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OZET

Seven D. Glioblastoma Multiformeli Hastalarda Transkriptom Analizi. Istanbul
Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Genetik
ABD., Doktora Tezi. Istanbul. 2018

Ortalama sag kalim siiresi yaklagik 12 ay olan glioblastoma, beyin tiimorleri arasinda en agresif
ve en yaygin olandir. Insan sitomegaloviriis enfeksiyonu, iyonize isinlar, petrokimyasal
maddeler, lastik maddesine maruz kalmak glioblastomada risk artisina neden olur. Temel kanser
yolaklar1 glioblastomada da degisim gosterse de, 6zel bir biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Bu
calismanin amaci, glioblastomada ifadesi farklilagsan genleri tespit etmektir.

Tiimdr ve tiimdre komsu olan normal beyin dokusu ameliyat sirasinda istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Norosirurji AD’da gerceklesen cerrahi operasyonlarda alinmig, timor ve normal doku
degerlendirmesi patoloji uzmani tarafindan yapilmistir. RNA izolasyonu ve cDNA ¢evriminin
ardindan yeni nesil dizileme yapilacak 12 ¢ift 6rnegin kiitiiphaneleri hazirlanmis, ¢ogaltma ve
dizileme gerceklestirilmistir. 26 ¢ift drnekte RT PZR yontemi ile dogrulama yapilmistir.

RNA dizilemesi gerceklesen 12 ¢ift 6rnegin 3 ¢ifti tlimdr- normal dokunun birbirine yakinlik
gostermesi nedeniyle dislanmistir. 3062 anlamli farklilasmis ifade gosteren gen saptanarak ileri
analizlere alimmustir. IPA ile iist diizenleyiciler ve en ¢ok degisiklik gdsteren hedef genler,
yolaklar tespit edilmistir. Beyin dokusunda veya tiimérde gorevli olabilecek iist
diizenleyici/hedef genler ve teknik dogrulama i¢in secilen 54 gen, RT PZR ile ¢alisilmustir.
Glioblastomada en ¢ok degisim gdsteren yolaklar arasinda, Aksonal Rehberli Sinyal Iletim
Yolagi, GABA ve Glutamat reseptdr sinyal iletim yolaklar1 bulunmaktadir. Bu yolaklarin yani
sira, timor olusumunda Onemli etkiye sahip TGFB1, NUPRI, ANXA2 gibi temel
diizenleyicilerin ifadesi degismistir. Glioblastoma yayiliminda etkili, literatiirde daha 6nceden
belirtilmemis olan hedef genlerden FAM180A ve DMBX1 genlerinin ifadesi artmistir, KCNV1
geninin ise azalmistir.

Ifadesi degisen ve ¢alismamizda tespit edilen genlerin bir biyobelirtec aday1 olabilecegini ve

fonksiyonel ¢alismalarla bu genlerin dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, RNA dizileme, iist diizenleyiciler, TGFB1, FAM180A.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 23629
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ABSTRACT

Seven D. Transcriptome Analysis in glioblastoma multiforme. Istanbul University,
Institute of Health Science, Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, Department
of Genetics, PhD Thesis. Istanbul. 2018.

Glioblastoma (GBM) is the most common and aggressive brain tumor malignancy with an
average survival of approximately 12 months. Viruses like human cytomegalovirus, ionizing
radiation, occupational exposure to rubber and petrochemical materials are associated with
increased risk. To gain deeper insights into the molecular processes involved we aimed to detect
differentially expressed genes in GBM.

Fresh paired normal and tumor tissue samples were obtained from patients. Immunostaining
was performed to validate the nature of both tissue groups. After RNA extraction and reverse
transcription, we prepared libraries for 12 pairs of tumors. Emulsion PCR and were sequencing
were performed. qRT PCR was performed in 26 tissue pairs for verification.

Three of 12 pairs were excluded as a result of the PCA, as normal tissue from these patients
showed tumor-like characteristics. 3,062 differentially expressed genes (p<0.001). Detection of
the most significant pathways, upstream regulators and target genes in glioblastoma was done
by IPA. A total 54 genes were selected as candidates for their possible role in tumor
development or technical validation and analyzed in 26 pairs. The results of RT PCR were in
agreement with NGS using Pearson Correlation.

The pathways displaying most frequent changes were the Axonal Guidance Signaling, GABA
and Glutamat receptor signaling pathways. Expression of known factors involved in
glioblastoma formation as upstream regulators, such as ANXA2, TGFB1 and NUPR1. Besides
these, DMBX1 and FAMI180A were overexpressed and KCNV1 was downexpressed target
genes in glioblastoma, which are not previously shown.

We suggest that the genes detected in this study may provide candidate biomarkers in
glioblastoma which warrants further investigation by functional tests.

Key Words: Glioblastoma, RNAseq, upstream regulators, TGFB1, FAM180A.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
23629.



1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma multiforme, diger bilinen adiyla Evre 4 Astrositoma, beyin tiimorlerinin
en habis olan tiiriidiir. Tedavi se¢enekleri olan cerrahi ¢ikarim, kemoterapi ve radyoterapi ile
miidahale edildiginde sag kalimi yaklagik 12 ay olan GBM, tiim inrtrakraniyal tiimérlerin
%15’ini olugturmaktadir. Amerika’da her yil 19 bin hastanin tanisin1 aldigit GBM, erkeklerde
daha sik gozlenir. GBM’ler birincil glioblastomlar ve ikincil glioblastomlar olmak iizere ikiye
ayrilir. Birincil glioblastomlar, tiim glioblastomlarin %90’m1 olusturup, IDH mutasyonu
acisindan yabanil tip gosterirken, ikincil glioblastoma yaklasik %10’unu olusturur ve IDH
mutasyonu tasir. IDH mutasyonu ikincil glioblastomlarda sag kalim siiresini uzatan ve daha
geng hastalarda goriilen bir belirtectir. Glioblastoma patogenezinde biiyiime etmenlerinin,
hiicre yiizey reseptorleri ile etkilesime girmesiyle, RAS/Rb/MAPK/PI3K aracili sinyal ileti
yolaklarina gondererek, hiicreyi c¢ogalmaya, boliinmeye, apoptozdan kagmaya ve hiicre
gociine sevk eder. Ancak belirtilen genler aracili sinyal iletim yolaklari, birgok kanserde
degisim gosterdigi bilinen temel genlerdir. Bu amagla glioblastom patogenezini aydinlatmak
icin, yeni nesil teknolojiler de kullanilarak, bircok calisma yapilmis olsa da, ifade
karsilastirilmasi tiimdr ve normal taze dokusunda gerceklestirilmemistir. Normal 6rnek olarak
kullanilanlarin genellikle hiicre hatlar1 olmasinin yani sira, nadir olarak da epilepsi hastalari

ve bir ¢alismada parafine gdmiilii doku kullanilmistir.

Bu c¢alismada kanserde bilinen genlerin disinda birincil glioblastom patogenezine
neden olabilecek, beyin dokusunda ifadesi diizensizlesen genleri transkriptom diizeyinde
saptamay1 amacladik. Bunun i¢in glioblastomanin agresifligine neden olabilecek, yolaklar, st
diizenleyici genler veya hedef genler tespit edilerek, birbirleri ile olasi iliskileri

arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BEYIN TUMORLERI

Birincil habis beyin tiimorleri, her sene 250 binden fazla yeni tan1 konan ve vaka sayisi
acisindan kanser tipleri arasinda 17. sirada yer alan tiimorlerden olup (Forman et al., 2013)
%77’si glial hiicrelerden koken alan gliomadir. Gliomalar; Pilositik astrositoma (Diinya
Saglik Orgiitii, World Health Organisation) (WHO Evre 1), Difiiz astrositoma (WHO Evre II),
Oligodendroglioma (WHO Evre II), ependimoma (WHO Evre II), anaplastik
oligodendroglioma (WHO grade II), anaplastik astrositoma (WHO Evre III), Anaplastik
ependimoma (WHO Evre III), glioblastoma (WHO Evre 4) ve karisik gliomalardan
olugsmaktadir (1). Amerika’da her yil 19 binden fazla glioma tanis1 konulmaktadir. Gegtigimiz
30 il igerisinde tani amach goriintiileme ve taniya yaklasimin degismesiyle beyin
timorlerinin goriilme sikligi da artmistir. Glioblastoma (WHO Grade IV) yetiskinlerde

gozlenen en yaygin glioma olup, yetiskin gliomalarinin %67’sini olusturur (2).

2.1.1. Glioblastoma

Merkezi Sinir Sistemi (MSS) tiimorlerinin en yaygin ve agresif tiirli olan glioblastoma
multiforma (GBM yada glioblastoma), Diinya Saglik orgiiti siniflandirmasina goére
Astrositoma Evre 4 olarak da tanimlanmaktadir. Ciplak goézle incelemede, Glioblastoma
vaskiiler proliferasyon/nekroz nedeniyle alacali bir goriintii aldigindan “multiforme” olarak
adlandirilmaktadir. Ortalama sag kalim siiresi 15 ay olan Glioblastoma, birincil beyin
tiimorlerinin % 22,6—27’sini, tim intrakranial tiimorlerin % 12-15’in1 ve astrositik tiimorlerin
% 50-60’1m1 olusturmaktadir (3). Glioblastomalar; kendiliginden olusan, daha 6nce higbir
habis ozellik gostermeyen, daha c¢ok yash hastalarda gbzlenen birincil glioblastomlar ile,
diisiik dereceli astositomlardan gelisen, daha ¢ok geng hastalarda goriilen ikincil glioblastom
olmak {izere ikiye ayrilir (4). GBM’lerin %901 birincil tiimérlerdir. Diinya Saghk Orgiitii,
glioblastomlari; dev hiicreli glioblastoma, gliosarkoma ve epiteloid glioblastoma olmak {izere
tice aywrir. Cocuklarda daha yaygin olan epiteloid glioblastoma; biiylik eozinofil hiicreli,
belirgin melanoma benzeri ¢ekirdekli ve ¢cogunlukla rhabdoid hiicreler ile karakterizedir.
Glioblastoma tiim beyin tiimorleri arasinda sag kalimi en kisa olanidir. Tan1 sonrast ilk bir
yilda sag kalim %35 iken, ikinci y1l %13,7°dir (2). Tedavi edilmediginde sag kalim siiresi
ortalama 3 ay olan glioblastomlarin tedavisi de olduk¢a karmasiktir. Cerrahi miidahale,

radyoterapi ve kemoterapi glioblastom hastalarinda sag kalimi anlamli bir sekilde arttirir (5).



2.1.2. Tarihce

Glioblastoma Multiforma terimi ilk kez 1926 yilinda Bailey ve Cushing tarafindan
kullanilmistir. Yapilan histolojik caligsmada, tiimdriin birincil 6ncii glioblast hiicrelerinden
koken aldigi ve nekroz, hemoraj, kist formlarindan gelisen farklilasmig hiicrelerin bir arada
bulundugunu belirtmislerdir. 400 6rnekle yapilan aragtirmada birbirinden farkl hiicre ¢esitleri
iceren bu tiimoriin en habis ve sag kalim siiresi en kisa olani oldugu belirtilmistir (6). Birincil
ve ikincil glioblastom ifadesi ilk kez Alman Noropatolojist Hans Joachim Sherer tarafindan

kullanilmustir (7).

2.1.3. Epidemiyoloji

2.1.3.1. Goriilme sikhig: ve Risk Faktorleri

Amerika Birlesik Devletleri Beyin Tiimorti Kayit Merkezi’nin verilerine gore, 2010-
2014 yillar1 arasinda glioblastomada goriilme sikligr 100 binde 3,19’dur. Bu oran, merkezi
sinir sistemi tlimdrleri arasindaki en yiiksek oran olmakla birlikte, ortalama goriilme yasi
64’tlir. 0-19 yas arasi beyin tiimorlerinin %3 ‘linde gozlenen glioblastomlar, 75-84 yas
araliginda % 15,24’e yiikselmektedir. Genellikle yas ile birlikte risk de artmaktadir (2). 50 yas
altindaki hastalarda sag kalim, ortalama 8,8 ay iken, 50 yas {istli hastalarda 4,1 aya kadar
inmektedir (8).

Glioblastoma, erkeklerde kadinlara oranla 1,6 kat daha sik gozlenmektedir. Bu
nedenle erkek cinsiyet glioblastoma i¢in risk faktorii olarak goriilmektedir. Birincil
glioblastomalarda erkek/kadin oran1 133/100, ikincil glioblastomlarda ise 65/100 diir (8).
Glioblastomda en yiiksek goriilme siklig1 sirasiyla, beyaz irk, siyah irk, Asya/Pasifik adalari,
Amerikan Hint/Alaskalilar’dir. 2006 yilindan 2010 yilina kadar beyaz irkta gézlenme orani,
siyah 1rka gore 2 kat fazladir. Hispanik olmayan irklarda, riskin Hispaniklere oranla artmis
oldugu saptanmistir (9).

Bircok c¢evresel etmen ve yasam tarzinin glioblastomaya neden olma riski
arastirildiginda, atom bombasi, tedavi amacgh radyasyon, CT ve MRI taramalart ve x
1sinlarindan yayilan iyonize 1sina maruz kalmanin risk etmeni oldugu kanitlanmistir (10).
Astim, bahar nezlesi, egzama ve besin alerjileri gibi alerjik durumlarin, glioblastom riskini
azalttig1 one stirilmiistiir (11,12,13,14,15,16). Varicella Zoster viriisii enfeksiyonu gegirmis
kisilerde riskin azaldigi saptanmistir. (17,18). Glioblastom ile sigara, alkol ve madde
kullaniminin ya da beslenme seklinin iligkisi olmadig1 gosterilmistir (19). Uzun siireli cep

telefonu kullanima ile glioblastom gelisimi arasinda ise bir iliski bulunamamustir (20).



2.1.4. Biyolojik Davranis

Siklikla beyin yarim kiiresinin supratentorial bolgesine (frontal, temporal, paryetal,
oksipital loblar) yerlesen glioblastoma, farkli timdr davranislariyla nadir olarak serebellumda
ve daha nadir olarak spinal kord igerisinde goriiliir (9). Sizarak biiyiime gosterdigi i¢cin normal
dokudan ayirt edilmesi olduk¢a zordur (21). Biiyiiyen tiimoriin, kafatasi icerisinde basinca
neden olabilecegi gibi (22) bazen hidrosefali ile de sonuglanabilir (23). Glioblastoma nadiren
metastaz yapsa da, bu metastaz omurilik sivis1 veya kan araciligi ile oldugundan dalak, karin
zar1, akciger, lenf nodlari, karaciger, kemik, pankreas ve ince bagirsaga metastaz yapma
olasilig1 bulunmaktadir (24,25). Glioblastomda metastaz potansiyelinin diisiik olmasi, beyin

zarinin olusturdugu bariyer ve timor gelisiminin hizli olmasi ile agiklanmaktadir (26).

2.2. GLIOMAGENEZ

2.2.1. IDH mutasyonu

Gliomagenez, birka¢ genetik mutasyonun farkli molekiiler yolaklar1 etkiledigi ¢ok
bilesenli bir siirectir. Birincil glioblastom veya diisiik evreli gliomadan gelisim gosteren
ikincil glioblastom ayriminda, /DH mutasyonlarinin 6nemli rolii vardir. IDH1/2 genleri, sitrik
asit dongiisiinde onemli rolii olan, sitosol ve mitokondride bulunan, nikotinamid adenin
dintikleotid fosfata (NADPH) bagli izositrat dehidrogenaz (IDH) enzimi kodlar.

IDH enzimi, NADP+’1 NADPH’a cevirirken, izositratin alfa ketoglutarata (0a-KG)
dontistimiinii saglar. Artan NADPH ve o-KG, hiicreyi oksidatif hasara karsi korur. IDH
geninde mutasyon oldugu zaman, a-KG ve NADPH diizeyi azalarak hiicre oksidatif hasara
acik hale gelir. IDH mutasyonu ayni zamanda islev kazanim mutasyonu oldugundan protein,
yeni bir enzim etkinligi kazanarak, a-KG yerine, 2-Hydroksiglutarat (2-HG) olusmasina
neden olur. Artmis 2-HG’1n habis huylu glioma gelisiminde rolii oldugu bildirilmistir (27).
IDH mutasyonu, kanser olusumunda 6nemli rolii olan HIF1 diizeyinin de artmasina neden
olur. Artan HIF1 diizeyi yayilim ve damarlanmaya yol acan VEGF/PGK1/SLC2A1 genlerinin

diizeyinin artmasina neden olur.
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Sekil 2-1: “Glioblastomda IDH islevi” (28)

IDHI/ IDH2 genlerinde meydana gelen (R132H/R172H) mutasyonlari, ikincil
glioblastomada bulunan, sag kalim siiresini uzatan ve gen¢ yas hastalarda goriilen bir
belirtectir. Birincil glioblastomda IDH mutasyonlarina nadir olarak rastlanirken, pilositik
astrositomlarda hi¢ goriilmez. Bu nedenle glioblastoma, IDH’a bagli ikincil glioblastom ve

IDH’tan bagimsiz birincil glioblastom olmak iizere farkli iki gruba ayrilir.
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Sekil 2-2: Birincil ve ikincil glioblastom olusum mekanizmasi



IDH mutasyonu bulunan hastalar, IDH mutasyonu olmayanlara gore gliomanin daha
karakteristik Ozelliklerini tasir. The Cancer Genome Atlas Research Network,’iin yaptigi
calismaya gore Evre II/III glioma tanili 615 olgunun %79’unda (29), baska bir gruba ait 457
evre II/III glioma hastasinin %80,7’sinde (30), 282 WHO Evre II/III glioma hastasinin %80,1
IDH mutasyonu saptandig1 gosterilmistir (31). Bu sonuclara dayanarak, Diinya Saglhik Orgiitii
IDH mutasyonlarin1 6nemli bir biyobelirte¢ olarak glioma siniflamasina dahil etmistir.

