH' a
indirgemektedir. Bu siireg, NADH/NADPH' 1n elektron alic1 olarak kullanilip izositratin
oksalosiiksinata oksidasyonunu ve bunu takiben oksalosiiksinatin o-KG' a
dekarboksilasyonunu icermektedir (52). Insanlar ve diger okaryotlar hem NAD®-
bagimli hem de NADP'-bagimli IDH' lara sahipti. NAD'-bagimli izositrat
dehidrogenez olan IDH3, iki aktif bolge i¢eren iki a ve regiilator altbirim olan bir  ve
bir y' dan olusan heterotetramerik bir enzimdir. IDH3, mitokondride lokalize olup
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde aerobik enerji liretiminde merkezi bir rol oynadigi

diistintilmektedir (51-53).

IDH1 ve IDH2, NADP'-bagiml izositratlar olup insanlarda %70 benzer
homodimerlerdir. IDH1' i IDH2" den ayiran temel 6zellik, IDHI' in sitoplazma ve
peroksizomlarda, IDH2' nin ise mitokondride bulunmasidir. IDH1 memeli karacigerinde
fazla, beyinde dahil diger dokularda orta seviyede eksprese olmaktadir (52, 53). IDH2
oksidatif solunumun regiilasyonunda rol alirken IDHI ¢esitli hiicresel metabolik
fonksiyonlarda anahtar rol oynamaktadir. IDH1 lipid metabolizmasi, glukoz toleransi ve
trettiZi NADPH' 1 kullanarak peroksizomlarda yag asitlerinin oksidasyonunda
gorevlidir. IDH1" in NADP' yi indirgemesiyle olusan NADPH; oksidatif hasara karsi
savunma mekanizmasinda kritik bir bilesen olan glutatyonun rejenerasyonunda 6nemli
bir kofaktordiir. Tim IDH' lar oksidatif hasarin hiicresel kontroliinde rol

oynamaktadirlar (25, 54).

Kromozom 2q33.3' de lokalize 10 ekzonlu I/DHI geni tarafindan kodlanan
isositrat dehidrogenaz 1 enzimi iki altbirimden olusan bir homodimerdir. Her bir
homolog, B-sheet tarafindan bir arada tutulan biiyiik (1-103 ve 286-414 amino asit
residiisii) ve kiiglik domaini (104-136 ve 186-285 amino asit) ve iki altbirimi bir arada

tutmakla gorevli clasp domaininden (137-185 amino asit) olusmaktadir (52, 55, 56).
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IDH1 homodimeri, her biri, bir altbirimin biiyiik ve kiiclik domaini ve diger komsu
altbirimin kiiclik domaininden olusan asimetrik iki aktif bolgeyi i¢ermektedir. Aktif
bolge NADP ve izositrat-metal iyon baglama bolgesine sahiptir (55). Insan IDHI
enzimi, acik inaktif, yari-acik inaktif ve kapali aktif konformasyonlar arasi doniigiim
icerisindedir. Kiigiik domainde yerlesmis, enzimin substratini baglama bolgesi olan
kodon R132 agik ve kapali konformasyonlar arasinda bir kapici olarak gorev
yapmaktadir. R132 residiisii enzimin substrati olan izositrat ile ii¢ hidrojen bagi

yaparken diger residiiler iki hidrojen bagindan daha fazlasini yapamamaktadir (52, 54).

IDHI gen mutasyonu, ilk olarak 2006 yilinda kolorektal kanserde tanimlanmastir.
Daha sonra 2008 yilinda Parsons ve arkadaslarinin yeni nesil sekanslama ile 20 661
gende yaptiklari analiz sonucu glioblastomalarda tanimlanmstir (41, 57). IDHI gen
mutasyonu ayrica AML (Akut miyeloid 16semi), B-akut lenfoblastik 16semi (B-ALL),
prostat kanserinde, MDS (myelodisplastik sendrom) ve MPN' de (Myeloproliferatif
neoplazm) (11, 53) ve bir ¢alismada tiroid kanserinde homozigot IDHI mutasyonu

tanimlanmustir (58).

IDHI mutasyonlari, heterozigot, somatik, missense mutasyonlar olup izositratin
baglanma bolgesi olan evrimsel olarak korunmus R132 (kodon 132, arginin) residiisiinii
etkilemektedir. Heterozigot IDHI R132 mutasyonu enzimin substratina olan afinitesini
bozarak, katalitik olarak inaktif heterodimerler olusumuna neden olmaktadir. Ancak
yabaml tip NADP*-bagimli IDH1' in aktivitesinin tamamiyle (izositratin a-KG'a
indirgenmesi) inhibe olmadigi ve azalmis sekilde aktivite gosterdigi yapilan
caligmalarla kanitlanmistir (59, 60). 132. kodonu etkileyen mutasyon varliginda IDHI,
NADPH' 1 iiretmekten ziyade daha c¢ok tiikketmektedir. Buna bagli olarak O,
radikallerini temizleme ve detoksifikasyon gibi biyosentetik siireclerde rol oynayan ve
radyo- ve kemoterapi gibi strese kars1 koruyucu bilesik olan NADPH' 1n seviyesinin
azalmasi oksidatif stresi artirmakta ve ona kars1 direncin azalmasina neden olmaktadir

(59).

Bircok caligmada fonksiyon kaybindan ziyade kazanimi olan IDHI R132
mutasyonunun enzime yeni bir 6zellik kazandirarak a-KG' in R-2-Hidroksiglutarat' a

(R-2-HG ya da D-2-HG olarak bilinir) indirgenmesine neden oldugu gdosterilmistir
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(Sekil 3) (61). Bu reaksiyonda NADP yerine NADPH kullanilir. Pek ¢ok calismada 2-
HG seviyesinin GBM' li hastalarda yiiksek oldugu gosterilmistir (11, 52, 60).

2-HG, o-KG' m yarigmali inhibitérii olup O, ve a-KG varliginda HIF1-a' y1
(Hypoxia-inducible factor- a) pargalayan prolil hidroksilaz (PHD) gibi a-KG bagiml
enzimlerin inaktivasyonuna sebep olmaktadir. HIF1-a diisiik oksijen seviyesinde timor
gelisimini kolaylastirmakla birlikte apoptoz, hiicrenin devamliligi, anjiyogenez ve enerji
metabolizmasini kontrol eden genleri regiile eden bir transkripsiyon faktoriidiir. PHD'
nin inhibisyonuna sebep olan 2-HG, HIFI-o' nin antagonisti olan endostatin' in
seviyesini azaltarak HIF1-a seviyesinin artmasina neden olmaktadir. Bunun sonucu
olarak artmig VEGF (Vaskiiler endotel biiyiime faktorii) sinyallesmesi, glikoliz ve
anjiyogenez yoluyla tiimorigenez uyarilmaktadir (Sekil 3) (11, 25, 52, 54, 60, 62).
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Sekil 3. Hiicresel metabolizmada IDH1" in rolii (Prensner' den, 62).
4.2.5.2. Mutasyon Sikhg

IDHI gen mutasyonlar1 gliomalardan; WHO II. ve III. derece astrositomlarda ve
oligodendrogliomlarda ve sekonder GBM'lerde %70" in iizerinde, WHO 1. derece
astrositomlarda (%0-2) nadir gézlenmektedir (12, 63, 64).
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Gliomalarda yapilan ¢alismalarda tanimlanmis I/DHI mutasyonlar1 genellikle 4.
ekzonda; en sik arginin amino asitinin histidine dontistigii p.R132H (%90'dan fazla)
pozisyonundadir. Bununla birlikte, argininin sisteine (p.R132C, %3,4-4,6), serine
(p-R132S, %0,8-2,5), glisine (p.R132G, %0,6-3,9), 16sine (p.R132L, %0-4,5) ve valine
(p-R132V, bir vakada) doniistiigii pozisyonlarda da mutasyonlar tanimlanmistir (Sekil
4). Yapilan pek ¢ok calismaya gore GBM' lerdeki tiim IDHI mutasyonlar1 genellikle
heterozigot ¢.395G>A (p.R132H) seklinde olup p.R132S, p.R132G, p.R132C ve
p.R132L mutasyonlarina nadir olarak rastlanmistir (10-13, 41, 54, 63-67). IDHI
p.R132H mutasyonu orani; sekonder GBM' lerde %50-88, primer GBM' lerde %3-11
arasinda, primer ve sekonder ayrimi yapilmamis GBM' lerde ise oran %6-30 arasinda
degismektedir (10, 12-14, 63-65, 68). Ayrica tiroid kanserinde G123R ve V711,
kolorektal kanserinde G97D mutasyonlar1 gosterilmistir (53).

L
IDH1 x :
Homodimer \{ ' \{ D V R \/ H
Cytosolic
NADP*-dependent V71 Go7 G123  Ri132 414 aa

Sekil 4. IDH1 geni hotspot bolgeleri (Dang' dan, 53)
4.2.5.3. Diger Genetik Degisiklikler ile liskisi

Astrositomalarin  gelisiminde erken gozlenen degisikliklerden olan hiicre
siklusunu diizenleyen TP53 tiimor siipresor gen mutasyonlar1t II. ve III. derece
astrositomalarda ve sekonder GBM' lerde yaygindir. Yapilan bazi ¢alismalarda, IDH1
mutasyonlar1 ile 7P53 mutasyonlar1 ve LOH 19q arasinda iliski oldugu gosterilmistir.
Ancak TP53 ile IDHI arasindaki iliskiyi istatistiksel olarak anlamli bulmayan
caligmalarda mevcuttur. /DHI mutasyonu tasiyan ve tasimayan hastalarda yaklasik
siklikta LOH 10q goriilmistiir (13, 54). Bir ¢alismada, 10. kromozomun tamaminin
kayb1 ve IDHI mutasyonlarinin yoklugu arasinda gii¢lii iligki oldugu gosterilmis olup,
IDHI mutasyonunun, 10. kromozomun tamamini iceren olgularda, kromozom 10

delesyonlu olgulara gére daha siklikta gorildiigii tespit edilmistir (14).
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4.2.5.4. Yas ve Prognoz ile Tliskisi

IDHI mutasyonlar1 pediatrik hastalarda nadir olmakla birlikte geng GBM
hastalarinda goriilmektedir. IDHI mutasyonu tasiyan olgular (ortalama 30-50 yas)
mutasyonu tasimayanlara (ortalama 55+ yas) gore daha geng¢ yasta olma egilimi
gostermektedirler. Pek ¢ok ¢alismada IDHI mutasyonunun geng yas ile iliskili oldugu
gosterilmistir (12, 25, 41, 54).

Bir calismada, IDHI mutasyonu tasiyan GBM hastalar1 (3.7 yil), yabanil tip IDH1
hastalara gore (1.1 yil) daha fazla yasamistir (41). Farkli ¢aligmalarda da mutasyon
tagiyan hastalarin, tasimayanlara nazaran sag kalim siirelerinin daha uzun oldugu

gosterilmistir (12, 14, 64).
4.3.Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

Molekiiler biyoloji hastaliklarin genetik etiyolojisinin anlagilmasina yardimci
bir¢ok yeni tekniklerin gelisimine yol agmistir. Bunlardan biri olan FISH sitogenetik ve
gen haritalamasi ¢aligmalarinda yaygin geleneksel tekniklerden biri haline gelmistir. Bu

yontem genellikle molekiiler sitogenetik olarak adlandirilmaktadir (69).

Karyotip analizleri ~ veya  konvansiyonel  metafaz sitogenetigiyle
karsilastirildiginda, FISH analizleri biiylik avantajlar saglamaktadir. Bu teknik ile
komplementer DNA fragmentleriyle spesifik niikleik asit dizileri hibridize edilmekte,
bdylece kromozom kopya sayilar1 ve genlerin lokalizasyonlar1 belirlenebilmektedir.
Kromozomlarin interfazda da bir alan olusturduklar: ve spesifik problarla bu alanlarin
yapt ve kismen miktar1 konusunda bilgi alinabilecegi goriilmiis ve bdylece "interfaz
sitogenetigi" analizi adi1 verilen alt bir dal dogmustur. FISH doku kiiltiirline ihtiyag
duyulmadan solid tlimorlere hatta fikse edilmis, parafin bloklu dokulara dahi
uygulanabilmektedir (69).

FISH tekniginin tan1 ve arastirma amagh kullanim alanlarini séyle siralayabiliriz:

A.) Tamsal amach kullamlan FISH; Klinik Sitogenetik, (prenatal tani, interfaz
sitogenetigi, mikrodelesyon sendromlarinin tanisi, kanser sitogenetigi), dokuda

enfeksiyon ajanlarinin tanisi, dokuda mRNA diizeyinde onkogenlerin degerlendirilmesi
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B.) Arastirma amac¢h kullanilan FISH; Gen haritalamasi, tiimdr biyolojisi,
mikrobiyoloji/viroloji, gen ekspresyon analizi, somatik hiicre hibrit analizleri,

mayoz/mitoz analizleri

FISH yonteminde temel prensip sdyledir; isaretli DNA molekiilii yani prob ile lam
tizerine fikse edilmis metafaz ve/veya interfazdaki hedef DNA' lar denatiirasyon ile tek
zincir haline getirilmekte ve spesifik eslesmenin olacagi uygun kosullarda genomik
DNA ile prob hibridize edilmektedir (Sekil 5 ve 6 ). Hibridizasyonda; Hedef dizilerin
hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalari, probla hedefin yiiksek etkinlikle
birbirlerine baglanmasi ve hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en

az zemin sinyali olacak bigimde en parlak sekilde goriintiillenmesi dnemlidir (69).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
'stringency' olarak ifade edilmektedir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef
sekansla tam homolog olan problar stabil hibridler olusturmaktadirlar. Diisiik stringency
kosullarinda ise prob sadece %70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilmektedir.
Bu spesifik olmayan sinyallerin olusumu, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek
stringency kosullarinin (yiliksek 1s1+ diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla
engellenebilmektedir. Daha sonra olusan hibrit spesifik goriintiileme sistemleri ile

belirgin hale getirilmektedir (69).
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Sekil 5. FISH tekniginde uygulanan basamaklar (Celep' den, 69)

HEDEF DNA iSARETLi PROB
— Y
e e % Florokrom
—— —&
= = —Xx
lam Uzerine fiksasyon “
- = F*
= =R
— denatirasyon
= = =
denatirasyon o —
=28

T ‘
»

i

2

hedef DNA ile isaretli probun hibridizasyonu

A

#IIHI
¥

¥

IIIH ““IIIIII

=

Sekil 6 FISH tekniginin sematik ifadesi (Liehr' den, 70)
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4.3.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. FISH
tekniginde sitogenetik alaninda kullanilan baslica problar sunlardir; lokusa 06zgi
problar, tekrarlayan dizi problar1 (satellit problari), translokasyon veya kirik noktasi
yeniden diizenlenme problari, tiim kromozomu boyayan problar (library problari),

telomer bolgesine 6zgii problardir (69).
4.4. DNA Dizi Analizi
4.4.1. Sanger (Dideoksiniikleotid) Yontemi

Bir deoksiriboniikleotidin (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) seker alt birimi 3 nolu
karbonunda hidroksil grubu tasimaktadir. Buna karsilik her biri ayr1 fluoresan molekiille
isaretlenmis, ayr1 renkler veren dideoksiniikleotidler (ddATP,ddGTP,ddCTP,ddTTP),
seker alt biriminin 2. karbon atomuna ek olarak 3. karbonunda da deoksi halde (OH

grubu tagimayan) olan modifiye niikleotidlerdir (71).

DNA replikasyonu sirasinda, replikasyona katilacak olan niikleotid kalip DNA
tarafindan belirlenmektedir. Kalip DNA zinciri ile baz eslesmesi yapabilen her yeni
niikleotid bir Onceki niikleotidin 3' OH ucuna fosfodiester bagi ile baglanmaktadir.
Deoksiribonukleotidler baglandik¢a zincir uzamaya devam etmektedir. Biiyiiyen
zincirin sonuna raslantisal olarak dideoksiribonukleotid baglandiginda sonra gelecek
olan niikleotid, serbest bir OH grubu bulamayacagindan fosfodiester bagi kuramamakta
ve zincir uzamast durmaktadir. Sonu¢ olarak, Sanger yontemi; dideoksiniikleotidin

DNA sentezini durdurmasi prensibi tizerine kurulmustur (71).

Sekans reaksiyonlar1 yeni teknolojiler sayesinde otomatize edilmistir ve floresans
boyalar ile goriintiilenmektedirler. Bununla birlikte manuel yontemler halen daha
kullanilmaktadir. Baslangigta radyoizotoplar ile goriintiileme saglanirken artik glimiis

boyama ile de kaliteli sonuglar alinmaktadir (72).
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5. GEREC ve YONTEM
5. 1. Gereg
5.1.1. Calisma Grubu

04.07.2011-03.12.2012 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali'nda yiiriitiilen olan bu ¢aligmada, WHO’ ya gore
simiflandirilmast  ve immunohistokimyasal degerlendirmesi Karadeniz = Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali tarafindan yapilarak
“Glioblastoma Multiforme” tanist almis 54 olgu arastirma grubunu olusturdu. Bu
ornekler Tibbi Patoloji Anabilim Dali' nda 2004-2012 yillar1 arasinda gelen biyopsi

materyallerinden elde edilen parafine gomiilii arsiv materyalleri olarak temin edildi.

Arastirma grubumuzda dizi analizi grubunu olusturan olgular 31-82 yas araliginda
olup, kadinlarin yas ortalamas1 54, erkeklerin yas ortalamasi 55 idi, grubun 36' s1 kadin,

18'i erkek bireyden olugmaktaydi.

FISH analizi yapilan 20 olgunun yaslar1 33-82 yas araliginda olup, kadinlarin yas
ortalamasi1 58, erkeklerin yas ortalamasi 63 idi, grubun 5' i kadin, 15' i erkek bireyden

olugmaktaydi.

Olgular KTU Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik kurulundan 06.07.2011 tarih
ve 2011/80 nolu belge ile alinan izin dogrultusunda ¢alismaya dahil edildi. Bu sekilde
alian parafin bloklardan elde edilen 54 DNA Orneginin tamamina, /DH1 geninin tiim
ekzonlarin1 sekanslamak i¢in DNA dizi analizi uygulanmasi amaglandi. Ancak parafin
bloktan elde edilen DNA' nin az miktarda, kirik halde, diisiik kalitede ve kisa amplikon
veren primerler ile cogaltilabiliyor olmasi gibi nedenlerden otiirii tiim ekzonlar
sekanslanamadi ve enzimin fonksiyonel bolgesini kodlayan genin 4. ekzonu
degerlendirmeye alindi. Ayrica IDH]I geninin 4. ekzonunda mutasyon tespit edilen tiim
olgular ve bu mutasyonu tasimayan olgular arasindan secilen 15 olgu olmak iizere
toplam 20 6rnege ve kontrol i¢in 10 normal beyin dokusuna da 10q23/PTEN lokus

kayiplarini incelemek amaciyla bu lokusa 6zgii prob ile FISH analizi uygulandi.

Bu ¢alisma, 2010.114.001.11 numarali proje kapsaminda KTU BAP tarafindan
desteklendi.
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5.1.2. Kimyasallar

SeaKem® LE Agaroz

Amonyum kloriir (NH4CI)

Potasyum hidrojen karbonat (KHCO3)
Tris-base (C4H11NO3)

Sodyum kloriir (NaCl)

Tris-HCI (C4H1,CINO3)

Kalsiyum klortir (CaCl,)

Proteinaz K

Proteinaz K, Recombinant PCR grade
Sodyum dodesil sulfat (SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH)

Glacial asetik asit (CoH40,)
Methanol (p.a)

Etilene-diaminetetra-acetic acide (EDTA)

EDTA disodyum dihidrat (Na,EDTA,.H,0)

Etidium bromide (C;,H»0N3Br)

Orange G

Hidroklorik asit (HCI)

Saf etil alkol (C,HsOH)

Ksilol

Deoxynucleotide triphosphates (ANTPs)
GoTaq®Flexi DNA polimeraz
Oligonucleotide primer

100 bp DNA ladder

Sephadex®G-50

5.1.3. Kitler

QIAmp DNA FFPE Tissue Kit

Lonza, 50004L

Merck, 1.01145.1000
AppliChem, A2375.1000
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01540.0500
Merck, 1.01547.0.100
Merck, 910TA654681
Promega, V3021

Roche, 03 115 852 001
Merck, 822050

Merck, 1.06462

Merck, 1.00056.2500
Merck 1.0600

Sigma, E-5134
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637

Sigma, O-1625

Merck, 1.00314.2500
Sigma, 32221

Merck, UN 1307
Promega, U1420
Promega, M8305

IDT

NEB, N3231L

Sigma, S5897-25G

Qiagen, 56404

NucleoSpin® Extract II
ABI PRISM®BigDye® Terminator v3.1

Macharey-Nagel, 740609250
Cycle Sequencing Kit AppliedBiosystems,4336917

27



5.14.

5.1.5.