Birincil ve ikincil glioblastomu ayird etmek i¢in, IDH mutasyonunu, R132H
mutasyonuna 6zgii IDH1 antikoru ile immiinohistokimyasal yontem ile tespit etmek yeterlidir
(32). IDH geninde mutasyon olmayan yetiskin glioblastom hastalarinda, siklikla kromozom
7’de kopya sayist artisi, kromozom 10’un kaybi, kromozom 10’da yer alan PTEN tiimor
baskilayict geninde mutasyonlar, CDKN2A/p14ARF ve CDKN2B genlerinde homozigot
kayiplar ve TERT geninin promotor bdlgesinde mutasyon oldugu bildirilmistir. Her iki tipi
birbirinden ayiran temel 6zellikler tabloda gosterilmistir.

IDH-yabanil tip glioblastoma IDH-mutant glioblastoma

Birincil glioblastoma, ikincil glioblastoma,

Ozellikler )
IDH-yabanil tip IDH-mutant
ST Tanimlanamaz; Diffliz astrositom
Oncu lezyon . ) .
Kendiliginden olusur Anaplastik astrositom
Glioblastoma orani ~%90 ~%10
Tani anindaki ortanca yas ~62 yil ~44 yil
Erkek-Kadin Orani 1.42:1 1.05:1
Klinik tarihin ortalama uzunlugu 4 ay 15 ay

Medyan genel sagkalim

Ameliyat + radyoterapi 9.9 ay 24 ay
Ameliyat + radyoterapi
+ kemoterapi 15 ay 31 ay
Yer Supratentoriyal Tercihen 6n
Nekroz Yaygin Sinirli

TERT promotor mutasyonlari

%72

%26

TP53 mutasyonlari %27 %81
ATRX mutasyonlari Nadir %71
EGFR c¢ogalmasi %35 Nadir
PTEN mutasyonlari %24 Nadir

ekil 2-3: Yabamnil tip IDH ve mt IDH"in 6zellikleri
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2.2.2. TERT Mutasyonlari

TERT geninin kodladig1 protein, hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli olan telomer
devamliliginda islev goriir. TERT mutasyonlari; birincil yetiskin glioblastomlarda ikincil
yetiskin yada ¢ocukluk cag1 glioblastomlara gore daha sik gozlenen genetik degisimdir (33).
Glioblastomlarda TERT mutasyonlarina EGFR amplifikasyonlar1 eslik ederken TERT
mutasyonu olan olgularda TP53 mutasyonuna rastlanmaz. TERT geninde mutasyon olan

glioblastom hastalarinin sag kalimi, TERT mutasyonu olmayanlara gore daha kisadir (34).

2.2.3. 1p/19q kaybi

Gliomagenezin erken evrelerinde 1. Kromozomun kisa ve 19. Kromozomun uzun
kolunun birlikte kaybr gériiliir. ikincil glioblastom hastalarinda IDH mutasyonlarma 1p/19q
kayb1 eslik eder (35).

2.2.4. TP53 Mutasyonu
Ikincil glioblastomanin %60-%70’inde, birincil glioblastomanimn %25-30’unda TP53
mutasyonu goriiliir ve siklig1 geng hastalarda daha fazladir (36). 7P53 *in hastaligin seyri ile

ilgili bir belirte¢ olup olmadig1 heniiz kesinlik kazanmamustir (9).

2.2.5. ATRX Mutasyonu

Bir¢ok tiimor tipinde goriilen ATRX mutasyonu, genomik kararsizligin dnciisii oldugu
kabul edilen Alternatif Telomeraz Uzamasima (ALT) neden olur (37). ATRX degisimleri
genellikle, IDHI/2 ve TP53 mutasyonu tagtyan astrositik tiimorlerde goriiliir. Ikincil
glioblastomlarda (%57), birincil glioblastomlara (%4) gore daha yaygindir (38).

2.3. GLIOBLASTOMA PATOGENEZI

2.3.1. Onkojenik Yolaklar

Glioblastomada, en sik degisiklik gosteren yolaklar Reseptor Tirozin Kinaz aracili
yolaklardir (RTK). RTK’lar biiylime etmenlerine baglanan hiicre yiizey almaglaridir.
Biiylime etmenleri hiicre ylizeyindeki almacglara baglanir ve reseptordeki tirozin
aminoasitlerinin ¢apraz olarak birbirini fosforillemesini saglayarak, RTKlarin etkinlesmesine
yol acar. Epidermal Biiyiime Etmeni Almaci (EGFR) sinyali, merkezi sinir sistem
hiicrelerinin ¢ogalma, gog¢me, farklilasma ve sag kaliminda islev gosterir (Sekil2-4).
Glioblastom hiicrelerinde, EGFR sinyali; almacin/baglanan ligandin ya asir1 ifade edilmesi

yada mutasyona ugramasi sonucunda etkinlesir. Bazi tiimorlerde her iki degisim ayni



zamanda goriilebilir (39). EGFR’1n onkojenik 6zelligi fosforilleme etkinliginin kontrolsiiz
artmastyla iliskilidir. Asirt EGFR ifade eden ¢ogu glioblastom tiimdr hiicrelerinin EGFR’1
kodlayan geninde mutasyon bulundugu gosterilmistir. En yaygin goriilen mutasyon, proteinin
hiicre dis1 alanini olusturan 267 aminoasidin kaybolmasina neden olan ekzon 2-7’nin
kaybolmasina neden olan mutasyondur. Bu mutasyon sonucu yapilan EGFRVIII kisa proteini

ikincil glioblastomalarda goriilmez (40).
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Sekil 2-4: GBM patogenezinde yer alan temel sinyal yolaklari

Siklikla degisime ugrayan bir diger yolak RAS aracili sinyal yolaklaridir. Etkin RAS,
biiylime etmeni almaclarindan aldig: sinyali Raf/MAPK/ERK, PIK3/Akt veya PIK3/Rac/Roc
yolaklarina ileterek, hiicre ¢ogalmasini, hiicre gociinii ve sagkalimini diizenler (41). Ras bir
guanosin baglayan proteindir (G protein) ve GTP bagh halde etkin, GDP baglh halde ise
etkinligini kaybetmistir. Ras aracili yolaklarin etkinlesmesi tim GBM’lerde gozlense de, RAS
mutasyonlaria nadir rastlanir (42). Etkin Ras, timor baglamasi, gelismesi ve devamliligi i¢in

gerekli olan EGFR/PDGFR gibi RTK’lar1 arttirir. Glioblastoma hiicrelerinde MAPK/Erk



sinyalinde artis gozlenmesine ragmen (43), MAPK ifadesini etkileyen bir mutasyon
bildirilmemistir (44).

PI3K/PTEN/Akt yolagi da biiyiime etmeni almaglarinin etkinlesmesiyle harekete
gecer. Biiylime etmeni almaclarinin etkinlesmesi ile, PI3K hiicre zarina girer ve PIP2
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)‘yi, ikincil haberci PIP3’e (phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphate) dontistiirtir. PIP3 etkisi ile etkinlesen Akt, hiicre c¢ogalmasi ve
apoptozun engellenmesine yol acar. PTEN genel olarak PI3K’in bir negatif diizenleyicisi
olup, PIP3 sinyalini sonlandirsa da, glioblastomada PTEN’in tiimor baskilayici islevi siklikla
heterozigotluk kaybi1 (LOH) nedeni ile ortadan kalkar ve bu durum PI3K seviyesinin artmasi
ile sonuglanir (45).

Retinoblastoma (Rb) aracili sinyal ileti yolaginin bilesenleri, biiyiimeyi baskilayan
veya uyaran tiim sinyallerden etkilendiginden hiicre dongiisiinde ve ¢ogalmasinda anahtar rol
oynar (46). Rb, bolinmeyen kararli hiicrelerde, fosforillenmemis ve etkin durumda iken,
yazilim etmeni E2F’e baglidir. RB’un E2F’e baglanmasi, G1/S kontrol noktasinda, mitoz ve
hiicre dongiisiinii durduran genlerin yazilimini engeller. Boliinen hiicrelerde biiyiime
etmenleri, Siklin D1 ve CDK/siklin karmasiminin etkinligini arttirir. Etkinlesen CDK/cyclin
karmagiminin RB’1 fosforilleyerek, E2F’in serbest kalmasina neden olur. Serbest E2F, DNA
sentezini tesvik eden genlerin yazilimini saglar ve hiicre g¢ogalmasi baslar. RB yolaginin
negatif diizenlenmesi INK4 ailesine ait, CDKN2APIOINK4a - CDKN2BPISINKL - CDKN2C
PI8INK4e " CDKN2D-PP™NK4 proteinleri ile saglanir. Bu genlerde meydana gelen degisimler
CDK/cyclin karmasiminin RB’u fosforillemesini engeller ve kontrolsiiz hiicre dongiisii ve
hiicre ¢ogalmasi baslar (47). 206 glioblastoma hastasinin %78’inde RB yolagi; ya RB’nin
yada RB’un negatif veya pozitif diizenleyicilerinde meydana gelen degisimlerden etkilendigi
bildirilmistir (43).

TP53 aracili sinyal iletisi, hiicre dongiisiiniin kontrolinde, DNA hasarinda, hiicre
Olimiinde ve farklilasmasinda gorev alir. DNA hasar1 gergeklestiginde hiicre strese girerek
TP53’1 etkinlestirir. TP53’lin p2/7°in yazilimmi arttirmasiyla CDKN, siklin proteinlerine
baglanarak siklinleri engeller ve hiicre dongiisiinii G1 evresinde duraklatarak, hiicreye DNA
tamiri i¢in zaman kazandirir. Eger hizla onarilamayacak bir hasar var ise, TP53 hasarli bu
hiicrelerin boliinmesini engellemek icin hiicre 6liimiinii baglatir. TP53, negatif diizenleme
dongiisii icindedir. TP53, MDM?2 nin yazilimimni baslatir, MDM?2, TP53’iin par¢alanmasina ve
DNA tamirine engel olan bir protoonkogendir. TP53 etkinliginin devami i¢in, CDKN2A-
pl4ARF, MDM2’yi parcalayarak etkinliginin ortadan kalkmasina neden olur. MDM4 ise, bir
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TP53 diizenleyicisidir ve 7P53’iin yazilim etkinlik bdlgesine baglanarak etkisiz hale getirir
(48). Insan glioma hiicrelerinde, TP53 geninde, DNA baglanmasi i¢in énemli olan ekzonlarda
yanlig anlamli mutasyonlar goriiliir. Glioblastomada gozlenen degisimler; MDM2‘de ifade
artist, MDM4 amplifikasyonu ve CDKN2A-p14ARF kaybidir (47).

Bu yolaklarin herhangi biri veya birkacindaki degisimler glioblastoma gelisimine
neden olabilir. Her ne kadar bu yolaklar iyi tanimlanmis olsa da, farkli tiimdr tiplerinde farkli
yolaklarin  etkilenmis  olmasi  glioblastomanin  molekiiller =~ mekanizmasinin  tam

aydinlatilamamasina yol agmaktadir.

2.3.2. Glioblastomada Epigenetik

Gliomada; DNA dizisinde degisim olmadan gen ifadesinde degisiklige neden olan,
epigenetik diizenlemeler c¢esitlilik gosterir. Mutasyonlara ek olarak, DNA metillenmesi, histon
degisimleri, kromatin yeniden modellenmesi veya kodlamayan RNA ifade (miRNAlar)
diizeyi degisimleri gibi epigenetik degisimler tiimor olusumu ile iliskilendirilmistir (49).
Glioblastomada yapilan epigenetik ¢alismalar, timor baskilayict genlerin susmasi ile
sonuclanan CpG adaciklarinin asir1 metillenmesi, onkogenlerin etkinlesmesine neden olan
gene 0zgli metillenmede azalma, kromozomal kararsizlik, imprinting kayb1 ile sonuglanan
genomik diizeyde metillenmede azalma g¢alismalarini igeren arastirmalardir (50). Giiniimiize
kadar, CDKN2A-p16INK4a ve CDKN2B-p15INK4b gibi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde
rol oynayan, RB, VHL, EMP3, RASSFIA ve BLU gibi tiimor baskilayici, MGMT ve MLH1
gibi DNA tamiri ve genom kararliliginda gorevli, DAPKI, TIMP3, CDHI, PCDHGAII ve
TMS1/ASC gibi apoptoz engellenmesi ve tiimor yayilmasini diizenleyen genlerin glioblastoma

ile iligkili oldugu bildirilmistir (51,52,53,54,55).

2.3.3. MGMT Geninin Promotorun Asir1 Metillenmesi

MGMT (O(6)-methylguanine-DNA methyltransferase) geni, mutasyon olusumuna ve
zehirli alkilleyici ajanlara kars1 hiicresel savunmayi saglayan bir DNA tamir proteinini kodlar
ve bu protein Onciil mutajen O(6)-methylguanin eklentisini DNA’dan siler. Alkilleyici ajanlar,
hiicre 6liimii, mutasyon ve kansere neden olan karsinojenlerdir. Glioblastomada MGMT nin
(O(6)-methylguanine-DNA  methyltransferase) promotorunun metillenmesi en Onemli
prognostik faktordiir ve hastaya temozolomid ve carmustine gibi alkilleyici ajanlar
uygulandiginda, hastanin tedaviye cevabini izlemek i¢in kullanilir. DNA’da sitotoksik
bilesenler icin birkag¢ alkillenme bolgesi tanimlanmis olup, en sik karsilasilan Guanin O-6

pozisyonudur. Temozolomid gibi alkalen kemotropik ilaclarin kullanilmasi O-6 guanin
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pozisyonuna alkil grubunun baglanmasini saglar ve DNA yanlis eslesmesi, DNA c¢ift zincir
kiriklar1 ve dolayisiyla cogalan hiicrelerin apoptozu ile sonuglanir. MGMT proteini
temozolomidin oOldiiriicii etkisine DNA tamirini geceklestirerek karst koyar. Timor
orneklerinde MGMT agir1 metillendiginde gen yazilimi engellenir ve temozolomidin zehirli
etkisini arttirr. MGMT promotor bolgesi metillenmis hastalara, 151 tedavisi ile birlikte
temozolomid verilmesinin sag kalim1 anlamli bir sekilde arttirdig1 gosterilmistir (56).

MGMT iyi bir prognostik belirte¢ olarak tanimlanmasina ragmen, timor heterojenitesi ve
MGMT promotor bolgelerinin kesin tanimlanamamasi gibi teknik standardizasyon sorunlari

nedeni ile laboratuvar rutinlerinde siklikla kullanilan bir test degildir (57,58).

2.4. Glioblastomanin Molekiiler Sininflandirilmasi
Glial tiiméorler, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) Merkezi Sisnir Sistemi Tiimérleri 2007
simiflamasina gore, 1sik mikroskobu Ozellikleri temel alinarak, astrositik, oligoastrositik
(karigik) veya ependimal tiimdr olarak siniflandirilmaktadir (1). Ayrica habis huylu hiicrelere
dogru farklilagan hiicrelerin mitotik etkinligi, damarlanmasi, ¢ogalmasi, nekrozu gibi bigcimsel
ozelliklerine bagli olarak, WHO smiflamasina ek olarak, Evre 1’den Evre 4’e kadar olmak
tizere diigiik evreden yiiksek evreye habis 0zelligine gore derecelendirmistir. Ancak histolojik
ozelliklere gore yapilan smiflamanin, patologlarin bakislar ile kisiden kisiye degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir (59). Son 20 yilda yapilan molekiiler ¢alismalar sonucu, bi¢imsel
olarak tanimlanan her glioma i¢in, ¢ok genis biyolojik ve klinik ¢esitlilik oldugu anlagilmistir.
Molekiiler caligmalarin, bu gesitliligin, smiflamada ve klinikte daha kesin bir biyobelirte¢
bulunmas1 ve timor biyolojisi temelli, kisisel tedaviye hizmet etmesi amaclanmstir.
Uluslararas1 Noropatoloji Derneginin (ISN) yardimiyla, 10 iilkeden 27 noéropatologun
katihmiyla Harlem’de gerceklesen toplantida, molekiiler gelismelerin rutin  tiimor
simniflamasina katilmasi tartisilmistir (1). Harlem’de yapilan toplant1 sonuglari, WHO 2016
siniflamasinda diizenlenmistir. Gliniimiizde glioma, histolojik 6zellikler ve molekiiler tipe
gore siniflandirilmaktadir. Giincellenen siiflamaya gore glioblastoma molekiiler olarak 3
gruba ayrilmaktadir:
1) Glioblastoma, IDH Yaban Tip: Hastalarin %90’ indan fazlasini olusturan IDH yaban
tip glioblastoma,birincil glioblastomadir. 55 yas iistii hastalarda daha sik gozlenir.
2) Glioblastoma, IDH mutant Tip: Hastalarin yaklasik %10’unu olusturan ikincil
glioblastomadir, ge¢misinde daha diisiik evre gliomadan koken almaktadir. Yas

ortalamasi 45 olan, geng hastalarda goriiliir.
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3) Glioblastoma, NOS (Not Otherwise Specified): Molekiiler testlerin smirli doku
varligi, diisiik tiimdr icerigi, belirsiz test sonuglart gibi nedenlerden uygulanamamasi
durumunda, siiflamanin sadece histolojik olarak yapildigini belirtmek amaciyla “Not

Otherwise Specified (NOS)” terimi ile tanimlanmasi tavsiye edilmistir.