3130 POP-7™ Polymer
ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit

Problar
SPEC PTEN/CEN 10 Dul Color Probe

Cihazlar

Yatay elektroforez diizenegi

Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt) (2 adet)
Sogutmali yiiksek devirli santrifiij (1 adet)
Yiiksek devirli santrifiij (2 adet)
Mikrosantrifiij

Vorteks

UV transliiminator

Jel goriintiileme sistemi

Otomatik pipet seti
Dijital otomatik pipet
Hassas terazi

pH metre
Spektrofotometre
Manyetik karistirict
Buz makinesi
Mikrodalga firin
Distile su cihazi
Pastor firini

Derin dondurucu (-25)
Derin dondurucu (-25)
Derin dondurucu (-85)
Buzdolab1

Etiiv (2 adet)

Sicak su banyosu (calkalayicil)
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AppliedBiosystems,4352759
Zytovision, Z-2028-20

ZytoLight, Z-2078-200

HU13, ingiltere
CONSORT E833, Bel¢ika
Eppendorf 5804, Almanya
Eppendorf 5810, Almanya
Thermo I EC, ABD

Niive NM110, Tiirkiye
Vilbert Lourmat, Fransa
Gel Logic 2000, KODAK,
ABD

Rainin, ABD

Socorex, Isveg

OAHAUS, ABD

Hanna, Portekiz
Eppendorf, Almanya
IKA, ABD

Scotmann, ingiltere
Argelik MD 554, Tiirkiye
GFL 2004, Almanya
Niive, Tiirkiye

Bosh, Tiirkiye

Argelik, Tiirkiye

Thermo, ABD

Argelik, Tiirkiye
Memmert, Almanya

Memmert,Almanya



5.1.6.

5.1.7.
5.1.7.

1. Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH 8.0)

Termocycler
AB, ABD
Termocycler

Genetik analiz cihazi

Termomikser (1s1tict blok)
Otoklav
Floresan atagmanli mikroskop

FISH Fluorescence Imaging Sistem
Sarf Malzemeleri

Cesitli boyutlarda pipet uglar
Mikrosantrifiij tiipler
K3EDTA’l1 tiipler (mor kapakl1)
Falkon Tiipler (50 ml)

Polaroid kamera filmleri
Enjeksiyonluk su

Pastor pipet

Soliisyonlar

1. DNA izolasyon Soliisyonlar

GeneAmp PCRSystem 9700,

Techne Genius, ingiltere
3130 Genetic Analyzer, AB,
ABD

Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, italya
Nikon E800,

Isis, Metasystems

Mubhtelif
Axygene, ABD
Vacutainer

Greiner Bio-One, Almanya

Sigma, ABD

0.05M Tris-HCl
1 mM CaClz
Hazirlanisi:
0.788 g Tris-HCl
0.011¢g CaCl, 80 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.0’ a ayarlandiktan

sonra son hacim 100 ml’ ye tamamlandi. 121 °C” de 1 atm basingta 20 dk otoklavlandi.



2. Proteinaz K Cozeltisi (20 mg/ml)
Hazirlanisi:

Proteinaz K ¢ozeltisi buz lizerinde, 12.5 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda
250 mg Proteinaz K ¢oziilerek hazirlandi. Proteinaz K ¢ozeltisi her tiipte 50 pl olacak

sekilde 1.5 ml’ lik mikrosantrifiij tiiplere boliindiikten sonra -20 °C” de saklandi.
3. %10’ luk (w/v) Sodyum Dododesil Siilfat (SDS) Soliisyonu
Hazirlanisi:

10gr SDS tartildiktan sonra son hacim deiyonize su ile 100 ml’ ye tamamlanarak

68 °C’ de 1sitilarak ¢oziildii. 0.22 um’ lik mikrofiltre ile steril edildi.
4. Sodyum Kloriir (NaCl) (1 M)
Hazirlanisi:

5.84 g NaCl 30 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ ye

tamamlandi.
5.0.2 M Na,EDTA (pH 8.0)
Hazirlanisi:

18.612 g Na,EDTA 100 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii, 10M’ ik NaOH ile pH
8.0’ a ayarlanarak son hacim deiyonize su ile 250 ml’ ye tamamlandi. 121 °C’ de 1 atm

basing¢ta 20 dk otoklavlandi.
6. 1M Tris-HCI (pH 8.0)
Hazirlanist:

15.76 g Tris-HCI 50 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.0’ a ayarlanarak son hacim
deiyonize su ile 100 ml’ ye tamamlandi. 121 °C’ de 1 atm basingta 20 dk otoklavlandi.
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7. TE Tamponu (pH 7.5)

10 mM Tris HCI1
ImM Na,EDTA
Hazirlanisi:
0.394 ¢ Tris-HC1
0.093 g Na,EDTA 100 ml deiyonize suda c¢ozildi. pH 7.5 ye

ayarlandiktan sonra son hacim deiyonize su ile 250 ml’ ye tamamlandi. 121 °C’ de 1

atm basing¢ta 20 dk otoklavlandi.

8. Lizis Tamponu

1 M Tris-HCI pH 8.0
1 M NaCl
0.2 M EDTA pH 8.0
% 10 SDS

20 mg/ml proteinaz K (Kullanmadan hemen 6nce eklenmelidir.)

Hazirlanisi:

50 pl Tris-HCl
250 pl NaCl
2.5 ml EDTA
250 ul SDS

50 pl proteinaz K, 1.9 ml steril dH,O ile son hacim 5 ml' ye tamamlanda.

9. Etanol serileri

%100, %90, %70, %50
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5.1.7.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar:
1. TAE Elektroforez Tamponu (pH; 8.5):

50X stok soliisyon hazirlanis:

242 ¢ Tris base
372¢ Na,EDTA2H,0
57.1 ml Glasial (saf) asetik asit deiyonize su kullanilarak 800 ml’ de

¢oziildii, NaOH ile pH 8.5’ e ayarlandi, son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ ye

tamamlandi. Calisma soliisyonu deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandirildi.
1X ¢alisma soliisyonu hazirlanisi:

100 ml 50X TAE tamponuna 4900 ml deiyonize su eklenerek son hacim 5 L’ ye

tamamlandi.
2. Etidium Bromid Soliisyonu:

10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan korunarak

muhafaza edildi.

5.1.7.3. Yiikleme Tamponlari

1. 10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu
Hazirlanisi:

20 gr. Sukroz 40 ml dH,O i¢erinde ¢oziildii.
100 mg (0.1 g) Orange G yukaridaki soliisyon igerisinde ¢oziildiikten sonra son

hacim dH,O ile 50 ml’ ye tamamland.
5.1.7.4. FISH soliisyonlar1

1. Fiksatif (Carnoy) Soliisyonu
Hazirlanisr:

3 hacim Methanol: 1 hacim glacial asetic asid karigtirilarak kullanmadan hemen

Once taze olarak hazirlandi.
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2. %0.5 Pepsin Soliisyonu

%0.9 Serum fizyolojik
2N HCl

Hazirlanisi:

% 0.5' lik pepsin soliisyonu hazirlamak i¢in 50 ml %0.9' luk serum fizyolojik
tizerine 250 mg pepsin ilave edildi. 2 N HCI kullanilarak soliisyonun pH' s1 1.5 olarak
ayarlandi. Hazirlanan pepsin soliisyonu, her bir olguya bir tane kullanilmak iizere 1.5

ml' lik ependorf tiiplerine koyuldu ve -20 °C' de saklandu.
3. Etanol serileri

%70, %80, %96
5.2. Yontem

Patolojik olarak Glioblastoma multiforme tanis1 alip ¢alismaya dahil edilen tiim
olgulara ait arsiv materyallerinin mikroskop altinda hematoksilen eosin boyali
preperatlarindan malign alanlar belirlenerek, %50' den fazla tlimor alani igeren parafin
bloklardan 10 um kalinliginda 4 kesit alindi. Olgularin 54' ine DNA izolasyonu,
QIAmp DNA FFPE Tissue Kit' de modifikasyonlar yapilarak olusturulan protokol ile

her bireye bir DNA banka numarasi verilerek kayit altina alindu.

Calismaya dahil edilen 54 olgunun tiimér dokularindan elde edilen DNA
orneklerinde; dizi analizi yontemi ile /IDH' in 4. ekzonunda mutasyon taramasi yapildi.
DNA dizi analizi sonrasinda bulunan degisimlerin patojenitesinin degerlendirilmesi

islemi Chromas versiyon 2.33 programi kullanilarak gergeklestirildi.

Calismanin 2. yonteminde 20 olguya ait parafin bloktan tek hiicre siispansiyonlari
hazirlanarak 10q23/PTEN delesyonlarini tespit etmek amaciyla FISH analizi yapildi.
Cut off (esik degeri) degerini belirlemek amaciyla tiimorii ¢evreleyen normal beyin
dokusunun az olmasi nedeniyle, hasta grubu ile yas olarak uyumlu, 6lim nedenleri
santral sinir sistemi patolojisine bagli olmayan 10 postmortem bireye ait beyin

dokusundan elde edilen tek hiicre siispansiyonuna da FISH analizleri yapildi.
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5.2.1. QIAmp DNA FFPE Tissue Kit ile DNA izolasyonu

Patoloji Anabilim Dali tarafindan GBM tiimor tanis1 konmus olgulara ait parafin

bloklardan 1.5 ml' lik steril mikrosantrifiij tiiplere 10 pm kalinlifinda 4 kesit alinarak
DNA izolasyonu QIAmp DNA FFPE Tissue Kit' in modifiye edilmesiyle asagidaki gibi

yapildi;
Deparafinizasyon;
1. 1.5 ml' lik ependorf tiiplerdeki 10 um kalinliginda 4 kesit lizerine 800 pl ksilol
eklenerek parafin ¢oziiniinceye kadar 5-15 dk karistiricida birakildi.
2. 14 000 rpm' de 3 dk santrifiij edilerek pellete dokunmadan siipernatant (s1v1 kisim)
dikkatle uzaklastirildi.
3. 1. ve 2. adimlar dokunun biiyiikliigiine gore 2 ya da 3 kez parafin tamamen
¢oOziiniinceye kadar tekrarlandi.
4. 800 pl %100 etanol eklenerek 14 000 rpm' de 3 dk santrifiij edilir ve siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi.
5. 800 pl %70 etanol eklenerek 14 000 rpm' de 3 dk santrifiij edilir ve siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi.
6. 800 ul %50 etanol eklenerek 14 000 rpm' de 5 dk santrifiij edilir ve siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi.
7. Etanol siipernatant1 uzaklastirildiktan sonra pelletin kurumasi i¢in 37 °C etiivde

10-15 dk etanol tamamen uzaklasincaya kadar birakildi.

Dokunun par¢alanmasi

8. Doku biiyiikse saat cami iizerinde bir damla su iginde bistiiri yardimiyla

kiyildiktan sonra yiiksek hizda santrifiij edilerek su miimkiin oldugunca
uzaklastirildi.
Pellet iizerine 180-190 pl Buffer ATL ve 20-30 pl proteinaz K eklenerek
vortekslendi.
NOT: Bir kisim 6rnege manuel olarak hazirlanan lizis buffer uygulanmis olup
prosediir asagidaki gibidir;

200-500 pl lizis buffer 6rnege eklendi ve vortekslendi.

Ornekler 56 °C' de inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

13

14.
15.

16.

17.

18.

19.
20.

21

Sabah ve aksam olmak iizere 20 pl proteinaz K (20 mg/ml stok
solusyonu) ilavesi yapildi.

Doku tamamen parcalanincaya kadar lizis 2-5 giin devam ettirildi.

Lizis sonras1 6rnek proteinaz K inaktivasyonu i¢in 95 °C' de 10 dk
bekletildi. Yonteme 13. adimdan devam edildi.
1 saat ya da doku tamamen pargalanincaya kadar 56 °C' de inkiibe edilir. Etkili bir
lizis saglamak i¢in karsistirici-calkalayici kullanildi.
90 °C' de 1 saat inkiibe edildi. (90 °C' de inkiibasyon kismen niikleik asitlerin
formaldehit modifikasyonlarini bozar.)

Tiipilin kapaginda kalan solusyonu uzaklastirmak i¢in kisa santrifiij yapildi.

.200 pl buffer AL ve 200 pl etanol (%96-100) onceden karistirilarak Ornege

birlikte eklendi ve pipetaj yapildi.

Kapakta solusyon kalmamasi i¢in kisa santrifiij edildi.

Karigim dikkatle kenarlar1 1slatadan QIAamp MinElute kolon i¢ine alindi. Kapak
kapatilarak 6000 g' de 2 dk tiim solusyon alta gecene kadar santrifiij edildi.

Spin kolon temiz bir toplama tiipiine alind1 ve filtrat i¢eren toplama tiipii atildu.
Kolon dikkatle agilarak 500 pl Buffer AWI1 eklendi. 6000 g' de 2 dk
santrifiijlendi. Kolon temiz bir toplama tiipline alnd1 ve filtrat i¢ceren toplama tiipii
atild.

Kolon dikkatle agilarak 500 pl Buffer AW2 eklendi. 6000 g' de 2 dk
santrifiijlendi. Kolon temiz bir toplama tiipiine alind1 ve filtrat i¢eren toplama tiipii
atild.

Zarim tamamen kurumasi i¢in 20 000 g' de 3 dk santrifiij edildi.

Kolon 1.5 ml' lik ependorf tiipe alinarak filrat igeren toplama tiipii atildi. Dikkatle
spin kolonun merkezine 20-100 ul Buffer ATE (eliisyon buffer) birakildi.

. Kapak kapatildiktan sonra oda sicakliginda en az 1 dk inkiibe edildikten sonra 20

000 g' de santrifiij edildi.
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5.2.2. Genomik DNA’ nin Spektrofotometre ile Konsantrasyonunun Tespiti

Parafin bloklardan genomik DNA izolasyonu isleminden sonra genomik DNA
ornekleri spektrofotometrede “5Sul DNA ornegi+95 ul enjeksiyonluk su’olacak sekilde
sulandirilarak 260/280, 260/230 absorbans degeri oranlar1 ve DNA konstantrasyonlari
Olctildii. Spektrofotometrede okunan degerler goz oniine alinarak stok genomik DNA’
lar istenen konsantrasyonlarda sulandirilarak ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi. Genomik

DNA ornekleri uzun siire saklanabilmeleri i¢in -80 °C” de muhafaza edildi.
5.2.3. IDHI Geni Mutasyon Taramasi
5.2.3.1. IDH1 Geninin PCR ile Amplifikasyonu

IDHI geninin 4. ekzonunun amplifikasyonunda kullanilacak primer dizileri
Primer 3 programi kullanilarak hazirlandi. (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) IDHI geni

icin kullanilan primerlerin dizileri ve PCR iiriinii baz uzunluklar1 Tablo 2’ de verildi.

Calismaya dahil edilen 54 GBM bireyinde IDHI geninin 4. ekzonu amplifiye
edildi. Agaroz jel elektroforezinden sonra PCR fiirlinleri NucleoSpin Extract II kiti ile
saflagtirildi. Tablo 2° de verilen primerler kullanilarak sekans reaksiyonu (Cycle
Sequencing) gerceklestirildi. Bu islemden sonra PCR {iriinleri sephadexten gecirilerek
saflastirildi. Son olarak saflastirilan PCR fdirtinleri 3130 genetik analiz cihazinda
(Applied Biosystems) yiiriitillerek ekzon ve ekzon-intron baglanti bolgelerindeki

degisimler belirlendi.

Tablo 2. IDHI geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve PCR f{irlinii
uzunluklari.

Primer No Primer dizisi (5°-3”) Primer ad1 PCR Uriin (bp)
540 tggcagattttggtgtactcag IDHI_EX 4 _F
541 tcataccttgcttaatgggtgtag IDHI_EX 4 R ¥
718 gagctctatatgccatcactge IDH1_EX 4_F2
778 tatggtgccatttggtgatttc IDH1_EX 4_R3 2
779 tgctgcagaagetataaagaage IDH1_EX 4_F3
541 tcataccttgcttaatgggtgtag IDHI_EX 4 R 8
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PCR icerigi

Mutasyon analizi i¢in yapilan ilk 1X 25ul” lik PCR asagidaki gibi hazirlandz;

1X
PCR kosullart
5X PCR Tamponu............... Sul 94°C 4’Baslangi¢ denatiirasyonu
MgCl; (25 mM).......coeenenee 1.5 pl
dNTP Karisimi (10 mM).....1 ul 94°C 30" Denatiirasyon
Pr F (10pmol/ul).................. 1 pl 60°C 1’ Baglanma 38 dongii
Pr R (10pmol/pl)................. 1 pl 72°C 1’ Sentez (Uzama)
Taq Polimeraz (5U/ul).......0.1 pl
gDNA (25 Ilg/pl) ................ 2.5 ].ll 72 OC 6’ SOl’l SenteZ (uzama)
dHZO .................................. 129“1 10 OC OOBekleme

Toplam : 25 pl

Toplam reaksiyon hacmi distile su ile 25 pl’ ye tamamlandi. Her reaksiyona

kontaminasyon kontrolii i¢in DNA i¢ermeyen bir negatif kontrol (dH,O) eklendi.
PCR, Applied Biosystems 9700 termocycler cihazinda gercgeklestirildi.

5.2.3.2. IDHI Geni Ekzonlar1 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile

Yiiriutilmesi

PCR reaksiyonlar1 sonucu olusan amplikonlar1 yiiriitmek i¢in %2’ lik agaroz jel
hazirland1. Ornekler (2 pl PCR firiinii + 2 ul yiikleme tamponu+4 ul dH,O) kuyucuklara
yiiklendi ve 100 Voltta 30 dk yiiritildi. Agaroz jel elektroferezi sonuglar1 jel
goriintlileme sistemi (Gel Logic 2000, KODAK, ABD) ile degerlendirildi.

5.2.3.3. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi

Tablo 2’ deki primerlerle amplifiye edilen PCR iiriinleri Nucleospin® Extract 11
(Macharey-Nagel) kiti ile firmanmn onerdigi gibi asagidaki protokol dogrultusunda

temizlendi;

1. Son hacmi 25 pl olan PCR fiiriinlerin bulundugu platelerdeki kuyucuklarin tizerine

200 ul NT Buffer eklendi.
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2. PCR irini-NT Buffer karigimi 2 ml” lik toplama tiipi iizerindeki
Nucleospin®Extract Column tiiplerine aktarilarak, 11 000 g’ de 1 dk santrifijj
edildi.

3. Toplama tiiplerindeki sivi dokiildiikten sonra, Nucleospin®Extract Column tiipler
temiz toplama tiiplerinin iizerine alind1.

4. Nucleospin®Extract Column tiiplerindeki membran tizerine 600 pl NT3 Buffer
eklenerek 11 000 g’ de 1 dk santrifiij edildi.

5. Toplama tiiplerinde s1vi uzaklastirildiktan sonra tiipler ikinci kez 11 000 g’ de 2
dk santrifiij edilerek NT3 Buffer tamamen memrandan uzaklastirildi.

6. Nucleospin®Extract Column tiipleri 1.5 ml’ lik eppendorf tiiplerin {izerine
alinarak membran tlizerine PCR {irlinlerinin bant yogunluklarina gore 15-50 pl su
eklendi ve oda sicakliginda en az 1 dk bekletildikten sonra 11 000 g’ de 1 dk
santrifiijjedildi.

7. Eppendorf tiipte kalan PCR iiriinlerinden 2 pl alinarak %2’ lik agaroz jelde 100
voltta 20 dk yiiriitiilerek kontrol edildi.

5.2.3.4. Dongii Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Temizlenen PCR iiriinleri dongii dizileme reaksiyonu i¢in kalip olarak kullanildi.
Dongili dizileme reaksiyonunda herbir ekzon i¢in IDH1 EX 4 F, IDH1 EX 4 F2,
IDH1 EX 4 R3 ve IDH1 EX 4 F3 primerleri kullanildi. Dongii dizileme reaksiyonu,
BigDye® Terminatér v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems) kullanilarak
Applied Biosystems 9700 termocycler cihazinda gerceklestirildi.

Primer se¢iminde; dizilenecek bolgede on adetin {izerine baz tekrarinin olmamasi,
secilen primerin dizilenecek ekzona olan uzaklig1 ve ekzon-intron baglant1 bolgesinde
mimkiin oldugunca fazla diziyi okumamamizi saglayacak primerin secilmesi gibi

durumlara 6zen gosterildi.
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PCR icerigi

Mutasyon analizi i¢in yapilan ilk 1X 25ul’ lik PCR asagidaki gibi hazirlandz;

1X PCR kosullar
BigDye....ccooviiiieeiieiee, 1l 96°C 1’ Baslangi¢ denatiirasyou
SX Buffer......ccoceeiiiiniinnnnn. 1.5 pl 96°C  15°> Denatiirasyon
Primer (10pmol/ul).................. 0.32 ul 50°C 15 Baglanma 25 déngii
Temizlenmis PCR iiriinii......... 0.5 ul 60°C 2’ Sentez (Uzama)

deO ....................................... 6.5 ul 10 OC o Bekleme
Toplam :10 pl

PCR, Applied Biosystems 9700 termocycler cihazinda gerceklestirildi.
5.2.3.5. PCR Uriinlerinin Sephadex® ileTemizlenmesi

1. Kolon tiipler 2 ml’ lik toplama tiipleri iizerine alindu.
1 gr sephadex tartilarak 12-13 ml dH,O igerisinde ¢oziildii.
Kolon tiiplere 600 pl sephadex eklendi ve 750 g’ de 2 dk santrifiij edildi.

s » b

Toplama tiipleri atildi ve kolon tiipler 1.5 ml’ lik eppendorf tiiplerin iizerine

alind1.

5. PCR iriinleri (son hacim 10 pl) kolon tiipteki sephadex {izerine, sephadexin
yapisin1 bozmadan, dikkatli bir sekilde eklendi.

6. 750 g’ de 5 dk santrifiij edildi.

7. 1.5 ml’ lik eppendorf tiipe gegen PCR iiriinleri (son hacim yaklasik 13 pl), ABI

3130 genetik analiz cihazi lizerindeki platelere aktarilana kadar 4 °C’ de saklandi.
5.2.3.6. DNA Dizi Analizi

Dongili dizileme reaksiyonundan sonra sephadexten gegirilen PCR {iriinleri ABI
3130 (Applied Biosystems) genetik analiz cihazi iizerindeki platelere aktarildi. Cihaz
hazir hale geldikten sonra DNA dizi analizi baslatildi.
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5.2.4. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Caligsmaya dahil edilen GBM tanist almig 20 olguya ve kontrol olarak kullanilacak
normal beyin dokusundan alinan 10 olguya 10q23/PTEN lokusu agisindan FISH analizi
uygulandi. FISH analizi ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit' in modifiye
edilmesiyle yapildi.