Kanser Genom Atlas Grubu’nun (TCGA) 2008 yilinda glioblastoma hastalarinda, gen
ifadesini temel alarak yaptig1 siniflamaya gore glioblastoma 4’e ayrilmaktadir (60).

Klasik Glioblastoma: Hastalarin %100’iinde kromozom 7 artis1 ve kromozom 10 kaybi1

ve % 97’sinde EGFR gen artist olan grup.

Mezenkimal Glioblastoma: NFI genini iceren 17q11.2 bolgesinde kayip goriilen grup

Pronoral Glioblastoma: PDGFRA ve IDHI geninde mutasyon bulunan grup.

Noral Glioblastoma: NEFL, GABRAI, SYTI, SLCI2A5 gibi noron belirteglerinin

ifadesinde artig goriilen grup.

2.5. GLIOMALARIN MOLEKULER TANISINDA KULLANILAN METODLAR

Rutin glioma siniflamasinda molekiiler biyobelirte¢ler hem immiinohistokimyasal hem
de molekiiler yontem kullanilarak uygulanabilir. IDHI-R132H, BRAF-V600E, H3K27M,
ATRX ifade kaybi genellikle molekiiler yontemler uygulanarak arastirilan biyobelirteclerdir.
IDH Mutasyonlarimin Saptanmasi: Giiniimiizde IDH mutasyonu, IDH-R132H’e kars1
kullanilan ¢ok hassas bir antikor ile immiinohistokimyasal yontemle tespit edilse de, PZR ile
de saptanabilmektedir (61,62,63). IDHI R132H mutasyonu icin immiinohistokimya ile
negatif bulunan vakalarda, dizileme ile farkli mutasyonlar da saptanabilir. IDH mutasyonlari
glioma smiflamasinda kritik rol oynadigi gibi, hastaligin seyri ile ilgili de yol gosterici
olabilmektedir.
EGFR Amplifikasyonu ve EGFRvIII ifadesinin Saptanmasi: Glioblastomada EGFR
amplifikasyonlari, double minus olarak goriiliir ve FFPE doku kesitlerinde FISH ile tespit
edilir. Real Time PCR ve MLPA gibi teknikler de EGFR amplifikasyonu tespiti i¢in kullanilir
(64). EGFR amplifikasyonu goriilen tiimorlerde, MLPA yontemi ile EGFRVIII diizenlenmesi
tespit edilse de, RT-PZR ve immiinohistokimyasal yontem daha hassastir (65).
Glioblastomada EGFRVIII ifadesi siklikla bolgesel olarak heterojen ve bazen de sinirl alan
icerisinde gozlendiginden, yanlis negatif testten kacinmak i¢in timor dokusunun
orneklenmesi 6nemlidir.
MGMT Promotor Metillenmesinin Saptanmasi: MGMT metillenme durumu siklikla,

metillenmemis sitozinin urasile bisiilfit gevrimi temeline dayanan Metilasyon Ozgii PCR ile
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(MSP) veya Metilasyona 0zgii dizileme yontemi ile saptanir (66). Metilasyona o6zgii
Multiplex Ligand Prob amplifikasyonu (MS-MLPA), Kombine Bisiilfit Kesim Analizi
(COBRA) veya Metilasyona 0zgii ylksek ¢oziniirliiklii erime analizi daha az siklikla
kullanilir (67,68). MGMT ifadesinin immiinohistokimyasal yontem ile degerlendirilmesi;
kimi aragtirmacilar tarafindan hastalik seyri ile promotor metillenmesi agisindan zayif iliski
bulundugu (69), kimisi i¢in de uyumlu bulundugundan (70) tartismalidir. Genel olarak protein
assay, RNA ifadesi analizleri veya MGMT enzim etkinligine dayali analizler, lenfositler,
mikroglial hiicreler ve makrofajlarin olusturdugu tiimor dokusu bulagisi nedeni ile hatali
pozitif sonu¢ elde edilmesine neden olabilir. Bu durum klinik g¢alismalarda MGMT
metillenme durumuna bagl olarak test sonuglari, metillenmis veya metillenmemis bolgeye
giremez ve belirsiz gri bolgeye diiser. Her hastaya 6zel tedavi uygulanmasi gereken
durumlarda, bu test rutin uygulamada dogru olmayacagindan, birden fazla yontem (MSP ve

pyrosequencing yontemi) uygulanmalidir (66).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Materyal

Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 30/09/2016
tarihli 16 sayili toplantisinda etik agidan uygun bulunan c¢aligmamiz, hastalarin goniilli katilim
saglamasiyla gergeklestirildi. Istanbul Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dali’nda yapilan ameliyat
sirasinda cerrahlar tarafindan alinan yaklasik 0,5cm’primer glioblastoma ve normal doku pargalari,
icinde RNA koruma ¢o6zeltisi bulunan 1,5ml’lik tiiplere konularak-80°C’de bekletildi. Dokulardan
oncelikle bir parca, Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na tiimdr/normal doku igeriginin
tespiti ve giivenilirligi acisindan incelenmesi icin teslim edildi. Immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilerek tiimor ve normal doku ayrimi yapilan Orneklerin taze dokularmin kalan kismu,

izolasyon islemine alindi. Calisma sirasinda agagidaki islem basamaklar1 takip edildi.

1. -80 °C’de bekletilen dokularin bir pargasinin alinarak patolojiye doku tanimlanmasi i¢in

ayrilmast
2. Immunohistokimyasal boyama sonucu giivenilir olan dokularin belirlenmesi
3. Giivenilir taze dokulardan RNA eldesi
4. RNA’nin DNAse ile Muamelesi
5. cDNA ¢evrimi
6. Yeni nesil dizileme iglemi i¢in kiitiiphane olusturma
7. Kiitiiphane Olciimii
8. Emiilsiyon PZR
9. Emiilsiyon PZR Uriiniiniin Zenginlestirilmesi
10. Dizileme
11. Analiz

12. Gergek Zamanli PZR Dogrulamasi ve tekrarlanmasi

3.1.2. Kullanilan Cihazlar
» -20°C Derin Dondurucu (indensit, TURKIYE)

= -80°C Derin Dondurucu (Sanyo, JAPONYA)
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* Distile Su Cihaz1 (Niive, TURKIYE)

*  Etiiv (Hybaid, INGILTERE)

= Hassas Terazi (Shimadzu, JAPONYA)

= Bullet Blender Storm. Homojenizator (Next Advanced, ABD)
= Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, ABD)
= Qubit 3.0 Florometre (Thermofisher, ABD)

= Otomatik Pipetler (Eppendorf , ABD)

= Otoklav (Hirayama, JAPONYA)

= Vorteks (Velp Scientifica, ABD)

=  Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich, ALMANYA)

*  Veriti Termal Déngii Cihazi (Thermofisher, SINGAPUR)

=  StepOne Plus Gergek Zamanli Termal Dongii Cihazi (Thermo Fisher Scientific,
ABD)

= Jon S5 Yeni Nesil Dizileme Cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

= Jon One Touch Emiilsiyon PZR Cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

= Jon One Touch Enrichment Cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD)

= QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PZR System (Thermo Fisher Scientific, ABD)

=  Manyetik rack , 96 kuyucuklu (Thermo Fisher Scientific, ABD)

3.1.3. YONTEM

3.1.3.1. RNA izolasyonu

Doku miktarinin az olmasi nedeniyle, kaliteli ve yiiksek derisimli RNA elde edebilmek i¢in,
Trizol (Thermo Fisher Scientific, ABD) ve PureLink RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kitleri birlikte kullanildi. Yontem uygulamada Tablo1’deki adimlar takip edildi.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4471085?SID=srch-srp-4471085
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6-10 mg doku
l
200 pl cam boncuk, 600-1000 pl Trizol
5 dk homojenlestirme
5 dk oda 1s151
150-200 pl kloroform
3 dk oda 1sis1
4°C 12000xg 15 dk
Ust faz + %100 etanol
Filtreli tiipe aktarma
12000xg 1 dk
500 pl yikama ¢ozeltisi
l 12000xg 15 sn
500 pl yikama ¢ozeltisi
l 12000xg 15 sn
70 ul RNAse icermeyen su
l 12000xg 1 dk

Toplam RNA

Tablo 3-1: RNA izolasyonu Akis Semasi

Elde edilen RNA’larin yogunlugu florometrik yontem ile dl¢tildi.

3.1.3.2. DNase Islemi

50 ul RNA + 5ul DNase ¢ozeltisi + 1ul TURBO DNAse
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! 37 °C 30 dk
5,5ul DNase Inaktiflestirme Cozeltisi
l, 5 dk oda 1sis1

10000xg 1,5 dk

Ust fazdan RNA

Tablo 3-2: DNase islemi

3.1.3.3. ¢cDNA Cevrimi
cDNA cevrim tepkimesi SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile ger¢eklestirildi.

Hacim
Tepkime Tamponu 1 ul
10X SuperScript Enzim Karigimi 0,5 u
RNA (10ng) 3,5ul
Su Sul® ye tamamlanir.
Toplam Sul

Tablo 3-3: cDNA ¢evrimi Tepkime Icerigi
Tepkime karisiminin pipet ile iyice karigtirilmasinin ardindan termal dongii cihazinda

42°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk, 4 °C’de 10 dk bekletilerek cDNA sentezi yapildi..

3.1.3.4. Yeni Nesil Dizileme islemi i¢in Kiitiiphane Olusturma
Kiitiiphane olusturma islemi, fon AmpliSeq™ Library Kit Plus(Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3-1: Ampliseq Kiitiiphane Olusturma Is Akis Semasi

Izole edilmis RNA

RNA - [/TN/TNL/TN/N N

Revers Transkripsiyon

cDNA

NN\

M " \ ™ \
MOV
Primer Ciftleri Hedeflerin cogaltilmasi

Amplikonlar

Kismen kesilmis amplikonlar

Barkod Adaptérler P)g ;OIOO’?&’X Adaptérlerin baglanmasi
X P1
2000000 20000(
300000¢ »oooo: Barkodlanmis kiitiiphaneler
200000C Vo vood

Kiitiiphanelerin dlciimii ve esitlenmesi

Kitiiphanelerin birlestirilmesi

3.1.3.5. Hedef Bolgelerin Cogaltilmasi
Ion Ampliseq Human Gene Expression Transcriptome Paneli ile hedeflenmis RNA dizileme

yapilir. Panel icerisinde 20802 primer ¢ifti bulunmaktadir. Panelin ortalama baz uzunlugu 109 bazdir.

Hedeflenmis transkriptlerin cogaltilmasi i¢in asagidaki karisim hazirlandi.

Hacim
5X Ion Ampliseq Hi Fi Karigimi 4 ul
Transkriptom Paneli 8 ul
Distile Su 3ul
Toplam 15 ul

Tablo 3-4: Hedef Bolge Cogaltilmas: Tepkime Icerigi
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cDNA'’larin iizerine yukarida hazirlanmis olan karisim eklendi ve asagidaki sicaklik

profili uygulandi.
Basamaklar Sicakhik Siire
Bekleme 99°C 2dk
99°C 15 sn
12 Dongii
60°C 16 dk
Bekleme 10°C 0

Tablo 3-5: Hedef Bolge Cogaltilmasi Termal Profili

3.1.3.6. Primer Dizilerin Kesilmesi

Cogaltilan Orneklere, 2ul FuPA c¢ozeltisi eklenerek karistirildi, termal dongii cihazinda,
50°C’de 10 dk, 55°C’de 10 dk, 60°C’de 10 dk ve 10°C 1 saat kadar bekletildi. Adaptdr numaralari
belirlenerek, hangi 6rnegin hangi barkod adaptdrle baglanacag: listelendi. Barkod adaptorler asagidaki

miktarlara uygun olarak karigtirildi.

Hacim
Ion P1 Adaptor 2ul
Ion Xpress Barcode X 2ul
Distile Su 4 ul
Toplam 8 ul
Tablo 3-6: Barkod- Adaptor icerigi
3.1.3.7. Baglanma Tepkimesi
Hacim
Switch Cozeltisi 4 ul
Sulandirilmis barkod adaptor karigimi 2 ul
Toplam (22 pl kesilmis amplikon) 28 ul

Tablo 3-7: Baglanma Tepkimesi Icerigi
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Barkod adaptdrlerin amplikonlara baglanmasi i¢in 2 pl DNA Ligaz eklendi ve 22°C’de 30 dk,
72°C’de 5 dk, 10°C’de 1 saat bekletildi.

3.1.3.8. Saflastirma

Her ornege 45 ul Ampure Xp Cozeltisi eklenerek pipetleme yapildi. 5 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra plaka, manyetik raf iizerine konularak, 2 dk bekletildi ve iizerinden st sivi
alind1.150 pl taze hazirlanmis %70’lik alkol eklendi ve tiipler calkalandi, ¢ozelti seffaflasana kadar
bekletildi ve {ist s1v1 alindi. Son asama tekrarlandi1. Tiim ¢ozelti ve damlalar pipet ile alindi. Manyetik

boncuklar iizerindeki kiitiiphaneler, 6l¢iim igin hazirlandi.

3.1.3.9. Kiitiiphane Olciimii

Plaka icindeki manyetik boncuklar 50 pul Low TE icinde ¢ozdiiriilerek, manyetik raf iizerine
alindr ve 45 pl st sivi ayrildi. Kiitiiphaneler 1/10000 oranda sulandirildi. E.Coli DH10B Ion Control
Library DNA’sindan (~68pM) 10 kat seri seyreltme islemi (6,8; 0,68; 0,068; 0,0068; 00068)
yapildi.Ug tekrarli ¢alisilacak olan tepkime i¢in asagidaki karisim hazirland.

Hacim
2X TagMan Enzim Karisimi 10 ul
20X Ion Tagman Assay 1 ul
Toplam 11 ul

Tablo 3-8: Kiitiiphane Ol¢iimii Tepkime I¢erigi

Hazirlanan karisim iizerine 9 pl kiitiiphane eklendi ve kontrol olarak sulandirilmis E.Coli
DNA’s1 kullanildi. Hazirlanan reaktifler 5°C’de 2 dk, 95 °C’de 20 sn bekletildi ve 40 dongii 95 °C’de
Isn, 60°C’de 20 sn termal profilde isleme alindi. Elde edilen veriler sulandirilma katsayisi ile
carpilarak toplam derisim hesaplandi. Tim kiitiiphaneler 100 pM’a esitlenerek, ayni oranda

karigtirildi. Emiilsiyon PZR agsamasina hazir hale geldi.

3.1.3.10. Emiilsiyon PZR
Emiilsiyon PZR, yag hiicreleri icerisindeki mikroreaktdrler iizerinde bulunan kisa adaptor

dizilerine baglanan DNA’nin klonal sekilde ¢ogalma islemidir. (Sekil:3-2)
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Sekil 3-2: Emiilsiyon PZR Tepkimesi

//
|_EmUisiyon Yaa|_>
PCR Karigimi
Boncuk

Kitiphane

Kitiiphane DNA's!
primerler, boncuk ve
PCR karigimi igeren
ideal mikroreaktor

PCR Baglar

3. Uzama: Polimeraz boncugun 2. Baglanma: DNA pargas!
primer alaninin kargi yéniine dogru (geri iplik) boncugun

ileri ipligi cogaltir adaptoralanina baglanir OSSO0

2

4. Aynilma: Orjinal geri iplik boncuktan ayrilir,
ileri Iplikgik DNA"nI! er fosfat omurgasindan
g’

B = ™\ A2
Ny L‘““m N TS

ANNANNANAS 5, Baglanma: Geri iplik 5
bead izerindeki. 6. Uzama: Polimeraz, ileri ; ;0-‘63 :I:ﬁ::;t:z':k'a""'
K ipligi gun primer alanina

en
primer ileri iplige baglanmir gerl Ipligl boncugun kargiyéniinde cogaltir

Seyreltilen kiitliphaneler esitlenerek, tepkime c¢ozeltileri ile birlikte asagidaki hacimlerde

klonal ¢ogalma i¢in Ion One Touch System (Thermofisher Scientific, ABD) cihazina konuldu.