5.2.4.1. Problarin Secilmesi

Konu ile ilgili literatiir calismasini takiben olgulara ait interfaz hiicrelerine
kromozom 10q23PTEN/CEN 10 Dual Color probun (Zytovision, Z-2078-200)
uygulanmasina karar verildi. PTEN genini hedef alan prob ZyGreen (yesil) ile,

kromozom 10 a-satellit sentromerik prob ise ZyOrange (kirmizi) ile isaretlidir.
5.2.4.2. ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit ile FISH prosediirii
Deparafinizasyon ve Lizis

1. 1.5 ml' lik ependorf tiiplerdeki 10 pm kalinlhiginda 4 kesit ilizerine 1.5 ml ksilol
eklenerek 5-10 dk bekletildi.

2. Ornekler, ksilol uzaklastirildiktan sonra %100, %100, %90, %70, %50' lik alkol
serilerinden her birinde 5' er dk olmak tizere gecirildi.

3. 5 dk distile suda bekletildi.

4. Sudan uzaklastirilan O6rnekler onceden 98 °C' ye 1sitilmis Heat Pretreatment
Solution Citric i¢inde 98 °C' de 15 dk bekletildi.

5. Ornekler hemen distile suda yikandh.

6. %0.5' lik pepin soliisyonundan 1.5 ml herbir 6rnege eklenerek 37 °C su
banyosunda 30 dk ya da doku tamamen pargalanincaya kadar bekletildi.

7. Pepsin soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 1.5 ml Wash Buffer SSC ilave edilerek 5
dk bekletildi.

8. Buffer uzaklastirildiktan sonra 1.5 ml PBS ilave edilerek 5 dk bekletildi.

9. PBS uzaklastirildiktan sonra tek hiicre pelletinin yogunluguna bagl olarak uygun
miktarda Carnoy fiksatifi eklenerek onceden alkol ile temizlenmis lam {izerine

yayma yapildi.
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10. Dehidratasyon i¢in lam iizerine damlatilmis 6rnekler %70, %80, %96' lik alkol
serilerinden herbirinde 1' er dk bekletilmek iizere gegirildi.

11. Lamlar oda 1s1sinda kurumaya birakildi.
Denatiirasyon ve Hibridizasyon (Karanlhkta)

12. Lamlar mikroskop altinda incelenerek probun damlatilacag: alan belirlendi.

13. 10 ul prob belirlenen alana damlatilarak lamel ile kapatildi ve rubber cement ile
lamelin yapismasi saglandi.

14. 75 °C' de 10 dk denatiirasyon yapildi.

15. Lamlar nemli ve karanlik bir kutu igine alinarak 37 °C' de overnight hibridize

edildi.
Hibridizasyon sonrasi yikamalar (Karanhkta)

16. Lamlar 37 °C su banyosunda bulunan 1X Wash Buffer A i¢ine batirilarak rubber
cementten temizlendi.

17. Lamlar 2 defa 1X Wash Buffer A icinde 37 °C' de 5 dk yikandi.

18. Lamlar %70, %80, %96' lik alkol serilerinden herbirinde 1' er dk bekletilmek
iizere gecirildikten sonra kurumaya birakildi.

19. Oda 1sisina getirilmis DAPI/Antifade- Solution' dan 25 pl lam iizerine
konulduktan sonra hava kabarcigi olmamasma dikkat edilerek lamel ile
kapatildiktan sonra 15 dk karanlikta bekletildi.

20. 2-8 °C' de muhafaza edildi.

5.2.5. Biyoinformatik Analizler ve Verilerin Degerlendirilmesi

Genetik degisimler ve hasta yas1 arasindaki iliski Mann Whitney testi kullanilarak
degerlendirildi. Olgularin sag kalim siireleri Kaplan-Meier metodu (Log-Rank Test)
kullanilarak degerlendirildi. Tiim testlerde istatiksel anlamlilik P <0.05 olarak alindi.
Analizler "Statistical Package for the Social Services" (SPSS) yazilim programinda

yapildi.

Dizi analizi sonuglart Chromas v2.3 (www.technelysium.com.au/chromas.html),
NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),

SeqScape® software v2.5 programlart ile analiz edildi. Elde edilen veriler gen
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bankasindan alinan referans IDHI dizisi (GenBank kayit no: NC_000002.11) ile
karsilastirilarak degerlendirildi.

FISH analizi yapilan olgulara ait preparatlar Epi Floresan (Nikon E-800)
mikroskobunda Fluorescence Imaging Sistem (Metasystem ISIS) ile uygun filtrelerle
incelendi. Her olguda 100-200 interfaz nukleusu analiz edildi. Her hiicre i¢in hedef gene
ya da kromozom sentromerine ait sinyaller sayildi. Sinyallerin degerlendirilmesi
sirasinda iist liste gelmis, birbirine ¢ok yakin ve sinyal biiyiikliigii birbirinden farkli olan
(iki kat1 ya da daha fazla olan) sinyaller degerlendirmeye alinmadi. Kullanilan probun
analizi sirasinda kontrol 6rneklerinden belirlenen cut off degeri kullanildi. Cut off (esik
degeri) degeri, 10q23/PTEN hemizigot kayiplart i¢in 9.6; monozomi i¢in 6.8,
homozigot delesyon i¢in 3.5 olarak degerlendirildi (Tablo 6).
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6. BULGULAR

Bu calisma kapsaminda, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma
Multiforme” tanis1 koyulmus 54 olgu degerlendirmeye alindi (Resim 1). Bu olgulara ait
parafin bloklardan elde edilen DNA &rneklerinde /IDH1 geninin 4. ekzonu dizi analizi
yontemi ile incelendi. Yapilan dizi analizi sonucunda 5 olguda (% 9.3) heterozigot

¢.395G>A mutasyonu tespit edildi.

IDH] geninin 4. ekzonunda ¢.395G>A (p.R132H) mutasyonu tastyan tiim olgular
(5 olgu) ve bu mutasyonu tasimayan 49 olgu arasindan secilen 15 olgu olmak iizere
toplam 20 olguya ait parafin bloklardan tek hiicre siispansiyonlari elde edilerek
10q23/PTEN delesyonlar1 FISH analizi ile incelendi. Ayrica malign karakter icermeyen
10 normal beyin dokusuna kontrol cut off (esik degeri) degerini elde etme amaciyla

FISH analizi uygulandi.

Olgularin histopatolojik tanilari, yaslari, cinsiyetleri ve sag kalim siireleri hasta

dosyalarindan ve T1bbi Patoloji Anabilim Dali' ndan temin edildi.

Resim 1. GBM' li olgularin biyopsi kesitilerinden Hematoksilen-eosin boyama ile
hazirlanan histopatolojik goriiniimleri, A. Nekroz ¢evresinde palizat (10X biiyiitme), B.
Mitotik figiir (40X biiyiitme), C-D. Damar proliferasyonlar1 (10X biiyiitme).
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6.1.Klinik Bulgular
6.1.1. Cahsma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri

Aragtirma grubumuzda dizi analizi yapilan 54 olgunun yaslar1 31-82 arasinda
degismekteydi. Kadinlarin yas ortalamasi 54 ve erkeklerin yas ortalamasi 55 olup bu

olgularin 18'1 kadin (%33.3) ve 36' s1 erkek (%66,6) olarak saptandi (Tablo 3).

Ayrica FISH analizi yapilan 20 olgunun yaslar1 33-82 arasinda degismekteydi.
Kadinlarin yas ortalamasi 58, erkeklerin yas ortalamasi 63 olup 5' i kadin (%25), 15'1
erkek (%75) olarak saptandi (Tablo 3).

Tablo 3. Hastalarin yas gruplarina gore dagilimlari

n %o
Cinsiyet | Yas Grubu Dizi
Dizi analizi | FISH FISH
analizi
<39 2 0 3.7 0
40-49 4 1 7.4 5
Kadin
50-59 6 2 11.1 10
60+ 6 2 11.1 10
Toplam 18 5 33.3 25
<39 5 3 9.26 15
40-49 10 1 18.52 5
Erkek
50-59 5 0 9.26 0
60+ 16 11 29.6 55
Toplam 36 15 66.7 75
Genel 54 20 100 100
Toplam
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6.2. IDH1 Geninde Dizi Analizi ile Mutasyon Taramasi
6.2.1. IDH1 Geninin PCR ile Amplifikasyonu

Arastirma grubuna dahil edilen 54 olgunun tiimor 6rneklerinden elde edilen
DNA' lardan IDHI geninin 4. ekzonu i¢in tasarlanan primerler ile amplifikasyon

gerceklestirildi.

Dordiincli ekzonun amplifikasyonu sonucunda 259, 358 ve 539 bp'lik iirlinler

elde edildi (Resim 2).

259bp
358 bp
539 bp

M

' b o

500bp —

300bp —

200bp —
100 bp —

Resim 2. IDHIgeni ekzonlariin agaroz jel elektroforezi goriintiisi (M: NEB 100 bp
Marker)

6.2.2. DNA Dizi Analizi

Aragtirma grubuna dahil edilen 54 olgunun tiimor Orneklerinden elde edilen
genomik DNA' lar ile gergeklestirilen amplifikasyon sonrasi elde edilen /DHI geninin
4. ekzonu, dizilenerek degisimler analiz edildi. Elde edilen DNA dizi analizi sonuglari
IDHI’in referans dizisi (GenBank kayit no: NC 000002.11) ile karsilastirildi. Yapilan
DNA dizi analizi sonucunda; 54 olgunun 11' inde heterozigot degisiklik gdzlendi (Tablo
4) 11 heterozigot degisikligin altis1 daha 6nce tanimlanmis olan ¢.315C>T SNP’ lere
karsilik gelmektedir (rs11554137). Diger bes olgu (5/54; %9.3) ise bilinen c.395G>A
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degisimi olup bu degisim herhangi bir SNP’ e karsilik gelmemekle birlikte, bu IDHI
proteininin 132. pozisyonundaki argininin histidine doniisiimiine (p.R132H) neden

olmaktadir (Resim 3).

Tablo 4. IDHI geni 4. ekzonu iizerinde goriilen degisimler

DNA No. Sag kalim (ay) Yas Cins. | Ekzon Niikleotid degisimi

5003 20 43 K Ex-4 | ¢c.395G>A (p.R132H)

5004 5 62 K Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5005 N 31 K Ex-4 | -

5008 1 82 E Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5009 17 69 E Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5010 N 61 E Ex-4 | -

5011 N 52 E Ex-4 | ---

5012 N 59 K Ex-4 | ---

5013 N 47 E Ex-4 | ---

5014 4 68 E Ex-4 | ---

5015 N 49 K Ex-4 | ---

5016 N 45 E Ex-4 | -

5018 N 50 K Ex-4 | ---

5025 N 70 K Ex-4 | ---

5028 5 69 E Ex-4 | ---

5029 N 67 K Ex-4 | -

5030 15 55 K Ex-4 | ---

5034 20 70 K Ex-4 | -

5037 N 44 K Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5042 5 75 E Ex-4 | ---

5043 N 62 E Ex-4 | -

5044 6 76 E Ex-4 | ---

5045 N 72 K Ex-4 | ---

5046 N 50 E Ex-4 | -

5050 N 50 E Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5056 7 79 E Ex-4 | ¢.395G>A (p.R132H)

5058 9 59 K Ex-4 | ---

5060 7 74 E Ex-4 | -

5061 N 65 E Ex-4 | ¢.315C>T (p.G105G) rs11554137
5062 1 77 E Ex-4 | -

5063 16 60 E Ex-4 | ---

5064 N 61 E Ex-4 | -

5065 N 33 E Ex-4 | ---

5066 N 49 K Ex-4 | -

5067 3 65 E Ex-4 | -

5070 N 41 E Ex-4 | -

5072 N 48 E Ex-4 | ---

5073 N 50 K Ex-4 | -

5075 N 71 E Ex-4 | -

5076 N 50 E Ex-4 | ---

5078 5 49 E Ex-4 | ---

5090 2 36 E Ex-4 | ¢.395G>A (p.R132H)
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Tablo 4' iin devami

5095 24 33 E Ex-4 | c.395G>A (p.R132H)
5103 N 41 E Ex-4 | --

5113 N 37 E Ex-4 | --

5123 N 45 E Ex-4 | --

5125 N 50 K Ex-4 | -

5128 7 38 E Ex-4 | ¢.395G>A (p.R132H)
5132 N 50 E Ex-4 | -

5135 N 35 K Ex-4 | -

5136 N 45 E Ex-4 | --

5137 N 41 E Ex-4 | --

5140 N 60 K Ex-4 | -

5145 N 45 E Ex-4 | -

N: Bilgilerine ulagilamayan olgular

---: IDH] geninde degisim saptanmayan olgular

o

2

o

w

G>A

Lo ]

o

o

o

o

)

Normal

¢.395G>A degisinu

Resim 3. .IDH] geninde tanimlanan ¢.395G>A mutasyonlu bir olguya ait kromatogram.

Ust panel; normal olgu, alt panel; heterozigot mutant olgu

IDHI ¢.395G>A mutasyonunu tasiyan olgularin yas ortalamasi 46 iken bu

mutasyonu tasimayan olgularin yas ortalamasi 56 olarak saptandi. Yapilan Mann
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Whitney istatistik analizi sonucunda bu mutasyonu tasiyan ve tagimayan olgularin yas
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (P=0.078) (Tablo

5).

IDHI ¢.395G>A mutasyonu ile sag kalim arasindaki iliskinin varligim
anlayabilmek icin; sadece ¢.395G>A mutasyonunu tasiyan olgular ile bu mutasyonu
tagimayan olgular arasindan secilen 15 olgunun (FISH analizi yapilan 20 olgu) sag
kalim bilgilerine ulasildi ve 20 olgu degerlendirmeye alindi. Bu 20 olgunun sag kalim
stireleri ayr1 ayr1 Kaplan-Meier metodu ile (Log-Rank Test) degerlendirildi. /DH1
¢.395G>A mutasyonunu tasiyan olgularin ortalama sag kalim siiresi 12 ay iken, bu
mutasyonu tasimayan olgularda 8 ay olarak saptandi. Yapilan istatistiksel analiz

sonucunda anlamli bir fark elde edilemedi (Log Rank, P= 0.169) (Sekil 7).

Tablo 5. IDHI ¢.395G>A mutasyonunu tastyan ve tagimayan olgularin yas iliskileri

c.395G>A ¢.395G>A
mutasyonlu mutasyonsuz
Olgu sayisi 5/54 49/54
Ort. yas 46 56

Survival Functions

IDH1

104
1 mut. var
—.‘_“ [ mut. yok
l_- == VAR-censored
08 — = YOl-censored

o
™
|

Cum Survival

04—

00+

I I I I ! 1
o 5 10 15 20 25

sag kalim ay

Sekil 7. IDHI ¢.395G>A mutasyonu tasiyan ve tasimayan olgularin sag kalim

stirelerinin y1gilim grafigi
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6.3. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) analizi

Dizi analizi sonucunda c.395G>A mutasyonunu tastyan tiim olgular (n=5) ve bu
mutasyonu tagimayan 49 olgu arasindan secilen 15 olgu aragtirma grubuna dahil
edilerek toplam 20 olgunun tiimor 6rneklerinden elde edilen tek hiicre siispansiyonuna
10q23/PTEN lokusuna 6zgii prob ile FISH analizi uygulandi. FISH analizlerinde
kullanilacak cut off degerini saptamak amaciyla malign hiicre igermeyen 10 normal
beyin dokusundan elde edilen tek hiicre siispansiyonuna 10q23/PTEN lokusuna 6zgii
prob ile FISH analizleri yapilarak her bir doku i¢in 200 hiicre sayildi. Analizi yapilan 10
normal olguda goriilen degisimlerin (monozomi 10, homozigot ve hemizigot delesyon)
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanarak cut off degeri (ort+ 3Std Sapma)
belirlendi. GBM' li olgularin FISH analizi sonuglari, kontrol grubundan elde edilen cut

off degeri (Tablo 6) referans alinarak degerlendirildi.

Yapilan FISH analizi sonucunda; 20 olgunun 12' sinde (%60) 10q23/PTEN
kayb1 gozlendi. (Tablo 7). Bu degisimlerden 4' ii (%20) 10. kromozomun monozomisi
ve 8'1 (%40) hemizigot 10q23/PTEN delesyonu idi.

Tablo 6. Normal beyin dokusundan elde edilen Cut off degerleri

) Monozomi 10q23/PTEN 10q23/PTEN
Ornek No 10 Homozigot Hemizigot
Delesyonu Delesyonu

K-PTEN 1 0 0 |
K-PTEN 2 0 0 3
K-PTEN 3 6 ! 3
K-PTEN 4 0 | 5
K-PTEN 5 0 3 6
K-PTEN 6 0 0 5
K-PTEN 7 2 0 6
K-PTEN 8 ) 0 5
K-PTEN 9 ] ] 6
K-PTEN 10 | | ’
Ort. 1.2 0.7 3.9
Std Sapma 1.8 0.9 1.9
3XStd. Sapma 56 238 57
Cut off (ort+
3Std Sapma) 6.8 3.5 9.6
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Tablo 7. 10q23/PTEN lokusunda goriilen degisimler

Sag - Monozomi Homozigot Hemizigot 10q23/PTEN
HastaNo | papym | Yas Cins. 10 10q23/PTEN | 10q23/PTEN degisimi
(ay) Delesyonu delesyonu
Hemizigot
GBM-F-1 15 55 K 0 4 16 ermzigo
delesyonu
GBM F2 4 68 E 13 0 9 Monozomi 10
GBM F3 1 77 E 0 0 2 Normal
GBM F4 16 60 E 8 6 4 Monozomi 10
Hemizigot
GBM F5 5 62 K 2 3 1 CHIZIEO
delesyonu
GBM F6 17 69 E 3 0 9 Normal
GBM F7* 20 43 K 0 0 15 Hemizigot
delesyonu
Hemizigot
GBM F8 3 65 E 6 1 21
delesyonu
GBM F9 6 76 E 4 0 4 Normal
GBM F10 7 74 E 2 2 7 Normal
GBM F11 5 49 E 2 0 8 Normal
Hemizigot
GBM F12 20 70 K 1 4 14 CIIzIgo
delesyonu
GBM F13* 2 36 E 1 0 2 Normal
GBM F14* 24 33 E 2 0 3 Normal
GBM F15 5 69 E 32 1 1 Monozomi 10
Hemizigot
GBM F16* 7 79 E 3 0 17
delesyonu
Hemizigot
GBM F17 5 75 E 0 1 12 cmizigo
delesyonu
Hemizigot
GBM F18* 7 38 E 3 1 16
delesyonu
GBM F19 9 59 K 10 0 2 Monozomi 10
GBM F20 1 82 E 0 0 6 Normal

*: IDHI ¢.395G>A mutasyonu tagiyan olgular
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Resim 4 Olgulara ait FISH goriintiilleri A. GBM F6 olgusuna ait normal interfaz
hiicresi. B-D. GBM F4, F15, F19 olgularina ait interfaz hiicresinde monozomi 10.
(PTEN ; yesil sinyal; CEN 10; kirmizi sinyal)
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Resim 5. Olgulara ait FISH goriintiileri A-D. GBM F7, F8, F16 ve F18 olgularina ait
interfaz hiicresinde hemizigot 10q23/PTEN delesyonu (PTEN ; yesil sinyal; CEN 10;

kirmiz1 sinyal)
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10q23/PTEN lokus kayb1 tastyan ve tasimayan olgularin yas ortalamasi ayr1 ayri
62 olarak saptandi. Her iki gruptaki yas ortalamalar1 ayni oldugundan anlamlilik testi

uygulanmadi (Tablo 8).

10q23/PTEN lokus kayb1 tagiyan olgularin sag kalim siireleri 10 ay, 10q23/PTEN
lokus kaybi tasimayan olgularin sag kalim siireleri ise 8 ay olarak saptandi.
10g23/PTEN lokus kaybi tastyan olgular ile tasimayan olgularin sag kalim siireleri ayri
ayr1 Kaplan-Meier metodu ile (Log-Rank Test) degerlendirildi ve aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi (Log Rank, P= 0,404) (Tablo 8, Sekil 8).

Tablo 8. GBM tiimdr 6rneklerindeki 10q23/PTEN lokus kaybi oranlar1 ve sag kalim

stireleri ile ortalama yagslar1.

10q23/PTEN kayb1 tasiyan 10q23/PTEN kaybi tasimayan
olgular (%) olgular (%)
Olgu sayis1 12/20 (%60) 8/20 (%40)
Ortalama yas (y1l) 62 62
Ortalama sag kahm siiresi
10 8
(ay)

Survival Functions

10q23/PTEN

1,0
Mvar
I oK

L -+ WAR-censored
0,8 l

06—

00—

Cum Survival

T | ! I | I
1] ] 10 15 20 25

sadi kalim ay

Sekil 8. 10q23/PTEN kayb1 tastyan tagiyan ve tasimayan olgularin sag kalim siirelerinin
y1gilim grafigi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Diinya saglik orgiti (WHO) tarafindan IV. derece olarak simniflandirilan
Glioblastoma multiforme (GBM) astrosit hiicrelerinden koken alan, hizli seyirli
timorlerden biri olup tiim primer beyin tiimdrlerinin dortte birini olusturmaktadir.
GBM' ler histopatolojik, klinik ve genetik agidan astrositik hiicrelerden de novo gelisen
primer glioblastoma ve diisiik dereceli (WHO II. derece) ya da anaplastik
astrositomalarin (WHO III. derece) hem daha yavas ilerlemesi hem de daha malign hale
gecmesiyle gelisen sekonder glioblastoma olmak {izere iki alt tipe ayrilmaktadir (3, 6,

25).