Hacim

Distile su 80 ul

Ion S5 Enzim Karigimi 120 pl
Ion kiirecikleri 100 pl
Diliie edilmis kiitiiphane 100 pl
Toplam 2400 pl

Tablo 3-9: Emiilsiyon PZR Tepkime icerigi

Karisim, tepkime filtresi icine yavasga 1000’lik pipet yardimiyla birakildi. Uzerine 800 ul
Tepkime yag1 eklendi. Tepkime filtresi cihaza yerlestirildi ve tepkime baglatildi.
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3.1.3.11. Emiilsiyon PZR Uriiniiniin Zenginlestirilmesi

Klonal ¢ogaltma asamasinda, kiitliphanelerin baglanmadigi Ion kiireciklerinin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in gerekli basamakta Ion One Touch Enrichment System
(Thermofisher Scientific, ABD) cihazi kullanildi.

280 pl Tween cozeltisi ve 40 ul 1M NaOH karistirilarak, Melt off c¢ozeltisi
hazirland1.100pl  Enrichment Streptavidin  C1 kiirecikleri tiipe aktarildi ve manyetik
kuyucuklarda 2 dk bekletildi, sonra sivi kisim alindi, kiireciklerin iizerine 1000 pl yikama
tamponu eklendi. Manyetik rafa konuldu, st sivi uzaklastirildi ve boncuk yikama c¢ozeltisi

eklendi.

Kuyucuk Numarasi Reaktif

ISP igeren 6rnekten 100 ul
Zenginlestirme boncugu
Yikama tamponu
Yikama tamponu
Yikama tamponu
Bos
300 ul Melt Off ¢ozeltisi
Bos

0 ON Lt AW N -

Tablo 3-10: Zenginlestirme Tepkimesi Kuyucuk Yerlesimi

8 kuyucuklu tiiplere sirasi ile asagidaki tabloda belirtildigi gibi ¢ozeltiler yerlestirildi.
Cihaz icerisinde gerceklesen tepkime Sekil: 3-3’te belirtilmistir.
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Sekil 3-3: Ion One Touch Zenginlestirme Sistemi

One Touch Zenginlestirme Sistemi

3.1.3.12. Dizileme

Dizileme islemi, Ion S5 Yeni Nesil Dizileme Cihazi’nda (Thermo Fisher Scientific,
ABD) gerceklestirildi. Bu yeni nesil dizileme platformunda dizileme prensibi, DNA’nin tipki
yapim islemine benzetilmistir. DNA sentezlenmesi sonucu her bir niikleotidin eklenmesi ile
aciga cikan her bir H iyonunun, ortam pH’in1 degistirerek bir elektromanyetik sinyal olarak

algilanmasi ilkesine dayanir.
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Sekil 3-4: Torrent Dizileme Sistemi ve pH temelli dizilemede Cip yapis1

Cihazin PH ayarlamasinin ardindan, zenginlestirilmis 6rnekler, ¢oktiiriiliip, denatiire
edilerek, Ton 540 Cipi icerisine yiiklendi. Dizileme islemi sekildeki prensibe uygun olarak Ion

S5 Dizileme cihazinda gerceklestirildi.

3.1.3.13. Analiz

Torrent Suite Serverdan elde edilen .bam uzantilhi dosyalar bedtools versiyon 2.25.0
kullanilarak Fastq uzantili dosyalara ¢evrildi. Okuma kaliteleri FastQC versiyon 0.11.5 kullanilarak
degerlendirildi. Adaptor dizileri ve diigiik kaliteli uzantilar1 cutadapt versiyon 1.9.3 kullanilarak
kaldirildi. Kit i¢indeki en uzun fragman olan 131 baza kadar okumalar kesildi. Referans genom olarak
ENSEMBL GRCh37 (hg37 / UCSC hgl9). versiyon 87 kullanildi. Okumalarin referans genoma
hizalanmasi, bwa versiyon 0.7014-r1136 aracilig1 ile yapildi. Okumalarin siralanmasi samtools 1.3.1
ile yapilirken STAR v2.5.2, okumalarin sayilar1 subread 1.5.2 aracilifi ile belirlendi. Deseq2 1.16.1 ile
ifadesi degisen sinyaller degerlendirildi ve Benjamini-Hochberg FDR yontemi kullanilarak genlerin
anlamlilik degerleri belirlendi. Yas ve cinsiyet parametreleri analizde kullanilarak, Limma 3.32.10 ile
verilerde y1gilma etkisi (batch effect) kaldirildi. Genlerin farklilagan ifadeleri ve degisim katsayilart R
versiyon 3.4.1 kullanilarak belirlendi. P<0,001 anlamlilik sinirt kullanilarak ifadesi en ¢ok farklilagsmis
200-5000 gen segildi. R programi paketlerinden pheatmap kullanilarak, ifadesi farklilasan (p<0,05) ve

(iist basamak diizenleyici) iist diizenleyici (p<0,05) genlerin 1s1 haritalari olusturuldu.

Veride bulunan bir¢ok boyutlu birbiri ile iliskili olan degiskenin, boyutlar indirgenerek daha
hassas hale getirmeye yarayan bir istatistik yontemi olan Temel Bilesenler Analizi (Principal
Component Analysis) ile timor ve normal doku arasindaki fark ortaya konularak, birbirine benzerlik

gosteren Ornek ciftleri diglandi.
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Farklilasmis ifade gosteren genler, Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 460209M (Qiagen,

California, A.B.D) programi araciligi ile degerlendirildi. IPA, yeni nesil dizileme veya mikroarray

calismalarina ait RNA dizileme, proteomiks, metabolomik, tek niikleotid degisimleri, gen/ miRNA

ifadesi gibi verilerin analizinde kullanilan programdir. Gene Ontology, Entrez Gene, NCBI, GNF,
TarBase, PFAM, OMIM, GWAS gibi veritabanlarini kullanarak girilen veri seti ile iliskili molekiiler

yolaklar, hastaliklar, hedef genlerin ifadesini etkileyen iist diizenleyiciler, farklilasmis ifade gosteren

genleri filtrelemeyi saglar.

3.1.3.14. Dizileme sonucu

24 ornek 3 kosturmada dizilendi. 3 kosturmadan ortalama %92 yiikleme kapasitesi ve 82

milyon okuma elde edilmistir. Dizilenen fragmanlarin ortanca uzunlugu 112 bazdir. Dizilemelere ait

cip yiikleme 1s1 haritasi, iyon kiireciklerin yiizdeleri ve parca uzunlugu asagidaki sekilde gosterilmistir.

Sekil 3-5: Dizileme Sonuclari

9.53 G 113
Total Bases Key Signal

90%
ISP Loading

ISP Density

$5-00428-21-lon_AmpliSeq_Transcriptome_06092017_CH
Loading Density (Avg ~ 90%)
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Dizilenen her 6rnege ait baz sayilari, bir fragman boyunca ger¢eklesen %1 veya daha az hata

pay1 ile basarilabilmis okumalar1 ifade eden Q>20 degeri, okuma sayilari ve okumalarin ortalama

uzunlugu Tablo: 3-11°de belirtilmistir.

Hasta No Baz Sayisi Q>20 %l:;:la
10N 890,485,339 761,506,588 8,381,781
10T 1,029,035,052 880,476,696 9,558,311
39N 2,624,680,588 2,243,876,946 24,321,082
39T 425,780,831 362,674,594 3,946,857
42N 626,495,602 534,658,129 5,816,991
42T 1,577,535,197 1,341,935,030 14,760,493
49N 816,386,003 692,965,026 7,556,819
49T 804,351,444 688,571,905 7,601,798

Ortalama Okuma
Uzunlugu
106 bp
107 bp
107 bp
107 bp
107 bp
106 bp
108 bp
105 bp




25N 257,334,294 213,538,948 2,423,492 106 bp
25T 290,872,685 244,422,050 2,722,381 106 bp
16N 299,047,202 250,332,841 2,827,464 105 bp
16T 5,623,274,467 4,651,659,664 52,814,562 106 bp
43N 168,513,540 140,337,294 1,580,540 106 bp
43T 186,588,696 154,592,701 1,769,661 105 bp
48N 386,966,468 323,320,221 3,630,969 106 bp
48T 331,275,783 272,091,216 3,115,255 106 bp
22N 1,190,935,674 1,062,158,801 10,680,012 111 bp
22T 925,757,757 831,568,138 8,341,181 110 bp
29N 718,912,111 647,973,479 6,527,784 110 bp
29T 1,680,779,991 1,510,226,729 15,371,571 109 bp
45N 1,405,499,258 1,255,594,617 13,070,277 107 bp
45T 652,125,660 582,187,589 5,931,474 109 bp
N 1,286,942,256 1,154,443,958 11,768,845 109 bp
7T 1,215,515,064 1,089,337,783 11,191,211 108 bp

Tablo 3-11: Orneklerin Yeni Nesil Dizileme Verileri

3.1.3.15. Teknik Dogrulama ve Tekrarlama
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Secilen diizenleyici genlerin Gergek Zamanli PZR yontemi ile teknik dogrulamasi ve daha
fazla ornekte tekrarlanmasi icin Quant Studio 12K Flex Real-Time PZR System (Thermo Fisher
Scientific, ABD) cihazi kullanildi. Normalizasyon i¢in veri setinde ifadesi degismeyen ve literatiirde
daha once glioma i¢in kullanilmis 5 gen se¢ildi. Bir array icerisinde, her boliimde 64 (8x8) kiiciik
mikrokuyucuk igeren toplam 48 (4x12) bolme bulunmaktadir. Her 64’1l kuyucuk, 56 hedef gene ait
primer prob (TagMan Gene Expression Assay) igermektedir. 1 bolme icine yerlestirilmis gen diizenegi

tabloda gosterilmistir. Her bir 6rnek ayni array kart icerisinde 4 kez tekrarlanarak calisildi.

Sekil 3-6: Array Kart goriintiisii
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1 2 3 4 5 6 7 8
A FANCC SYVNI OCLN CNOT6L DDB?2 ESRRG HIFIAN CPXM1
B UPF2 PRKARIA | NRXNI NFIX REST PGR ANXA2 PRDM16
C PTHIR ACER3 HSPHI POLDIP3 BRD?2 NOC2L RPSI15 UBE3A
D NELFA FGF$8 TSPYLS5 NFYB HSPDI NUPRI APOE KDM3A
E CACNAIC | POSIN AMERI ESR2 PPARG E2F6 TSPYL2 CCT5
F MITF RABLG6 ZFYVEI6 CYBA COLIS8AI | SMARCAI TALI SBDS
G ESRI TREM1 MEDI RPLI3A
H TBP HMBS | HPRTI TOPI
Tablo 3-12: Bir bolme icerisindeki gen yerlesimi

Icerik Hacim Son Derisim

2X Open Array RT PZR Enzim 132 ul 1X

Karigimi

RNAse icermeyen su 68,6 ul -

PZR karigimi 200,6 ul

Tablo 3-13: Array Kart Tepkime Icerigi

48 bolmeden olusan 1 array karta ait, 12 6rnegi 4 tekrarli calisabilmek i¢in tabloda
belirtilen miktarlar kullanildi. Her ornek icin Sul cDNA eklenerek, 384 kuyulu plakalara
coklu pipet ile aktarildi. 384 kuyulu plakadan array karta Accufill System araciligi ile her
64’1l mikro kuyucuga Sul gelecek sekilde otomatik olarak yiiklendi. Yiiklemenin ardindan
buharlasmay1 onlemek amaciyla array kart kapagi yapistirilarak, immersiyon sivist yiiklendi
ve bir vida yardimiyla kapatildi ve QuantStudio 12K Flex Real-Time PZR System cihazina
yiiklendi. Tepkime sonunda elde edilen Ct degerleri analiz i¢in kaydedildi. Analizde ddCT
yontemi kullanildi. Istatistiksel analiz i¢in, Wilcoxon Rank test, chi-square kullanildi. Segilen

genlerin birbirleri ile korelasyonu i¢in Spearman Korelasyon kullanildi.

3.1.3.16. Yeni Nesil Dizileme ile Ger¢ek Zamanh PZR Karsilastirmasi
RNA dizileme verileri ile RT PZR’de kullanilan genlerin ifadesinin uyumu Pearson
Korelasyon yontemi ile incelendi. Pearson korelasyon, iki dizi arasindaki dogrusal iliskinin

yon ve kuvvet bakimindan incelenmesidir.
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3.1.3.17. Hedef Genlerin Dogrulanmasi

FAM180A ve KCNV ; IPA analizi sonucu elde edilen anlamlilig1 ve degisim katsayisi
yiiksek olan genlerdir. Tiimor ve normal 6rneklerin okumalart aritmetik ortalamalarina gore
degerlendirildiginde, timor orneklerde okumasi olup, normal orneklerde hi¢ olmayan
genlerden DMBX1 geni de RT-PZR ile calisilmistir. DMBX1, FAMI80A ve KCNVI hedef
genlerinin dogrulamas1 SYBR Green kullanilarak RT PZR yontemi ile gergeklestirildi.
Normalizasyon i¢cin TBP ve TOPI genleri kullanildi. Her 6rnek 4 kez tekrar edilerek calisildi.

Gergek zamanli PZR’de kullanilan primerlerin listesi tabloda yer almaktadir.

Gen Primer Dizisi
FAMISO0A 5'- AGC TGC TCT ACG AGT TCC T -3'
5'- GGA TGT CTG GGA TGC TCT TG -3'
5'- CCA GAA GACTCACTACCCAGAT-3
DMBX1 5'-TTC TTG AAC CAC ACC TGC AC -3'
5'- TCT TCT GGT AGA GAG CCT AAGT -3
KCNVI 5'- GAG CGT AAT CCT GTG GAA TGT -3'
5'- CTT CGG AGA GTT CTG GGA TTG -3
TBP 5'- AGC AAA CCG CTT GGG ATT A -3’
5'- CCC AGA TCG AAG CGG ATTT -3'
TOPI 5'- ATG TTC ACT GTT GCT ATG CTT G -3'

Tablo 3-14: FAM180A, DMBX1, KCNV1, TOP1,TBP Genlerinin Ger¢cek Zamanh PZR’de
kullanilan Primer Dizileri

Icerik Hacim Son Derisim
SYBR Green Sul 1X

F Primer 0,2ul 0,2 pM

R Primer 0,2 ul 0,2 pM
cDNA 2ul 50ng

RNAse icermeyen su 2,6 ul -

Toplam Hacim 10 pl

Tablo 3-15: Ger¢ek Zamanh PZR’de Kullanilan Karisim icerigi
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Ornekler, Quant Studio Ger¢ek Zamanli PZR cihazinda, 95 °C’de 10 dk bekletildi. 40
dongii 95 °C’de 15sn, 60°C’de 1dk, termal profilde isleme alind.

Hedef genlerin analizinde ddCT yOntemi, istatistiksel incelemede t-test kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Yeni Nesil Dizileme

Her bir hastadan 1 tiimdr ve buna komsu 1 normal olmak iizere, 12 hastadan elde edilen toplam
24 ornek dizilemeye alinmustir. Her tiimor 6rnegi, normal 6rnegi ile ayni ¢ip igerisinde dizilenmistir.
Yeni nesil dizilemesi yapilan 6rneklere ait cinsiyet, yas ve tiimor yerlesim bilgileri Tablo 4-1’de yer

almaktadir.

Erkek
Kadin

CINSIYET

<50
YAS 50-60
>60

Frontal

TUMOR YERI Temporal

NS O R N e Y BN |

Parietal

Tablo 4-1: Yeni Nesil Dizilemeye Ahman Orneklerin Ozellikleri

Principal Component Analizi (PCA) sonucuna gore 22, 39 ve 42 no’lu hastalara ait timdr ve
normal doku orneklerinin sonucu benzesik oldugundan bu ¢iftler diglanarak 9 ¢ift 6rnek ile analize
devam edilmigtir. Cikartilan {i¢ ¢ift doku her ne kadar patolojik olarak tiimdér ve normal olarak
saptanmigsa da, molekiiler olarak benzestiginin gézlenmesi, timor ve normal dokularin birbirine yakin
konumlanmasindan kaynaklanabilir. PCA analizi ile 6rnek ¢ikartmadan once ve sonra elde edilen

goriintiiler Sekil 4-1’de gosterilmistir.

Sekil 4-1: Temel Bilesenler Analiz sonucu
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A) 12 cift 6rnegin PCA ile goriintiisii B) 22, 39 ve 42 no’lu 6rnekler diglandiktan sonra PCA

goruntiisii

Cikarilan 3 ¢ift 6rnegin ardindan analiz edilen 9 ¢ift 6rnegin ozellikleri Tablo 4-2’de yer

almaktadir.