Son yillarda beyin tiimori genetiginde Onemli ¢aligmalar yapilmakta olup
ozellikle tani, tedavi ve hasta sag kalimina etkili olan molekiiler markirlar {izerinde
yogunlagmaktadir. Bu markirlardan IDHI sekonder GBM' ler i¢in 6nemli bir tani kriteri
haline gelmistir. Kanserdeki rolii daha onceleri tam olarak bilinmezken 2008 yilinda
Parsons ve arkadaslarinin GBM' 1i olgularda IDHI mutasyonlarmin varligim

gostermesiyle, bu gen tizerindeki ¢alismalar yogunlagmistir (13, 25).

Kromozom 2q33.3' de lokalize 10 ekzonlu olan IDHI geni tarafindan kodlanan
IDH1 enzimi, izositrat1 a-ketoglutarata doniistiirmekte ve bu reaksiyonda NADPH' in
olusumunu saglamaktadir. Ayrica lipid metabolizmasi, glukoz tolerans: ve iirettigi

NADPH sayesinde oksidatif hasarin hiicresel kontroliinde rol oynamaktadir (52, 56).

Pek cok caligmada, IDHI mutasyonlarinin, hiicresel metabolik fonksiyonlarda
anahtar rol oynayan IDHI1 enziminin substratini baglama bolgesi olan ve evrimsel

olarak korunmus 132. kodonu (R132) etkiledigi gosterilmistir.

Literatiirde GBM' li olgularda bildirilen /DHI mutasyonlari; heterozigot, somatik
c.C395G>A (p.R132H) niikleotid degisimi seklindedir (10, 13, 41, 64, 68). Dang ve
arkadaslari, IDHI R132 mutasyonlarinin, enzime yeni bir 6zellik kazandirarak a-KG' in
2HG' a indirgendigini gostermislerdir (11, 52, 60, 61). 2-HG, o-KG' in yarigmali
inhibitorii olarak davranarak HIFI-a' y1 parcalayan enzimlerin inaktivasyonuna sebep
olmaktadir. HIF1-o diisiik oksijen seviyesinde tiimor gelisimini kolaylastiran bir
transkripsiyon faktoridiir (25, 52, 62). Zhao ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada, IDH1
knockdown iken HIF1-a protein seviyesinin yiiksek, yabanil tip IDHI1' in
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overekspresyonu sonucu ise HIF1-a protein seviyesinin diisiik oldugunu gostermislerdir
(60). Bu sonuglar, IDH1' in a-KG "1 kontrol ederek HIF1-a seviyesini diizenledigini
gostermektedir (11, 25, 52, 54, 62). Yapilan c¢alismalara ragmen IDHI R132
mutasyonlarinin tiimdrigenezdeki rolii tam olarak aydinlatilamamis olup p.R132H
mutasyonunun 132. kodonu etkileyen diger mutasyonlara gore daha etkili oldugu ve a-

KG' 1 daha hizli azaltig1 bildirilmektedir (11).

Yapilan birgok ¢alismada 132. kodonu etkileyen I/DHI mutasyonu tasiyan
olgularin tagimayanlara nazaran daha geng¢ yasta olduklari ve sag kalim siirelerinin

anlaml sekilde daha uzun oldugu gosterilmektedir (10, 12, 13, 25, 41, 65).

R132' yi (132. kodonu) etkileyen bir mutasyon varliginda NADP*-bagimli IDHI'
in yabanil aktivitesinin azaldigt ve NADPH' 1, 2-HG iiretmek i¢in kullandig:
caligmalarla  gosterilmektedir  (59-61). Oksijen radikallerini temizleme ve
detoksifikasyon gibi siireclerde rol oynayan ve radyo- ve kemoterapi gibi oksidatif
strese karsi koruyucu bilesik olan NADPH' 1n seviyesinin azalmasi, oksidatif strese
kars1 direncin azalmasina neden olmaktadir. Bu durum normalde radroterapi ve
kemoterapiye direng gosteren GBM olgularinin /[DH1 mutasyonu tasidiklari durumlarda

neden daha uzun sag kalim gosterdigini agiklayabilmektedir (10).

Literatiirde IDHI mutasyon oranini; Ichimura ve ark. %6 (12), Sonoda ve ark. %8
(68), Nobusawa ve ark. %8.8 (13), Mellai ve ark. %10 (66), Sanson ve ark. %10.7 (14),
Parsons ve ark. ve Krell ve ark. %12 (41, 73), Balss ve ark. %12.3 (63), Yan ve ark. ve
Kalkan ve ark. %12.5 (64, 74), Felsberg ve ark. %14.2 (75), Kang ve ark. %16 (76),
Gravendeel ve ark. %19 (77), Bleeker ve ark. %20 ve Watanabe ve ark. %30 (10, 65)
olarak saptamiglardir. Caligmalarda tespit edilen /DHI mutasyonlari; 395. pozisyondaki
guanin niikleotidinin adenine doniisimii olan ¢.395G>A (p.R132H) seklindedir. Bu
mutasyonun (p.R132H) disinda ¢.394C>T (p.R132C), ¢.394C>G (p.R132G), c.394C>A
(p-R132S), ¢.395G>T (p.R132L) mutasyonlarinin varligim1 gosteren ¢aligmalar da
bulunmaktadir (10, 13, 66, 75).

Bazi ¢alismalarda primer ve sekonder GBM' lerde goriilen mutasyon oranlari ayri
ayr1 degerlendirilmistir. Primer GBM' lerdeki /DHI mutasyon oranin1 Mellai ve ark.

%]1.8 (66), Ichimura ve ark., Balss ve ark., Yan ve ark., Sanson ve ark., Sonoda ve ark.,
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Watanabe ve ark. Felsberg ve ark. %3-7 (12, 14, 63-65, 68, 75) olarak Parsons ve ark.,
Bleeker ve ark., Kang ve ark. %11.7-16 (10, 41, 76) olarak bulmuslardir. Ayni
arastiricilar, sekonder GBM' lerdeki /DHI mutasyon oranini ise %50-88 olarak tespit
etmiglerdir (10, 12-14, 41, 63-66, 68, 73-77). IDHI mutasyonunun 6zellikle sekonder
GBM' ler i¢in 6nemli markir oldugu literatiirde belirtilmektedir (13).

Calismamizda, olgular primer ve sekonder ayrimi yapilmadan caligmaya dahil
edilmis olup 54 GBM olgusunda IDHI geninin 4. ekzonu dizi analizi yontemiyle
sekanslanmis ve bulgular literatiir ile karsilastirilmistir (Tablo 9). Analizi yapilan 54
olgunun 5' inde (%9.3) ¢.395G>A (p.R132H) mutasyonu saptanmistir. Elde ettigimiz

oran literatiir (%6-30) ile uyumlu olarak bulunmustur.

Literatiirde pek ¢ok ¢alismada 132. kodonu etkileyen mutasyonlar tastyan GBM
olgularinin bu mutasyonlari tagimayanlara gére daha genc yasta oldugu tespit edilmistir.
Parsons ve ark., Balss ve ark., Ichimura ve ark., Sonoda ve ark., Nobusawa ve ark., Yan
ve ark., Watanabe ve ark., Felsberg ve ark., Mellai ve ark. ve Kalkan ve ark., IDHI
geninde mutasyon tasiyan olgularin (ort. 32-47.9 yas), tasimayanlara gore (ort. 52-61,5
yas) daha geng yasta oldudugunu saptamislardir (12, 13, 41, 63-66, 68, 74, 75, 77).

Calismamizda IDHI mutasyonu tasiyan olgularin yas ortalamasi 46 iken
tasimayanlarin 56 oldugu saptanmistir. Bu bulgu literatiir ile uyumlu olarak

bulunmustur.

IDHI mutasyonlar1 ve olgularin sag kalim siirelerinin iligkilendirilmesi ile ilgili
calismalarda; Parsons ve ark., Yan ve ark., Sanson ve ark., Sonoda ve ark., Nobusawa
ve ark., Gravendeel ve ark. ve Kalkan ve ark. mutasyonu tasiyan olgularin (ort. 19-66
ay) tasimayanlara gore (ort. 7-17 ay) daha uzun sag kalim gosterdiklerini bildirmislerdir

(13, 14, 41, 64, 68, 74, 77).

Calisgmamizda IDHI mutasyonu tagiyan olgularin sag kalim stireleri 12 ay,
tagimayanlarin ise 8 ay oldugu tespit edilmis olup, mutasyonlu olgularin daha uzun sag

kalim gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug literatiirle uyumlu olarak bulunmustur .

Calisma grubumuzda mutasyonu tasiyan ve tasimayan olgularin yas ve sag kalim

iligkilerini belirlemek i¢in yapilan istatistiksel analizlerde IDHI ¢.395G>A mutasyonu
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tastyan GBM' li olgularin az sayida olmasindan dolay1 olgularin hem yas hem de sag

kalim siireleri arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Tablo 9 Calismamizdaki IDH 1 mutasyonlarinin literatiir ile karsilastirilmast

IDH1 mutasyon orani Ort. yas Ort. sag kalim
IDHI (ay)
Cahsmalar PGr;;nl\:e[r Sekonder | Toplam | mut. tipi Mutasyon Mutasyon
(%) | CBM (%) | (%) " - " -
Balss ve ark.
(2008) 7 88 12.3 p-R132H 40 52 - -
ffﬁs?éléog)ve - . 12 p.R132H | 33 53 44 13
é"(‘)r(l)gze ark. 5 85 125 | pRI32H | 32 59 31 15
Sanson ve
ark. (2009) 6 77 10.7 p-R132H - - 27.4 14
Sonoda ve
ark. (2009) 5 67 8 p-R132H 35 57 66 17
:;’Etazggge;)ve 5 82 30 | pRI32H | 442 | 564 ; )
g‘(‘)r(l)%)ve ark | g - 16 p.R132H - - - -
Bleeker ve pR132H
ark. (2009)
11.7 73.3 20 p-RI32C - - - -
p.R132G
p.R132L
Nobusawa p.R132H
ve ark. R132C
- - p
(2009) 8.8 p.R132G 47.9 60.6 27.1 11.3
p.R132S
iii“;gg% el 3 50 6 pRI32H | 41 56 - -
Felsberg ve R132H
p.
ark. (2010) 7 81.25 142 | Dpiss | 22 60 - -
Gravendeel
ve ark. - - 19 p-R132H - - 24 7
(2010) p.R132X
Mellai ve R132H
p.
ark. (2011) 1.8 78.9 10 DRI3G | 415 | 6LS - -
iilk(az%l 1)Ve - - 12 pRI32H | 41 57 19 16
gg}ll )V ¢ ark. - - 12 p.RI32H - - - -
gﬂ‘fg’amlz - ; 9.3 pRI32H | 46 56 12 8
-: Bilgi elde edilemedi
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Calisgmamizin ikinci kisminda IDHI p.R132H mutasyonu bulunduran GBM' li
olgular ve bu mutasyonu bulundurmayan 49 olgu arasindan segilen 15 olgu ile toplam
20 olgu, 10g23/PTEN lokusu agisindan FISH analizi ile degerlendirilmis ve bulgular
literatiir ile karsilastirilmistir (Tablo 10).

10. kromozomun uzun kolunun 23. bolgesinde (10g23) bulunan PTEN timor
slipresOr geni, protein tirozin fosfataz ailesine ait hem protein hem lipid fosfataz
ozellikte olup dual bir fosfatazi kodlamaktadir. PTEN hiicre yaslanmasi, apoptoz, hiicre
dongiistiniin devami, hiicre proliferasyonu, hiicre gocii, DNA hasarina cevap gibi pek
cok hiicresel fonksiyonda rol oynamakta olup tiimor siipresor olma ozelligini lipid
fosfataz aktivitesi ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesini dnleyerek gergeklestirmektedir (15,

16).

GBM’ de 10q23/PTEN lokus delesyonlarinin 40 yasin iistiindeki vakalarda daha
siklikta gorildigii tespit edilmistir (43). Literatiirde bildirilen GBM' li olgularda
10q23/PTEN kayiplari; homozigot delesyonlar, hemizigot delesyonlar ve 10.

kromozomun monozomisi seklinde gériilmektedir (16, 43, 46).

Srividya ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, FISH analizi ile %42.5
oraninda homozigot 10q23/PTEN lokus delesyonu saptamis olup hemizigot delesyona
rastlamamiglardir. 10q23/PTEN homozigot delesyonu tasiyan olgularin (ort. 50 yas),
tasimayanlardan (ort. 43 yas) anlamlhi sekilde daha yashi olduklarini bulmuslardir.
Ayrica 45 yas istii olgularin kotii prognozlu oldugunu, ortalama sag kalim siiresinin
(ort. 14 ay), delesyon tagimayan olgulara gore (ort. 24 ay) daha kisa oldugunu
bildirmislerdir (43).

Perry ve ark. yaptiklari ¢alismada %41.6 (78) oraninda, Dalrymple ve ark. %71
(79) oraninda, Horiguchi ve ark. ve Amalfitano ve ark. %76.5 (33, 38) oraninda
monozomi 10 tespit etmislerdir. Horiguchi ve ark. monozomi 10 ve kotii prognoz
arasinda anlamli bir iliski bulmazken Perry ve ark. anlamli bir iliski oldugunu

bildirmislerdir (33, 78).

Korshunov ve ark. 2005 yilinda, 189 GBM olgusunda FISH analizi ile %59
oraninda 10q23/PTEN delesyonu tespit etmis, bu olgularin 60' inda monozomi 10, 51'

inde hemizigot delesyon saptamislardir. Calismalarinda homozigot delesyona
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rastlamamuslardir. 10q23/PTEN delesyonu gosteren olgularin 40 yasin iistiinde ve sag
kalim stirelerinin dikkate deger sekilde kisa oldugunu belirtmislerdir (46).

Calismamizda FISH analizi sonucunda; 20 olgunun 12' sinde (%60) 10q23/PTEN
kayb1 gozlenmis, bu degisimlerden 4’ iiniin (%20) 10. kromozomun monozomisi ve 8’
inin (%40) hemizigot 10q23/PTEN delesyonu oldugu gosterilmistir. Tespit ettigimiz
monozomi 10 oraninin Korshunov ve ark., (46) Horiguchi ve ark., (33) Dalrymple ve
ark., (79) Perry ve ark. (78) ile Amalfitano ve arkadaglarinin (38) bulduklar1 oranlara
gore daha diisiik oldugu goriilmistir. Calismamizda homozigot 10q23/PTEN

delesyonuna rastlanmamustir.

10g23/PTEN lokus kayb1 tasiyan ve tasimayan olgularin yas ortalamasi 62 olarak
saptanmis oldugundan istatistiksel anlamlilik testi uygulanmamigtir. 10q23/PTEN lokus
kayb1 tagiyan olgularin sag kalim siireleri 10 ay, tasimayan olgularin sag kalim stireleri
ise 8 ay olarak saptanmis olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamistir (Log Rank, P= 0,404).

Tablo 10. Calismamizdaki 10q23/PTEN degisimlerinin literatiir ile karsilastirilmasi

10q23/PTEN degisimi (%)
Cahsmalar . 10q23/PTEN 10q23/PTEN
Monozomi 10 Homozigot delesyonu Hemizigot delesyonu
Srividya ve ark. (2010) - 42.5 -
Dalrymple ve ark. (1995) 71 - -
Perry ve ark. (1997) 41.6 - -
Horiguchi ve ark. (1999) 76.5 - -
Amalfitano ve ark. (2000) 76.5 - -
Korshunov ve ark. (2005) 32 - 27
Calismamiz (2012) 20 - 40
-: Bilgi elde edilemedi
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IDHI mutasyonu ve kromozom 10" daki degisimlerinin birbirleriyle
iligkilendirilmesinde literatiirde, Sanson ve ark. (14) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada,
IDHI mutasyonlarinin yoklugu ile 10. kromozomun monozomisi arasinda giiclii bir
iliski oldugunu vurgulamiglardir. Calismamizda monozomi 10 goérdiigiimiiz 4 olguda
IDHI mutasyonu bulunamamistir. Olgu sayisinin az olmasi nedeniyle ¢alismamizda

boyle bir iligki varlig gosterilememistir.
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8. SONUCLAR

Yaygin bir glial tiimor olan Glioblastoma Multiforme' nin genetik etiyolojisinin
belirlenmesine katki saglamay1 amaglayan ¢alismamiz kapsaminda, 54 olgu DNA dizi
analizi ile, IDHI p.R132H mutasyonunu tagiyan tiim olgular ve bu mutasyonu
tagimayan olgular arasindan secilen 15 olgu olmak iizere toplam 20 olgu FISH analizi
ile degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismalarda su sonuglara varilmistir.

1. IDHI geni mutasyon taramasi sonucunda 5 heterozigot ¢.395G>A (p.R132H)
mutasyonu tespit edilmistir. Calismamizda olgular primer ve sekonder ayrimi
yapilmadan ¢alismaya dahil edilip IDHI ¢.395G>A (p.R132H) mutasyon frekansi %9.3
olarak bulunmustur.

2. IDHI R132 mutasyonlarinin dokuya spesifik olmasi ve yiiksek dereceli
gliomlarin gelisiminde 6nemli rolii oldugu bilinmesine karsin, /DHI mutasyonlarinin
biyolojik fonksiyonu hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu bilgiler 1s1ginda metabolik
yolakta O6nemli bir enzimi kodlayan IDHI geninin sadece mutasyon tespiti degil,
yolaktaki etkisi ve tiimdrigenezdeki roliiniin aydinlatilmasi1 konusunda daha genis olgu
gruplarini i¢eren ¢aligmalara ihtiyag vardir.

3. Calismamizin klinik kisminda, hasta dosyalarina ve dosya iceriklerine erisimde
yasanilan aksakliklar nedeniyle oOzellikle g¢aligma grubunu olusturan 54 olgunun
timiiniin dosyalarina erisilememis, erisilen dosyalardan ise tiim veriler elde
edilememistir. Bu tiir caligmalarda klinigin daha ¢ok katki vermesi gerekmektedir. Bu
sekilde hastalarin demografik 6zellikleri, aldig1 tedaviler ve sag kalim siirelerinin dogru
bir sekilde elde edilmesi yapilacak ¢alismalar agisindan ¢ok énemlidir.

4. Parafine gomiilii arsiv materyalleri iizerinde calismak birgok problemi
beraberinde  getirmekle  birlikte  yapilan  optimizasyonlarla  iiriin  kalitesi
artirilabilmektedir. Bu, hem DNA dizi analizi hem de FISH analizlerinde sorun olarak
karsimiza ¢ikmistir. En 6nemli sorun, dokunun fiksasyon sirasinda gegirdigi evrelere
bagli olarak goriilen DNA' nin kirik olmasi, PCR amplifikasyonu sonucu zayif iiriin
olugmasina neden olmaktadir. Amplifikasyonun basariyla gerceklesmesi i¢in amplifiye
edilecek bolgenin kirtk olmamasi Onemlidir. PCR amplifikasyonu i¢in daha kisa

amplikon veren primerler segilerek iiriin kalitesi artirilabilmektedir.
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5. GBM biyopsi dokulariin olduk¢a kiigiik olmasi, deparafinizasyon ve DNA
izolasyon asamalarinda bir miktar doku kaybi yasanmasi Onemli sorunlardandir.
Dolayistyla elde edilen DNA miktar1 olduk¢a az olmus bu da tiim ekzonlarin ¢aligilmasi
diisiincemize engel teskil etmistir. Ayrica dokunun kaliteli ve ¢ok oldugu 6rneklerden
elde edilen DNA' nin daha kaliteli oldugu gozlemlenmistir.

6. 10q23/PTEN lokusuna 6zgii prob ile yapilan FISH analizi sonucunda 8' i
hemizigot, 4' ii 10. kromozomun monozomisi olmak iizere 12 olguda 10q23/PTEN
kayb1 gbzlenmistir.

7. GBM dokusu heterojen ve normal dokuya infiltre 6zellikte oldugundan, FISH
analizinde neoplastik olmayan hiicrelerin sayisinin varligi ¢ift sinyal gérmemize neden
olabilir. Ayrica tek hiicre siispansiyonunun kalitesi, lam {izerine diisen hiicre sayis1 da
sinyalleri etkileyen faktorlerdendir. Bu nedenle tek hiicre siispansiyonlar1 hazilanirken
optimizasyonlar yapilarak (pepsin miktar1 ve siiresinin degistirilmesi vs) hiicre kalitesi
artirilabilir.

8. FISH analizi i¢in parafin bloktan tek hiicre silispansiyonu elde edilirken uygun
boyutta kesitlerin alinmasi ile ¢alismay1 etkileyebilecek artefakt ya da hiicrelerin bir
araya ya da {stiiste gelmesi engellenmis olur. Bu sekilde dogru hiicre analizi
gerceklestirilir.

9. Parafine gomiilii materyalden FISH analizi ¢alismanin bir diger zorlugu da
DNA' nin degrede olmasina bagli olarak var olan sinyalleri gorememektir. Bunu
onlemek i¢in kontrol grubu sayisinin fazla tutulmasi gerekir.

10. IDHI mutasyonu ile monozomi 10-10q23/PTEN delesyon iligkilerinin
anlagilabilmesi i¢in daha genis olgu gruplariin degerlendirilmesi gerekmektedir.

11. Calismamizda IDHI geninin diger ekzonlarin1 ¢alismak {izere calisilan
ve/veya yeni arsiv materyallerinden ve klinigin saglamasi durumunda taze doku
materyallerinden DNA dizi ve FISH analizleri yapilmasinin ¢alismamizda elde edilen

verilerin daha da anlam kazanabilmesi i¢in yararli olacag diisiiniilmektedir.
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