Erkek
Kadin

CINSIYET

<50
YAS 50-60
>60

Frontal

TUMOR YERI Temporal

— D N |W W W R W

Paryetal

Tablo 4-2: Analizi gerceklestirilen 9 6rnegin 6zellikleri

RNAseq analizi sonrasi dizilenen 20802 hedef transkriptin 3062 tanesinde anlamli ifade
degisikligi oldugu saptanmistir (p<0,001). ileri analiz ve filtreleme icin ifade degisikligi gdsteren 3062

gen Ingenuity Pathway Analiz programi ile analiz edilmistir.

4.2. TPA analizi

Anlamli degisiklik gosteren 3062 genin, logaritmik degisim katsayilar1 ve p degerleri,
Ingenuity Pathway Analyse (IPA) program ile degerlendirilmis ve veri seti ile iliskili olup ifadesi
degisen, ilk 5 yolak, iist diizenleyici gen ve hastalik saptanmistir. Elde edilen yolaklar, sinir sistemi
hiicrelerinin iletisimini saglayan norotransmitter maddelerle iligkilidir. IPA analizi sonucuna gore,

ifadesi degisen ilk bes yolak agagidaki tabloda yer almaktadir.

Yolaklar P degeri Verié:glgi(’lak
Aksonal Yonlendirmeli Sinyal Tletisi 6,79E-11 26,3 % 117/445
Glutamat Almag Sinyal Tletisi 6,77E-08 44.6 % 25/56
cAMP’ta Dopamine-DARPP32 Déniisiim Sinyal
[letisi 1,89E-07 30,6 % 49/160
Kardiyak Hipertropide NFAT Rolii 2,78E-07 28,9 % 55/190
GABA Almag Sinyal Iletisi 3,85E-07 39,7 % 27/68

Tablo 4-3: IPA Analizinde Elde Edilen ilk 5 Yolak

IPA analizi sonucu elde edilen iist diizenleyici genler 415 tanedir. Ust diizenleyiciler,

kendilerinden sonra gelen genlerin ifadesini diizenleyen genlerdir. Bu nedenle, kendi ifadeleri
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degisebildigi gibi kendi ifadeleri degismeden de kendinden sonraki genlerin ifade diizeylerini
etkileyebilirler. IPA analizi sonucu elde ettigimiz ifadesi degisen ilk 5 iist diizenleyici gen,

kanserlerde daha 6nceden tanimlanmis yazilim etmenleridir ve Tablo4-4’te gosterilmektedir.

Ust Diizenleyiciler p-degeri Tahmini Etkinligi
ERBB2 2,54E-11 Etkinlesmis
MITF 7,7TE-09 Etkinlesmis
Ostrojen Reseptor (ESR1) 3,55E-08 Engellenmis
AREG 3,80E-08 Etkinlesmis
TGFBI1 4,64E-08 Etkinlesmis

Tablo 4-4: IPA Analizinde Elde Edilen ilk 5 Ust Diizenleyici Gen

RNA dizileme verileri IPA ile incelendiginde, veri setinin en iliskili bulundugu ilk 5 hastalik
tabloda yer almaktadir. Glioblastoma, sinir sisteminde gergeklesen bir tiimor oldugundan, aralarinda

kanser ve ndrolojik hastaliklar bulundugundan, bu hastaliklarin saptanmasi olagandir.

Hastahklar p-degeri Molekiil Sayisi
Kanser 1,69E-04 - 7,67E-34 2681
Organizmal Yaralanma ve Anomaliler 1,87E-04 - 7,6 7E-34 2723
Gastroistestinal Hastaliklar 1,60E-04 - 1,14E-33 2393
Norolojik Hastaliklar 1,84E-04 - 9,50E-28 974
Psikolojik Hastaliklar 1,99E-04 - 3,22E-27 582

Tablo 4-5: Veri Seti ile iliskili Hastaliklar

Veride degisim gdsteren genlerin hiicresel islevleri IPA araciligi ile analiz edildiginde, ifadesi
en c¢ok degisen genlerin ait oldugu ilk 5 sistem ve hiicresel islev tespit edilmistir (Tablo 4-6). En ¢ok
degisim gosteren genlerin sinyal iletisinde, hiicre oliimiinde gorevli oldugu saptanmisken, sinir

sistemine ait genler, en ¢ok degisim gosteren fizyolojik sistemlerdir.

Hiicresel islevler p-degeri Molekiil Sayisi
Hiicre-Hiicre Sinyal Iletisi ve Etkilesimi 1,36E-04 - 7,20E-13 204
Hiicre Oliimii ve Sagkalimi 1,86E-04 - 6,70E-11 663
Hiicresel Hareket 1,60E-04 - 3,76E-10 449
Hiicre Dongiisii 1,78E-04 - 1,46E-09 245
Hiicresel Diizenleme ve Organizasyon 1,62E-04 - 1,96E-09 301
Fizyolojik Sistem Gelisimleri ve Islevi p-degeri Molekiil Sayisi
Sinir Sistemi Gelisimi ve Iglevi 2,66E-12 - 7,20E-13 54
Kardiyovaskiiler Sistem Gleisimi ve Islevi 3,55E-05 - 6,62E-08 150
Organizma Gelisimi 3,55E-05 - 6,62E-08 136
Bag doku Gelisimi ve Islevi 1,06E-04 - 2,32E-06 107
Doku Gelisimi 1,38E-04 - 2,32E-06 209

Tablo 4-6: En cok degisim gosteren Hiicresel Islev ve Sistemler
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IPA analizi ile, veri setinde diizeyi en ¢ok artan ve en ¢ok azalan ilk 10 hedef gen Tablo 4-

7’de gosterilmistir. Veri setimizde ifadesi artan genlerde, noral gelisim evresinde ifadesi artan

homeobax genlerin siklig1 dikkat cekerken, ifadesi azalanlarda voltaj kapili genler yer almaktadir.

ifadesi Artan Hedef Genler

Genler Acik ad1 P degeri
HOXDI10 Homeo kutusu D10 2,84E-08
HOXAS5 Homeo kutusu A5 3,99E-22
CA9 Karbonik Anhidraz 9 2.5E-25
FAM180A Dizi Benzeri Ailesi 180 Member A 2,15E-09
PLA2G2A Fosfolipaz A2 Grup IIA 9,69E-19
SLN Sarkolipin 6,37E-14
LIF LIF, Interlokin 6 Ailesi Sitokin 3,2E-11
HOXD9 Homeo kutusu D9 2,87E-08
SPOCD1 SPOC Domain I(;eren 1 2.84E-23
ABCC3 ATP Baglanma Kasedi Alt Ailesi C Uye 3 1,18E-10
ifadesi Azalan Genler
NEFM Norofilament Medyum 1,1E-14
WIF1 WNT Baskilayict Faktor 1 8,1E-10
KCNC2 Potasyum Voltaj Kapili Kanal Alt ailesi C Uye 2 0,0000213
CIQL3 Tamamlayic1 C1q Benzeri 3 4,11E-10
GPR26 G Protein-Birlesik Almag 26 0,0000144
HCNI Hiperpolarizasyon Aktiflestirici Siklik Niikleotid 5.79E-08
Kapili Potasyum Kanali 1
GABRG3 Gamma-Aminobiitirik Aﬂsit. Tip A Alma¢ Gamma3 0,00000284
Alt Unitesi
RBFOX3 RNA Baglanma Fox-1 Homolog 3 7,61E-10
PVALB Parvalbumin 3,65E-10
KCNVI P Potasyum Voltaj Kapili1 Kanal Degistirici Alt 0.00000877

Ailesi V Uye 1

Tablo 4-7: IPA analizine gore ifadesi artan ve azalan hedef genler

4.2.1. Ust diizenleyicilerin Secilmesi

Ust diizenleyici analizi, verilerimizde bulunan yazilimsal diizenleyicilerin bilinen hedeflerini

belirleyerek ve ifade degisiminin etkinlestigini ya da engellendigini belirlemeye yarar. Ust

diizenleyiciler yazilim diizenleyicileri, enzimler, peptidler, sitokinler, kinazlar olabilir ve hedef genleri

izerindeki etkisi, ifadeyi etkinlestirme veya engelleme olabilir. Elde edilen tiim iist diizenleyicilerin

her ornek cifti i¢in 1s1 haritas1 Sekil4-3’te goriilmektedir.
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IPA analizi sonucu elde edilen 415 iist diizenleyici gen arasindan 51 tanesi, sinyal iletisi, hiicre

gocll, hiicre sag kalimi gibi hiicresel islevlerine ve glioblastomada taze dokuda calisilmamis olmasi

gbz Oniine alinarak, RT yontemi ile teknik dogrulama ve tekrarlama icin secildi. Segilen genlerin

bazilar1 anlamliligi yiiksek, beyin c¢aligmalarinda onemi olabilecek genler iken, bazilarinin ise,

anlamlilig1 ¢ok degismemis, kontrol amagli segilmistir. Verilerimizde anlamli degisiklik gostermeyen,

glioblastoma-beyin ifade c¢aligmalarinda kullanilmig, dokuya uyumlu 5 gen normalizasyon igin

kullanilmigtir. Degisim Katsayis1 -0,5’ten kiigiik olan genler ifadesi azalmig, -0,5 ile 0,5 arasi olanlar

degismemis, 0,5’ten biiyiik olan genler ifadesi artmis olarak belirlenmistir. Secilen genlerin agik

isimleri, logaritmik kat degisimleri ve ifadedeki degisim yonii, p degeri Tablo 4-8’de yer almaktadir.

Degisim

Target Name Katsayisi Tamm
ACER3 -1,456 Alkaline ceramidase 3
l;:l\l\//lléé?;]? 1,129 APC membrane recruitment protein 1
ANXA2 3,514 Annexin A2
APOE 1,185 Apolipoprotein E
BRD2 0,830 Bromodomain containing 2
CACNAIC -2,414 Calcium voltage-gated channel subunit alphal C

Degisim

Yonii
Azalmis

Artmig

Artmig
Artmig
Artmig
Azalmisg

p degeri
0,004640041
0,003578764

0,000000334
0,0000555
0,000921606
0,016142084




CCT5
CNOT6L
COLI18AI
CPXM1
CYBA
DDB2
E2F6
ESR1
ESR2
ESRRG
FANCC
FGF8
HIF1AN
HSPD1
HSPH1
KDM3A
MED1
MITF

WHSC2
(NELFA)

NFIX
NFYB
NOC2L
NRXNI1
NUPRI1
OCLN
PGR
POLDIP3
POSTN
PPARG
PRDM16

PRKARIA

PTHIR
RABL6
REST
RPS15
SBDS

SMARCAL1
SYVNI
TALI

TREM1
TSPYL2
TSPYLS
UBE3A
UPF2
ZFYVEI16

0,554
-0,570
1,493
4,834
1,183
1,072
0,814
0,789
2,594
-4,964
1,497
2,496
-0,581
0,919
0,791
1,204
0,490
0,751

1,070

1,499
-0,763
0,862
-2,978
2,524
-1,998
-4,436
0,652
4,561
-2,195
-2,224

-0,658

-1,841
-0,163
0,855
0,912
0,082

0,102
1,089
-0,911

3,531
-2,184
-3,243
-0,930
-1,160
-1,261

Chaperonin containing TCP1 subunit 5
CCR4-NOT transcription complex subunit 6 like
Collagen type X VIII alpha 1 chain
Carboxypeptidase X, M14 family member 1
Cytochrome b-245 alpha chain
Damage specific DNA binding protein 2
E2F transcription factor 6
Estrogen receptor 1
Estrogen receptor 2
Estrogen related receptor gamma
Fanconi anemia complementation group C
Fibroblast growth factor 8
Hypoxia inducible factor 1 alpha subunit inhibitor
Heat shock protein family D (Hsp60) member 1
Heat shock protein family H (Hsp110) member 1
Lysine demethylase 3A
Mediator complex subunit 1
Melanogenesis associated transcription factor

Negative elongation factor complex member A

Nuclear factor I X
Nuclear transcription factor Y subunit beta
NOC2 like nucleolar associated transcriptional repressor
Neurexin 1
Nuclear protein 1, transcriptional regulator
Occludin
Progesterone receptor
DNA polymerase delta interacting protein 3
Periostin
Peroxisome proliferator activated receptor gamma
PR/SET domain 16

Protein kinase cAMP-dependent type I regulatory subunit
alpha

Parathyroid hormone 1 receptor
RAB, member RAS oncogene family like 6
RET silencing transcription factor
Ribosomal protein S15
SBDS, ribosome maturation factor

SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily a, member 1

Synoviolin 1

TAL bHLH transcription factor 1, erythroid differentiation
factor

Triggering receptor expressed on myeloid cells 1
TSPY like 2
TSPY like 5
Ubiquitin protein ligase E3A
UPF2, regulator of nonsense mediated mRNA decay
Zinc finger FY VE-type containing 16

Artmig
Azalmig
Artmig
Artmig
Artmig
Artmig
Artmig
Artmig
Artmig
Azalmig
Artmig
Azalmig
Azalmig
Artmig
Azalmig
Artmig
Degismemis
Azalmig

Artmig

Artmig
Azalmig
Artmig
Azalmig
Artmig
Azalmig
Azalmig
Artmig
Artmig
Azalmig
Azalmig

Azalmig

Azalmig
Degismemis
Artmig
Artmig
Degismemis

Degismemis
Artmig
Azalmis

Artmig
Azalmig
Azalmis
Azalmis
Azalmig
Azalmig

0,038052582
0,015555794
0,007699692
2,17E-09
0,006321442
0,0037619
0,006503635
0,447780807
0,000793996
0,02160056
0,001973508
0,053929722
0,014231831
0,000241812
0,035318438
0,0000679
0,01373104
0,078231759

0,002070382

0,0000307
0,000991592
0,013829711

0,00000141
0,00000432
0,000142729
6,21E-11
0,026511638
1,31E-12
0,000491638
0,00102914

0,0013944

0,00000829
0,687395748
0,012204237

0,00000017
0,779749565

0,686359438
0,016164321
0,074528912

0,00000101
0,0000325
391E-14
0,001295363
0,0000161
0,0000284

Tablo 4-8: RNAseq verisinden RT-PZR icin secilen genler

35



36

ACER3, CNOT6L, CYBA, HIFIAN, HSPDI, UBE3A genleri enzim etkinligi olan ptotein
kodlarken, APOE, NRXNI, SYVNI, ZFYVE16, RABL6, UPF2 genleri tastyici proteinler kodlar. E2F6,
KDM3A, MEDI, MITF, NFIX, NFYB, NOC2L, NUPRI, PRDM16, REST, SMARCAI, TALI genlerinin
iiriinleri ise yazilim diizenleyicileridir. OCLN ve POSTN genleri, hiicre adezyon molekiilii, PTHIR, G
protein almaci, FGF8 biiyiime etmeni, CACNAIC iyon kanali proteini, PRKARIA ve BRD?2 kinaz,
ESRRG, PGR, PPARG, ESRI ve ESR2 ligand bagh ¢ekirdek almaci, TSPYL2 ve TSPYL5, CCT5
saperon, CPXM1 peptidaz, RPS15, SBDS, POLDIP3 ribozom biyogenez proteini, TREMI
transmembran almaci, HSPH niikleotid degisim etmeni kodlar. FANCC, DDB2 DNA tamir geni iken,
NELFA uzama etmeni, AMERI, ANXA2 membran baglanma proteini, COLISAI geni yap1 proteini
kodlar.

Gergek Zamanl PZR ile dogrulama 26 ¢ift GBM &rneginde gergeklestirildi. Gergek zamanl
ifade c¢aligmasinda referans genlerde, en az 3 tekrarda ifade gostermeyen Ornekler analizden
dislanmistir. Buna gore dogrulama 20 ¢ift 6rnekte gerceklestirilmistir. Hastalarin cinsiyet, yas ve

tiimor yerlesimlerine gore dagilim sayilar1 Tablo 4-9°da yer almaktadir.

Erkek 13
Kadm

CINSIYET

<50
YAS 50-60
>60

Frontal 13
TUMOR YERLESIMI Paryetal

Temporal

Tablo 4-9: RT Calismasinda kullanilan 6rneklerin ézellikleri

2-84Ct degeri 0,9 ile 1,1 arasinda olan drnekler icin tiimor ve normal dokular arasinda ifadenin

degismedigi, 0,9’dan diisiik ise, azaldig1; 1,1’den biiyiik ise tiimor dokusunda ifadenin normal dokuya

oranla arttig1 kabul edildi.

20 ¢ift glioblastoma 6rneginde Ger¢ek Zamanli PZT sonuglar1 Tablo 4-10’da gosterilmistir.

2-AACT oo s .

Gen Ad1 ortalamasi Degisim p degeri
ACER3 0,68717 Azalmis 0,060
AMERI(FAMI123B) 1,756397 Artmis 0,191
ANXA2 4,245934 Artmis 0,001
APOE 1,056469 Degismemis 0,841
BRD?2 1,201636 Artmis 0,244
CACNAIC 0,465334 Azalmis 0,014

CCTS5 1,423699 Artmis 0,086




CNOT6L
COLI8AI
CPXMI
CYBA
DDB2
E2F6
ESRI
ESR2
ESRRG
FANCC
FGF8
HIFIAN
HSPDI
HSPHI
KDM3A
MEDI
MITF
NELFA (WHSC2)
NFIX
NFYB
NOC2L
NRXNI
NUPRI
OCLN
PGR
POLDIP3
POSTN
PPARG
PRDMI6
PRKARIA
PTHIR
RABL6
REST
RPS15
SBDS
SMARCAI
SYVNI
TALI
TREM]
TSPYL2
TSPYL5
UBE3A
UPF2
ZFYVEI6

1,208621
1,395926
2,949426
0,827389
1,100769
2,370164
0,404671
1,139787
0,452634
1,073147
0,609395
0,696467
1,544344
0,967759
1,42171
1,226691
0,606619
1,177603
1,14662
0,803449
1,225183
0,307431
2,259239
0,718402
0,955157
0,907194
5,601636
0,610432
0,446681
0,705026
0,605451
0,699032
1,396181
1,535243
1,006878
0,891654
1,053446
0,619714
1,766592
0,440682
0,925004
0,904464
0,622374
0,59227

Artmis
Artmis
Artmis
Azalmis
Degismemis
Artmis
Azalmis
Artmis
Azalmis
Degismemis
Azalmis
Azalmis
Artmig
Degismemis
Artmig
Artmis
Azalmig
Artmis
Artmis
Azalmig
Artmis
Azalmis
Artmis
Azalmig
Degismemis
Degismemis
Artmis
Azalmisg
Azalmig
Azalmig
Azalmig
Azalmig
Artmig
Artmis
Degismemis
Azalmig
Degismemis
Azalmisg
Artmig
Azalmig
Degismemis
Degismemis
Azalmig
Azalmisg

0,057
0,266
0,044
0,446
0,670
0,014
0,045
0,862
0,044
0,772
0,883
0,051
0,048
0,876
0,041
0,237
0,078
0,224
0,376
0,182
0,207
0,008
0,005
0,200
0,938
0,401
0,008
0,021
0,003
0,009
0,063
0,007
0,034
0,002
0,970
0,360
0,757
0,036
0,291
0,017
0,918
0,406
0,051
0,019

Tablo 4-10: Ust Diizenleyici Genlerin RT-PZR Sonucu
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Genlerin ifade diizeyleri, cinsiyet, yas ve timor yerlesimlerine gore incelendiginde, Tablo 4-
11°deki sonuglar elde edilmistir.

CINSIYET YAS TUMOR YERLESIMi
iFiﬁ::Isi Kadmn | Erkek ' <60 >60 “ Frontal | Paryetal | Temporal ‘"
n(%) | n(%) n(%) | n(%) n(%) | n(%) n (%)
Azalmis 420) | 7(35) 8(40) | 3(15) 7 (35) 0(0) 4 (20)
ACER3 Degismemis | 1(5) | 2(10) [0,990 | 2(10) | 1(5) |0276| 2(10) 0(0) 1(5 0,145
Artmig 2(10) | 4(20) 2(10) | 4(20) 4(20) | 2(10) 0(0)
Azalmis 1(5,9) | 3(17,6) 1(59) | 3(17,6) 4235 | 0(0) 0 (0)
AMERI Degismemis | 1(5,9) | 1(59) (0,748 | 2(11,8)| 0(0) |0,183| 1(59) 0(0) 1(59) |0.373
Artmig 5(29.4) | 6(35,3) 7(41,2) | 4(23,5) 5(294)| 2(11,8) | 4(255)
Azalmis 000) | 3(5) 1(5 | 210 3 (15) 0(0) 0 (0)
ANXA2 Degismemis | 1 (5) 1(5 0372 | 1(5 1(5) (0,535 1(5) 0(0) 1(5 0,622
Artmig 6(30) | 9(45) 10 (50) | 5(25) 945 | 2(10) 4(20)
Azalmis 3(15) | 4(20) 4(20) | 3(15) 4 (20) 0(0) 3 (15)
APOE Degismemis | 0 (0) 1(5) 0,690 1(5) 0(0) [0,703| 0(0) 1(5) 0(0) |0,024%
Artmig 4(20) | 8(40) 7(35) | 5(25) 9 (45) 1(5) 2 (10)
Azalmis 2(10) | 1(5) 2(10) | 1(5) 2 (10) 0(0) 1(5)
BRD?2 Degismemis | 1(5) | 6(30) 0253 | 4(20) | 3(15) |0,961| 4 (20) 1(5) 2(10) {0,945
Artmig 4(20) | 6(30) 6 (30) | 4(20) 7(35) 1(5) 2 (10)
Azalmis 4(21,1) | 8 (42,1) 8 (42,1) | 4 (21,1) 7(36.8)| 0(0) 5(26,3)
CACBNAIC | Degismemis | 0(0) | 1(53) [0,579 | 0(0) | 1(53) [0,405| 1(5,3) 0(0) 0(0) [0,111
Artmig 3(15,8) | 3(15.8) 421,1) | 2(10,5) 421,1) | 2(10,5) 0 (0)
Azalmis 2(10) | 4(20) 4(20) | 2(10) 4 (20) 0(0) 2 (10)
CCTS Degismemis | 1 (5) 1(5) {0,896 1(5) 1(5) [0,901| 0(0) 2 (10) 0(0) |0,000%
Artmig 4(20) | 8(40) 7(35) | 5(25) 9 (45) 0 (0) 3(15)
Azalmig 1(5) | 4(0) 2(10) | 3(15) 3 (15) 0(0) 2 (10)
CNOT6L | Degismemis | 3(15) | 1(5) |0,166 | 4(20) | 0(0) |0,162| 2(10) 0(0) 2(10) {0,347
Artmis 3(15) | 8(40) 6(30) | 5(25) 8(40) | 2(10) 1(5)
Azalmig 2(10) | 5(25) 3(15) | 4(20) 5(25) 1(5) 1(5)
COLISAI  |Degismemis | 0 (0) 1(5) |0,638 1(5) 0(0) [0418| 1(5) 0(0) 0(0) | 0830
Artmig 5(25) | 7(35) 8(40) | 4(20) 7(35) 1(5) 4 (20)
CPXM1 Azalmig 1(7,7) | 3(23,1) |0,150 | 3(23,1) | 1(7,7) |0,489| 2(154) | 1(7,7) 1(7,7) | 0,403
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Degismemis | 2 (15,4) | 0(0) 2(154)| 0@ 1(7,7) 0(0) 1(7,7)
Artmis 2(154) | 5(38.5) 4(30,8) | 3(23,1) 6 (46,2) 1(7,7) 0(0)
Azalmis 1(5) 4 (20) 2 (10) 3(15) 3(15) 0(0) 2 (10)

CYBA Degismemis | 3 (15) 1(5) |0,166 4 (20) 0() (0,162 2(10) 0(0) 2 (10) 0,347
Artmis 3 (15) 8 (40) 6 (30) 5(25) 8 (40) 2 (10) 1(5)
Azalmis 2 (10) 6 (30) 5(25) 3(15) 5(25) 1(5) 2 (10)

DDB?2 Degismemis | 0 (0) 1(5) 10,492 0(0) 1(5) (0454 1(5) 0(0) 0(0) 0,960
Artmis 5(25) 6 (30) 7(35) 4 (20) 7 (35) 1(5) 3(15)
Azalmis 1(5 2 (10) 1(5) 2 (10) 3(15) 0(0) 0(0)

E2F6 Degismemis | 2 (10) 00 (0,124 2 (10) 00 (0,329 0(0) 0(0) 2 (10) 0,094
Artmis 4200 | 11(55) 9 (45) 6 (30) 10 (50) 2 (10) 3(15)
Azalmis 26,7y 6(50) 6 (50) | 2(16,7) 8 (66,7) 0(0) 0(0)

ESRI Degismemis | 0 (0) 0(0) 0,098 0(0) 0(0) ([1,000f 0() 0(0) 0(0) 0,018*
Artmis 3(25) 1(8,3) 3 (25) 1(8,3) 1(8,3) 1(8,3) 2 (16,7)
Azalmis 1(83) | 4(33,3) 325 | 2(16,7) 4 (33,3) 0(0) 1(8,3)

ESR2 Degismemis | 0 (0) 0 (0,079 0(0) 0 (0310 0() 0(0) 0(0) 0,598
Artmis 5@L,7) | 2(16,7) 6 (50) 1(8,3) 4(33,3) 1(8,3) 2 (16,7)
Azalmis 3(15) 8 (40) 7(35) 4 (20) 6 (30) 1(5) 4 (20)

ESRRG Degismemis | 1 (5) 0 0,338 1(5) 00) (0,588 1(5 0(0) 0(0) 0,741
Artmis 3 (15) 5(25) 4 (20) 4 (20) 6 (30) 1(5) 1(5)
Azalmig 3(15,8) | 5(26,3) 4 (2L,1) | 4(21,1) 5(26,3) 1(5.3) 2 (10,5)

FANCC Degismemis | 1(5,3) | 1(5,3) {0,906 1(53) | 1(53) (0,456 2(10.,5) 0(0) 0(@0) 0,834
Artmig 3(15,8) | 6(31,6) 7(36,8) | 2(10,5) 5(26,3) 1(5,3) 3 (15.8)
Azalmig 1(12,5) | 5(62,5) 4 (50) 2 (25) 5(62,5) | 1(12,5) 0(0)

FGF8 Degismemis | 0 (0) 0(0) |0,035%| 0(0) 0() |0,673| 0(0) 0(0) 0(@0) 0,346
Artmig 2 (25) 0(0) 1(12,5) | 1(12)5) 1(12,5) | 1(12,5) 0(0)
Azalmis 3(15) 9 (45) 6 (30) 6 (30) 7 (35) 1(5) 4 (20)

HIFIAN Degismemis | 1 (5) 3(5) | 0,172 | 3(15) 1(5) |0,535| 4(20) 0@ 0(0) 0,457
Artmus 3(15) 1(5) 3(15) 15 2 (10) 1(5) 1(5)
Azalmisg 1(5) 0(0) 1(5) 0(0) 1(5) 0(0) 0(0)

HSPDI Degismemis | 1 (5) 3(15) | 0,359 | 4(20) 0() |0,108 3(15) 0(0) 1(5) 0,871
Artmus 5(25) | 10(50) 7(35) 8 (40) 9 (45) 2 (10) 4 (20)
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Azalmig 3(15) | 6(30) 5(25) | 4(20) 525 | 0(0) 4 (20)

HSPH]I Degismemis | 2(10) | 0(0) | 0,112 | 1(5) | 1(5 |0.850 1(5) 1(5) 0(0) | 0,131
Artmis 2(10) | 7(35) 6(30) | 3(15) 7 (35) 1(5) 1(5)
Azalmis 2(10) | 4(20) 2(10) | 4(20) 4200 | 2(10) 0 (0)

KDM3A  |Degismemis| 0(0) | 0(0) | 0919 | 0(0) | 0(0) |0111| 0(0) 0 (0) 0(0) |0,033*
Artmig 525 | 945 10 (50) | 4 (20) 945 | 0(0) 5(25)
Azalmis 15 | 200 15) | 2(10) 2(10) | 0(0) 1(5)

MED]I Degismemis | 4 (20) | 3(15) | 0,286 | 5(25) | 2(10) |0.530| 4 (20) 1(5) 2(10) | 0945
Artmis 2(10) | 8 (40) 6(30) | 4(20) 7(35) 1(5) 2 (10)
Azalmis 5(26.3) | 5(26.3) 7(36.8) | 3(15.8) 6(31.6)| 0(0) | 42LD

MITF Degismemis | 1(5.3) | 3(15.8) | 0,451 | 2(10,5) | 2(10,5) [0,771| 4(21.1) | 0 (0) 0(0) | 0,068
Artmis 1(53) | 4(21,1) 3(15.8) | 2(10,5) 2(105) | 2(10,5 | 1(5.3)
Azalms 1(5) | 4(0) 1(5) | 4(0) 3(15) 1(5) 1(5)

NELFA Degismemis | 4(20) | 1(5) |0,051%| 40) | 1(5 [0,101] 3(15) | 0(0) 2(10) | 0,795
Artmis 2(10) | 8 (40) 735 | 3(015) 7(35) 1(5) 2(10)
Azalms 3(15) | 4(20) 5(25) | 2(10) 4 (20) 1(5) 2 (10)

NFIX Degismemis | 3(15) | 1(5) | 0,072 | 2(10) | 2(10) [0,733] 2(10) 1(5) 1(5) | 0,658
Artmis 15 | 8(40) 5(25) | 4(20) 7335 | 0(0) 2 (10)
Azalmis | 4 (21,1) | 6 (31,6) 7(36.8) | 3(15.8) 6(31.6)| 1(53) | 3(158)

NFYB Degismemis| 0 (0) | 3(15.8) | 0423 | 1(5.3) | 2(10,5) [0473| 2(10,5) | 0 (0) 1(53) | 0611
Artmis | 2(10,5) | 4 (21,1) 3(15.8) | 3 (15.8) 5(263) | 1(5.3) 0 (0)
Azalmis | 2(10,5) | 5(26.3) 5(26,3) | 2(10,5) 4L | 1(53) | 2(105)

NOC2L Degismemis| 1(5.3) | 1(5.3) | 0,820 | 2(10,5) | 0(0) [0,193| 1(53) | 0(0) 1(53) | 0,899
Artmis | 4 (21,1) | 4(21,1) 421,1) | 4(21,1) 736.8)| 1(53) | 2(10.5)
Azalmis | 5(25) | 7(35) 735 | 525 6 (30) 1(5) 5(25)

NRXNI Degismemis| 0(0) | 1(5) | 0638 | 1(5) | 0(0) |0703] 1(5) 0 (0) 0(0) | 0324
Artmis | 2(10) | 5(25) 4(20) | 3(15) 6 (30) 1(5) 0 (0)
Azalmis | 1(5) | 3(15) 2(10) | 2(10) 2 (10) 1(5) 1(5)

NUPRI Degismemis| 1(5) | 1(5) | 0,828 | 2(10) | 0(0) |0461| 2(10) | 0(0) 0(0) | 0,680
Artmis | 5(25) | 9(45) 8 (40) | 6(30) 9 (45) 1(5) 4 (20)
Azalmis | 4 (21,1) | 6 (31,6) 5(263) | 5(26,3) 8M421)| 0(0) | 2(105)

OCLN 0,326 0,591 0,180
Degismemis| 1(53) | 0(0) 1(53) | 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(5.3)




41

Artmis | 2(10,5) | 6 (31.6) 5(26,3) | 3 (15.8) 4211 | 2(10,5) | 2(10,5)
Azalmis | 1(16,7) | 1(16,7) 2(333)| 0(0) 2(333)| 0(0) 0 (0)

PGR Degismemis| 1(16,7)| 0(0) | 0,687 | 1(16,7) | 0(0) |0,549| 1(16,7)| 0(0) 0(0) | 0558
Artmis | 2(33.3) | 1(16,7) 2(333) | 1(16,7) 1(16,7) | 1(16,7) | 1(16,7)
Azalmis | 4(20) | 8(40) 8 (40) | 4(20) 9 (45) 1(5) 2 (10)

POLDIP3 | Degismemis| 1(5) | 1(5) | 0,896 | 2(10) | 0(0) |0,189| 2(10) | 0(0) 0(0) | 0364
Artmis | 2(10) | 4(20) 420) | 2(10) 2 (10) 1(5) 3(15)
Azalmis | 0(0) | 3(20) 2(133) | 1(6.7) 2(133) | 1(6,7) 0 (0)

POSTN Degismemis| 0(0) | 0() | 0,171 | 0(©) | 0(0) |1,000] 0(0) 0 (0) 0(0) | 0,092
Artmis | 5(33.3) | 7(46.7) 8(533) | 4(26,7) 9(60) | 0(0) 3 (20)
Azalmis | 4(25) | 8(50) 8(50) | 4(25) 7(438) | 1(63) | 4(25

PPARG Degismemis| 0(0) | 0(0) | 0,146 | 0(0) | 0(0) |0,755] 0(0) 0 (0) 0(0) | 0344
Artmis | 3(18.8) | 1(6.3) 3(18,8) | 1(6.3) 3(18.8) | 1(63) 0 (0)
Azalmis | 6 (31,6) | 11 (57.9) 11 (57.9)| 6 (31.6) 11(57.9)| 1(53) | 5(263)

PRDMI6 | Degismemis| 0(0) | 0(0) | 0,683 | 0(0) | 0(0) |0,080 0(0) 0 (0) 00) | 0138
Artmis | 1(5.3) | 1(5.3) 0(0) | 2(10.,5) 153) | 1(5.3) 0 (0)
Azalmis | 5(25) | 8(40) 9(45) | 4(20) 8(40) | 0(0) 5(25)

PRKARIA | Degismemis| 0(0) | 4(20) | 0,170 | 2(10) | 2(10) |0468| 3(15) 1(5) 0(0) | 0,158
Artmis | 2(10) | 1(5) 15) | 2(10) 2 (10) 1(5) 0 (0)
Azalmis | 5(29.4) | 7(41.2) 10 (58.8)| 2 (11.8) 9(529)| 1(59 | 2(11.8)

PTHIR Degismemis| 0(0) | 1(59) | 0,660 | 0(0) | 1(59) |0,040| 1(59 | 0(0) 0(0) | 0425
Artmis | 2(11,8) | 2 (11,8) 1(59) | 3(17.6) 159 | 1659 | 27118)
Azalmis | 3(15) | 9 (45) 8 (40) | 4(20) 7 (35) 1(5) 4 (20)

RABL6 Degismemis| 3 (15) | 2(10) | 0,386 | 3(15) | 2(10) |0,574| 4(20) | 0(0) 1(5 | 0469
Artmig 15) | 2(10) 15) | 2(10) 2 (10) 1(5) 0 (0)
Azalmis | 3 (15.8) | 4(21,1) 3(15.8) | 4(21,1) 42L1D)| 00 | 3(158)

REST Degismemis| 1(53) | 0(0) | 0324 | 1(53) | 0(0) |0466| 1(53) | 0(0) 0(0) | 0562
Artmis | 3(15.8) | 8 (42,1) 7(36.8) | 4(21,1) 7(36.8) | 2(10,5 | 2(10,5)
Azalmis | 1(5) | 2(10) 1(5) | 2(10) 2(10) | 0(0) 1(5)

RPSIS Degismemis| 3(15) | 1(5) | 0,163 | 3(15) | 1(5) |0.528| 3(15) 1(5) 0(0) | 0,625
Artmis | 3(15) | 10(50) 8 (40) | 5(25) 8 (40) 1(5) 4 (20)

SBDS Azalmis | 5(25) | 5(25 | 0227 | 735 | 3(15) [0,659] 6(30) | 0(0) 4(20) | 0,157
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Degismemis| 1 (5) 1(5) 1(5) 15) 15) 0 (0) 15
Artmis 15) | 7(35) 4(20) | 4(20) 6(30) | 2(10) 0 (0)
Azalmis | 2(10) | 6(30) 420) | 4(20) 6 (30) 0 (0) 2 (10)
SMARCAI | Degismemis| 3(15) | 4(20) | 0,742 | 6(30) | 1(5) [0213| 4(20) 1(5) 2(10) | 0,787
Artmis | 2(10) | 3(15) 2(10) | 3(15) 3 (15) 165 1(5)
Azalmis | 4(20) | 3(15) 2(10) | 5(25) 3 (15) 1(5) 3(15)
SYVNI Degismemis| 2(10) | 3(15) | 0,188 | 4(20) | 1(5) [0,107| 4 (20) 0 (0) 15) | 0567
Artmis 15) | 7(35) 6(30) | 2(10) 6 (30) 165 1(5)
Azalmis 3(16,7) | 8 (44,4) 8 (44,4) | 3(16,7) 8444 | 00 3(16,7)
TALI Degismemis | 0(0) | 2(1L,1) | 0,065 | 0(0) |2(1L1)[0,152| 2(1L,1)| 0(0) 00) | 0,152
Artmis 4222)| 15,6 3(16,7) | 2(11,1) 200, | 2L | 1(56)
Azalmis 1(7,1) | 4(28,6) 4(28,6) | 1(7,1) 3QL4) | 17,1 1(7,1)
TREMI Degismemis | 0(0) | 1(7.1) [ 0,091 | 0(0) | 1(7.1) [0,255] 1(7,1) | 0(0) 000) | 0,944
Artmis 6 (42,9) | 2 (14,3) 6 (42,9) | 2 (14,3) 5357 | 17,1 | 23143)
Azalmis 4(20) | 8 (40) 735 | 5025 8 (40) 0 (0) 4 (20)
TSPYL2 Degismemis | 2(10) | 0(0) | 0,099 | 2(10) | 0(0) |0450| 1(5) 0 (0) 15 | 0,132
Artmis 165) | 525 3(15) | 3(15) 40) | 2(10) 0 (0)
Azalmis 5(263) | 6 (31,6) 7(36,8) | 4(21,1) 6(316)| 133) | 4211
TSPYLS Degismemis | 0(0) | 1(53) | 0,566 | 0(0) | 1(53) [0,383] 1(53) | 0(0) 00) | 0,789
Artmis 2(10,5) | 5(26,3) 5(26,3) | 2(10,5) 50263)| 1(3) 1(53)
Azalmis 2(10) | 5(25) 3(15) | 4(20) 5(25) 0(0) 2 (10)
UBE3A Degismemis | 4 (20) | 1(5) [0042%| 4(20) | 1(5 |0425| 2(10) 0 (0) 3(15) | 0,087
Artmis 165) | 735 525 | 3(15) 6(30) | 2(10) 0 (0)
Azalmis 5(25) | 10(50) 945) | 6(30) 9 (45) 165 5(25)
UPF2 Degismemis| 0(0) | 0(0) | 0,787 | 0(0) 0(0) |0417| 0(0) 0 (0) 00) | 0277
Artmis 2(10) | 3(15) 40) | 105 4 (20) 15 0 (0)
Azalmis 5025 | 735) 735 | 5025 8 (40) 0 (0) 4 (20)
ZFYVEI6 0,119 0,966 0,011%
Degismemis | 2(10) | 1(5) 20100 | 1(5) 1(5) 2(10) 0 (0)
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Artmis 0(0) 5(25) 3 (15) 2 (10) 4 (20) 0(0) 1(5)

Tablo 4-11: Ust Diizenleyici Genlerin Klinik Ozelliklere Gore Degerlendirilmesi

Yaptigimiz calismada glioblastomada beynin frontal lobunda oOrneklerin %45’ inde
APOE, %45’inde CCTS5 ve %45’inde KDM3A genlerinin ifadeleri artmisken, 6rneklerin
%66,7’sinde ESRI ve %A40’inda ZYFVEI6 genlerinin diizeyleri azalmistir (p<0,05).
Erkeklerde UBE3A ve NELFA genlerinin ifadeleri artmisken, FGF8 geni ifadesi azalmistir.
Yaptigimiz ¢alismada sadece PTHIR geni ifadesi 60 yasin altindaki hastalarda azalmistir
(p<0,05).

4.3. Aritmetik Ortalama Analizi

Verilere aritmetik ortalamalar1 agisindan da yaklagilmigtir. 9 timér ve 9 normal 6rnegin, her
gene ait okumalarinin artimetik ortalamalar1 hesaplanmistir. Tiimorde 0 okuma gdsterirken, normalde
okumasi olan ve tam aksine normal 6rneklerde okumasi 0 olup, tiimérde okuma gdsteren genler

belirlenmistir. Bu genler Tablo 4-11’de gosterilmistir.

Gen Logztlzit.nﬁk P degeri Tiimér Okuma Normal Okuma
Degisim Ortalamasi Ortalamasi
DMBX1 5,279342919 7,69E-07 9,833078035 0
NKX2-5 5,698814611 0,00000428 12,13968572 0
OR2M4 -6,455905083 1,53E-11 0 15,98435194
MEPE -5,360765199 0,00012207 0 11,4070004

Tablo 4-12: Ortalamalara Gore Degerlendirilen Genler

IPA analizi sonucu elde edilen, glioblastomada diizeyi artan hedef genlerden FAMI180A, diizeyi
azalan genlerden ise KCNV1 geni dogrulama i¢in segilirken, aritmetik ortalama analizinden DMBX1,
anlamlilik degerlerinin yiiksek olmasi ve timdr olusumunda etkili olma olasiligi nedeni ile Gergek
zamanli PZR ile degerlendirilmistir. 20 ¢ift drnekte ¢alisilan genlerin Ger¢ek zamanli PZR sonuglari

Tablo 4-12°de yer almaktadir.

Gen ad AACt 2-AACt P degeri Degisim

DMBX1 -1,17 2,24 0.215 Artmis

KCNVI 3,82 0.07 0.009 Azalmis
FAM180A -1.68 3,20 0.008 Artmis

Tablo 4-13:DMBX1, KCNV2, FAM180A genlerinin Gercek Zamanh PZR Sonuclari




incelenmesi sonucu anlamli bir iligki bulunamamustir (Tablo 4-14)
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Hedef genlerin hastalarin yas, timor yerlesimi ve cinsiyet agisindan oOzelliklerine gore

CINSIYET YAS TUMOR YERLESIMIi
_ GEN . * i
IFADESI Degisim Kadm | Erkek b <60 60 b Frontal | Paryetal | Temporal b
n (%) | n(%) n(%) n(%) n(%) | n(%) n (%)
Azalmis 1(5) 15 | 0372 1(5) | 1(5) | 0,933 | 1(5) 0(0) 1(5) 0,631
FAMI80A | Degismemis | 0(0) | 3(15) 2(10) | 1(5) 2(10) 1(5) 0 (0)
Artnig 6 (30) | 9(45) 2(10) | 4(20) 10(50) 2(10) 3(15)
Azalmis 5(25) | 10(50) | 0,787 | 9(45) | 6(30) | 1,000 | 9(45) 3(15) 3(15) 0,540
KCNV1 | Degismemis |0 (0) 0 (0) 0(0) | 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Artmig 2(10) | 3(15) 3(15) | 2(10) 4(20) 1(5) 0(0)
Azalmis 0(0) | 4(20) | 0,101 | 1(5) | 3(15) | 0,110 | 3(15) 0(0) 1(5) 0,494
DMBXI1 | Degismemis | 0(0) | 0(0) 0(0) | 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Artmig 7(35) | 9(45) 11(55) | 5(25) 10(50) 4(20) 2(10)

Tablo 4-14: DMBX1, KCNV2, FAM180A genlerinin klinik 6zellikler acisindan incelenmesi
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5. TARTISMA

Beyin tiimdrlerinin %77’sini olusturan glioblastoma multiforme, cerrahi operasyon,
radyoterapi, kemoterapi veya bu tedavilerin birlikte uygulanmasina ragmen, ortalama 15 ay
sag kalim gosteren en habis tiimor tipidir (71). Glioblastomlar, onciil herhangi bir lezyon
gostermeden yeni bir olusumla gelisim gosteren, IDH yaban tip ile karakterize olan birincil
glioblastom ve yayilimci astrositomdan veya oligodendrogliomadan gelisen IDH mutant tip
ikincil glioblastom olmak {iizere ikiye ayrilir. Yeni nesil teknolojiler ile DNA, RNA, protein
diizeyinde yapilan arastirmalar, glioblastomanin karmagik olusumunun aydinlatilmasina
yardimci olmaktadir. Bizim ¢aligmamizda, ayni hastadan c¢ikarilan tiimoér ve tiimore komsu
olan normal doku ornekleri kullanilarak glioblastomda ifade diizeyi degisen genlerin
saptanmasi1 amactyla, 20802 transkriptin hedeflenmis bolgeleri dizilenmistir.

Glioblastomada, ifadesi degisen genleri tespit etmek i¢in transkriptom diizeyinde
caligmalar yapilmis olsa da kullanilan kontrol 6rnekleri olgularin taze dokular1 olmayip,
epilepsi hastalar1 (72), hiicre hatlar1 veya parafine gomiilii doku kesitlerinden elde
edildiginden ideal kontrol ornekleri ile karsilastirma yapilmamistir. Calismamizda 6rneklerin
normal ve tiimdr doku igerigi patologlar tarafindan dogrulanmis, kalan taze doku dizileme
islemine alinmistir ve molekiiler olarak da elde edilen veriler PCA analizi ile
degerlendirilmistir. PCA analizinde, tiimér ve normal Ornek ciftlerinin benzesmesi
incelenmis, gen ifadeleri birbirine yakin goriilen 3 ¢ift calismadan dislanmistir. Bu durum,
histopatolojik degerlendirmede normal olarak degerlendirilen dokularda, molekiiler diizeyde
degisimin baglamis olabilecegini gostermektedir.

Hedeflenmis transkriptom verilerimizde yapilan DESeq analizinde, 3062 gen
ifadesinde anlamli diizey degisikligi tespit edilmistir (p<0,001). Bu genler IPA programi
aracilifi ile analiz edilerek, glioblastomada, genlerdeki ifade diizeyi degisen genler
belirlenerek 6nemli sinyal iletim yolaklari, potansiyel yeni diizenleyici genler ve hedef genler
saptanmustir. IPA analizi sonucunda, ifadesi farklilasan genlerden 415’inin Ust Diizenleyici
oldugu belirlenmistir. Ghosh ve arkadaglarinin normal astrosit ve astrositoma hiicre hatlarinda
yaptig1 ¢aligmada mikroarray ifade ¢aligmasinda, p<0,05 esik degeri ile 5049 genin ifadesinin
degistigi gosterilmistir (73). Calismamizda daha hassas bir esik degeri ve glioblastomaya
0zgii ornekler kullanilmasi nedeniyle daha diisiik sayida gende ifade degisikligi saptanmistir.

IPA ile gerceklestirilen analizde, glioblastoma oOrneklerinde degisim goOsteren en

anlamli sinyal ileti yolagi akson yonlendirmeli sinyal ileti yolagi olarak saptanmistir. IPA
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analizi sonucunda, bu yolaga ait 445 genin 117’sinde ifade diizeyinde degisiklik oldugu
saptanmistir (p< 0,001). Merkezi sinir sistemi gelisimi iglevinin yani sira, bazi kanserlerde
hiicre gociine de neden olan akson yonlendirmeli molekiillerin, gliomada kanser hiicresi
gbgline ve gliomaya 0zgii yayilmaya neden oldugu bildirilmistir (74). Noral gelisimde rol alan
akson yonlendirmeli sinyal ileti yolagi, noronlardan iletilen sinyalin aksonlar araciligi ile
dogru hedefe yonlendirilmesini saglar (75). Timdr yayilmasinda etkin olan bu sinyal ileti
yolaginin, verilerimizde en anlamli yolak olarak saptanmasi literatiirdeki bilgileri destekler
nitelikte ve beklenen bir sonuctur (74,75).

Degisiklik gosteren sinyal ileti yolaklarinin diger ikisi ise Glutamat Reseptor ve
cAMP’de Dopamin/DARP32 doniisiimlii sinyal ileti yolagidir. Glutamat, Merkezi Sinir
Sisteminin hiicresel i¢ dengesini olugturmada gorev alir. Glioblastomada yapilan in vivo ve in
vitro caligmalarda, glioblastom hiicrelerinden, hiicre dismna yiiksek seviyede Glutamat
salindig1 gosterilmistir. Salinan L-Glutamatin bir ndrotropik etmen gibi davranarak, hiicre
biliylimesini ve gocilinii tesvik ederek habis tiimore neden oldugu gosterilmistir (76,77).
Yaptigimiz ¢alismada Glutamat reseptor sinyal ileti yolaginda bulunan 56 iiyenin 25
tanesinde ifade degisikligi olmasi, bu yolagin glioblastomada onemli oldugunu destekler
niteliktedir (p< 0,001).

Dopamin, memeli beyninde bulunan 6nemli bir norotransmitter maddedir ve biling,
heyecan, besin alimi, endokrin diizenlenmesinde gorev alir. Orta beyindeki noronlardan
salinan dopamin, dopamin reseptorlerini etkinlestirerek, cCAMP tiretimini diizenler. Dopamin
aracilt gen etkinlegsmesinde kontrolii saglayan DARP32, Dopamin bulunan biitiin hiicrelerde
araci bir sinyal ileti molekiiliidiir ve iyon kanallari, salg1 aparatlari, hiicre iskeleti gibi tiim
hiicresel sistemlerde sinaptik uyariya cevabi kontrol eder (78). Calismamizda cAMP’de
Dopamin/DARP32 doniisiimlii sinyal iletisini diizenleyen 160 genin 49’unun ifadesi
degisiklik gostermistir (p< 0,001). Dopaminin MAPK aracilig1 ile glioma iligkisi daha 6nce
bildirilmis olmasina ragmen (79), glioma iizerindeki mekanizma tam olarak anlagilamamistir
(80). Yaptigimiz calisma sonucunda parkinson, Sizofreni, Turett Sendromu, psikiyatrik ve
norolojik bozukluklarda ifadesi degisiklik gosteren bu yolagin glioblastoma ile iligkisi ilk kez
gosterilmistir (78). Bu sonu¢ Dopaminin gliomadaki MAPK aracili etki mekanizmasina
alternatif olarak, cAMP aracilig1 ile DARRP32 {izerinden de olabilecegini gostermektedir.

GABA, memeli merkezi sinir sisteminde, sinir hiicrelerinin iletisimini baskilayan
norotransmitter maddedir. GABA tasiyicilar (GAT), sinir uglarinda ve glial hiicrelerde

bulunur ve sinaptik iletimin sonlandirilmasinda rol oynar. GABA, GAT araciligi ile hiicreye
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girer, sitrat dongiisiinii baglatir. GABA sinyal iletisinin ndrotransmitter salinimi diginda, hiicre
farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve gogiinde de gorevli oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz analiz
sonucunda, glioblastomada GABA almag¢ sinyal ileti yolagimi olusturan 68 molekiiliin
27’sinin, anlamli sekilde azaldigi ve bunlarin GABA almaci kodlayan genler oldugu
saptanmistir (p< 0,001). Verilerimizde GABA almag sinyal iletisinde gorevli ifadesi azalan
genler, GABA almaglari, tasiyict veya ylizey almaci gorevi goren proteinler kodlar. Bu
genlerden bazilart GABBR1, GABBR2, GABRA2, GABRBI1, GABRD, SLC32A1, GPR37
genleridir. Her ne kadar GABA seviyesi ¢alismamizda arastirllmamis olsa da, literatiirde
gliomada GABA seviyesinin arttig1 bilinmektedir (81,82). Sonug¢larimizda GABA almag
kodlayan genlerin ise ifade diizeyi azalmistir. Bu durum ¢evrimsel mekanizmada gerceklesen
bir degisimin etkisiyle gerceklesmis olabilir ve GABA seviyesinin Ol¢iimii ve protein
seviyesinde arastirmalarla aydinlatilmalidir.

IPA analizinde, ERBB2, MITF, ESR1, TGFB1, AREG genleri glioblastomada ifadesi
en ¢ok degisen iist diizenleyiciler olarak saptanmistir. ERBB2 bir onkogendir ve astrositoma
preparatlarindan mikro kesim ile elde edilen 6rneklerde yapilan proteom ¢alismasinda ERBB2
proteinin arttig1 bildirilmistir (83). Yine glioma biyopsi materyallerinde ERBB2 gen
ifadesinin arttigit ve glioma gelisimi ile iligkili oldugu bildirilmistir (84). Yaptigimiz
calismada ERBB2 gen ifade diizeyi artmis olup literatiir bilgisini desteklemektedir.

MITF (Melanogenez iliskili Yazilim Etmeni), hiicre farklilasmasinda, cogalmasinda
ve sag kalimmda temel rol oynayan bir yazilim etmenidir. Tirozinaz ifadesinin
diizenlenmesiyle melanosit gelismesinde gorev alir (85). Melanoma hiicre Kkiiltiirii
orneklerinde yapilan mikroarray ve RT-PZR ifade calismasinda cok yayillim gosteren
melanoma hiicrelerinde MITF ifadesi azalirken, daha az yayilim gosteren hiicrelerde MITF
ifadesi artmistir (86). MITF geni RT-PZR icin segtigimiz genlerdendir ve glioblastomada
azalmis olduugu (%52,6) ve ilk kez caligmamizda gosterilmistir. Hoek KS ve arkadaslar
melanoma hiicrelerinde MITF geni ifadesindeki azalmanin tiimor yayilimi ile iliskili oldugunu
gostermistir (86). Benzer sekilde glioblastomada da azalmis ifade diizeyini saptadigimiz
MITF geninin, glioblastomanin yiiksek yayilim 0Ozelligi ile iligskili olabilecegini
diistinmekteyiz. MITF ifadesi ile timor yayilim iligkisinin aydinlatilabilmesi ig¢in ileri
caligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Sectigimiz genler birbirleri ile iligkileri agisindan da incelenmistir ve iliskili bulunan
genler Genemania (87) etkilesim tahmin araci ile degerlendirilmistir. Yeni nesil verilerimizde

anlaml degisikligini saptadigimiz ve RT PZR’de daha fazla ornekte calismak icin secilen,
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yazilimda gorevli CNOT6L, E2F6, TALI genleri ve niikleozom paketlemesinde gorevli
NOC2L geni ile MITF geninin iligkili oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Osteoklast hiicrelerinde
yapilan RT PZR ve co-IP ¢alismasinda, TAL1 geninin MITF ile iliskili oldugu gosterilmistir
(88). Calisgmamiz glioblastoma ¢rneklerinde MITF geni ve TAL1 geni etkilesimini destekler
niteliktedir ancak protein diizeyinde etkilesim aragtirlmamistir. MITF geni ile CNOT6L,
E2F6, NOC2L genleri iliskisi literatirde bulunmamaktadir. Her ne kadar Genemania
veritaban1 bu genler arasi fiziksel etkilesimin % 67 oldugunu saptasa da bu iliskinin protein

etkilesim yontemleri ile desteklenmesine ihtiyac vardir.

Sekil 5-1: MITF geninin etkilestigi genler

Yaptigimiz RT PZR calismasinda ESRI geninin ifadesinin azalmis oldugu
belirlenmistir (p<0,05). ESRI geni, hormon ve DNA baglanmasinda gerekli olan yazilim
etmenlerinin etkinlesmesi icin dstrojen reseptdriinii kodlar. Ostrojen biiyiime, farklilasma ve
iireme sistemini igeren bir¢cok hiicresel islemi kontrol etmenin yani sira sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler sisteminin normal islevini ve hiicre iskeletinin temellendirilmesinden
sorumludur (89). TCGA (The Cancer Genome Atlas) verilerinden 500 glioblastoma
orneginde 12 bin gen ifade diizeyinin incelenmesiyle gerceklestirilen bir ¢alismada, ESRI

geninin kendinden sonraki bircok genin ifadesini diizenledigi ve ifadesinin arttig1 ve bu artigin
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gliomagenez i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (90). Caligmamizda ESR/ geninin ifadesi taze
glioblastoma oOrneklerinde azalmistir. Bu zamana kadar yapilan calismalarda calisilan
orneklerin taze dokudan elde edilmemesi veya Ornek sayimizin az olmasi bu uyumsuzlugun
nedeni olabilir. Calismamizda ayn1 zamanda ESR1 ifadesinin beynin frontal lobunda anlamli
bir sekilde azaldigi saptanmistir (p=0,018). Timor yerlesimi ile ESRI geni iligkisi ilk kez
calismamizda gosterilmistir.

Daha oOnce birgok kanserde ifade artis1 belirtilen 7GFBI geninin, hiicrelerin
cogalmasi, goc¢li ve yayilmasinda gorev aldigi ve glioblastomada tiimoér mikro cevresini
olusturan hiicre dis1 alanin temel diizenleyicisi oldugu bildirilmistir (91,92). Glioblastomada
ifade artisinin hastalifin kotii seyri ile iliskili oldugu saptanan TGFBI (93) gen diizeyi,
calismamizda anlamli bir sekilde artmistir. Yiiksek evreli gliomalarda diizeyi artan TGFB1’in
hedeflenmis tedavi i¢in bir biyobelirte¢ olabilecegi one siiriilmiistiir (94) ve taze dokularda
gerceklestirdigimiz calismamizda st diizenleyici olarak saptanan TGFBI geni literatiirdeki
bilgiyi desteklemektedir.

RT PZR c¢aligmasi sonucu diizeyi yaklasik 5 kat artig gosteren genlerden (Nuclear
Protein 1) NUPRI, bir yazilim diizenleyicidir. P8 olarak da bilinen NUPRI geni ifade artisi,
ilk kez pankreas kanserinde saptanmistir (95), bunun yan1 sira meme kanser hiicrelerinde (96),
fibroblastlarda da arttig1 saptanirken, prostat kanserinde azaldigi gosterilmistir. Parafine
gomili glioblastoma dokularinda NUPRI geninin ifadesinin arttigi (% 60,7) ve NUPRI
ifadesinin glioblastoma hiicrelerinde azalmasinin hiicre gogiinii ve artisini baskilayarak hiicre
dongiisiiniin GO ve G1 fazlarinda tuttugu bildirilmistir (97). Daha 6nce literatiirde belirtildigi
gibi, pankreas ve glioblastoma dokularindaki NUPRI gen ifadesindeki artis (% 70) benzer
seklide calismamizda yine glioblastoma i¢in teyit edilmistir. Ancak, daha 6nceki calisma
qPCR analizi ve Western blot ile yapilmis olup bizim ¢aligmamizda farkli olarak qPCR ve
RNA dizileme kullanilmistir (97). Onceki c¢alismada parafin doku kullanilmis olup
calismamizda taze doku kullanilmistir, yine de sonuglar benzer olarak saptanmistir.

Bir iist diizenleyici olarak NUPRI geninin, baska genleri etkileyerek hiicre artisina
neden oldugu bilinmektedir. Kardiyak hipertrofi ¢alismalarinda NUPRI geninin bir proto-
onkogen olan MYC ifadesini arttirdig1 bildirilmistir (98). MYC geni glioma hiicrelerinin
farklilasmasi i¢in de O6nemli bir gendir (99). Calismamizda NUPRI gen ifadesinin MYC
ifadesinde artis1 olabilecegi IPA analizi ile saptanmis olsa da (Sekil5-2) genlerin iliskilerinin
mekanizmalari ileri ¢calismalarda aydinlatilmalidir.

Sekil 5-2: NUPR1 - MYC iliskisi
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RT PZR igin segilerek daha ¢ok ornekte calisilan genlerden, Annexin A2, (ANXA2)
kalsiyuma bagli, fosfolipid baglanma protein ailesinden Annexin sentezler. Hiicre
biiylimesinde ve sinyal iletisinin diizenlenmesinde rol oynayan Annexin2, anyonik
fosfolipidler tarafindan zenginlestirilir. iki Ca iyonunu yiiksek ilginlikte birbirine baglar ve
sicaklik stresine cevapta islev gosterir (100). Akciger kanserinde asir1 ifade edildigi gozlenen
ANXA?2 geninin, glioma 6rneklerinde timor evresi arttikca, ifadesinin de arttig1 bildirilmistir
(101). Yeni nesil dizileme ve RT PZR ¢alismasi sonucunda ANXA2 geni ifadesi artmistir ve
literatiirdeki bilgiyi destekler niteliktedir. IPA analiz sonucuna gore, ANXA2 geni bir iist
diizenleyicidir ve timor olusumunda etkili olan verilerimizde ifadesi anlamli degisiklik
gosteren 3062 genden TP53, BAX, CDKNIA, GADD45A, IGFBP3 genlerinin diizeylerini
arttirirken, PTEN geninin ise azaltti§1 goriilmiistiir. IPA analizinden elde edilen bu verilerin
protein calismalar ile aydinlatilmasi gerekmektedir. IPA analizinden elde edilen bir diger
sonug ise ANXA2 geninin, CACNAIC geni tarafindan diizenlendigidir. CACNAIC geni, voltaj
kapili kalsiyum kanallar ailesindendir. Beyin tiimorlerinde mikroarray verilerinin analizi ile
gerceklestirilen bir calismada CACNAIC geninin ifadesinin azaldigi saptanmistir (102).
Yaptigimiz ¢aligmada glioblastoma dokularinda hem hedeflenmis transkriptom dizilemesi,
hem de RT PZR yontemi ile CACNAIC geni ifadesinin anlamli sekilde azaldigini gosterildi.
CACNAIC ve ANXA2 genleri her ne kadar genler aras1 uyum analizi ile istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli sonu¢ gostermese de, tahmin araglari ile analiz edildiginde
CACNAIC’nin ANXA?2 iizerinde temel diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir. Tahmin araci
analizinden elde edilen etkilesim sekilde gosterilmektedir (Sekil: 5-3).

Sekil 5-3: CACNAI1C ve hedef genleri
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Tiimér mikrocevresinin  temel bilesenlerini, fibroblastlar, miyofibroblastlar,
noroendokrin, adip6z hiicreler, immiin ve infalamatuvar hiicreler, kan ve lenfatik damarl
aglar ve hiicre dist alan olusturur. Hiicre dis1 alani1 olusturan kollajenler, kollajen almaglari
aracilig1 ile hiicre biiylimesi, yayilmasi ve sag kalimimi diizenlemek i¢in biyokimyasal ve
mekanik giic saglar. Kollajen seviyesi normal beyin dokularinda diisiik iken, gliomalarda
artar. Kanser baslamasinda, gelisiminde ve yayilmasinda etkili olan timdr mikro ¢evresinin
(103) olusumunda CPXM1 ve POSTN genleri gorevlidir ve bu genler RT PZR’de dogrulama
i¢in secilen genlerdendir.

Karboksilpeptidaz ailesinin yeni bir {iyesi olan CPXM1 genine ait ¢ok az sey biliniyor
olsa da, noroendokrin peptidlerin islenmesinde gorev aldigi ve hiicre- hiicre etkilesimi
yaparak gelisimde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (104). Yaptigimiz calismada anlamli artig
gosteren CPXM1 geni (p<0,05), kollajenlere bagl bir salg1 glikoproteinidir (105). CPXM1
susturuldugunda, hiicre dis1 alandaki kollajen diizeyi azalir (104). Yaptigimiz IPA analizi
sonucunda CPXM1 geninin COLI6A1, COL4A2, COL5A1, COL6A]I genlerinin diizenleyicisi
oldugu saptanmistir ve bu genlerin ifadelerinin RNA dizileme sonuglarimizda arttig
gorilmiistiir. Ayn1 zamanda sectigimiz genler arasindan, kollajen ailesinin bir {iyesi olan
COLISAI geninin ifadesi glioma dokularinda ve glioblastoma hiicrelerinde arttigt ve
anjiyogenez ile iliskisi saptanmistir (106,107). Yaptigimiz g¢alismada COLISAI geni
glioblastoma taze dokularinda da literatiirdeki verilerle paralellik gostererek, artig
gostermistir. Sectigimiz genler arasinda yaptigimiz istatistiksel uyum hesaplamasinda

CPXMI’in COLISAI geni (Endostatin) ile de iliskili oldugunu saptadik (p<0,05). Glioma
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hiicreleri tiimor mikro ¢evresini olustururken sadece kollajen yikimi ve sentezini kullanmaz,
ayn1 zamanda hiicreyi ¢evreleyen kollajen matriksine fiziksel bask1 uygulayip genisleyerek de
yayllma potansiyeli gosterir (103). Tiim bu bilgiler CPXMI’in glioblastomada tiimor
yayiliminda 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir.

Periostin (POSTN), basta kollajen yapimi olmak iizere, hiicre digi alanin yapisinda ve
organizasyonunda onemli rol oynar (108). POSTN ifadesi habis doniistimlerde,
inflamasyonda, doku tamirinde diizensizlesir. POSTN gen ifade diizeyinin artmasi prostat,
over, akciger, pankreas, kolorektal, hepatoseliiler kanserlerde daha agresif timdér davranisi,
artmig timor evresi, hastalifin seyrinin koétiilesmesi ile iliskilendirilmistir ve bu sebeple
yararli bir biyobelirte¢ olacag: diistintilmektedir (109). Verilerimizde temel diizenleyici olarak
saptanan TGFBI geninin, osteoblastlarda, ligament hiicrelerinde, dis eti fibroblastlarinda ve
bobrek hiicrelerinde POSTN ifadesini  arttirdigr  bilinmektedir (110,111). Yaptigimiz
calismada diizeyi anlamli sekilde artan POSTN geni (p<0,05) glioblastoma dokularinda ilk
kez gosterilmistir. Genlerin birbiri ile etkilesimi Genemania veri tabani ile incelendiginde
TGFBI, CPXM1 ve POSTN genlerinin birlikte ifadesi ve birlikte yerlesimi tespit edilmistir
(Sekil: 5-4). Tiim bu veriler, CPXMI ve POSTN genlerinin TGFBI etkisi ile glioblastoma

tiimor mikro cevresinde, etkili birer biyobelirte¢ oldugunu diistindiirmektedir.

Sekil 5-4:TGFB1-CPXM1- POSTN etkilesimi
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RNA dizileme verileri ile gergeklestirilen IPA analizi sonucu, en az ifade gosteren ilk
10 hedef gen icerisinde yer alan genlerden KCNVI, daha Onceden glioblastomada
tanimlanmadigindan RT PZR ile daha fazla 6rnekte de ¢alisilmistir. Kv8.1 olarak da bilinen
KCNVI geni, voltaj kapili potasyum kanallar1 proteinleri alt ailesi V iiyesinden birini kodlar
(112). Yaptigimiz ¢alismada, glioblastoma dokularinda KCNVI geninin ifadesi azalmistir.
Norotransmitter salinimi, insiilin salgisi, ndronal uyarilabilirlik, epitelyal elektrolit taginmasi,
diiz kas kasilmasi ve hiicre hacmi diizenlemede rol oynar (113). Cin’de yapilan bir ¢calismada,
temel olarak sadece beyinde ifadesi gozlenen KCNVI geninin, mesane kanserinde
hipermetillenme gosterdigi ve timor baskilayict gen oldugu gosterilmistir (114). Daha 6ncede
glioblastomada gosterilmemis ve sonuclarimiza gore ifadesi artan KCNVI geninin klinik
bulgularla iligkisi bulunmamaktadir. KCNVI geninin tiimorde temel islevi hala kesin olarak
bilinmemektedir, ileri calismalarda aydinlatilmasi gerekmektedir.

IPA analizi sonucu, RNA dizileme verilerinde en fazla ifade gosteren ilk 10 hedef gen
icerisinde yer alan genlerden biri daha 6nce tiimérle iligkilendirilmemis olan FAM180A dir.
Bir salg1 proteini kodladig bilinen FAM180A (Family With Sequence Similarity 180 Member
A) gen diizeyi, RT-PZR ¢aligmamizda glioblastomada anlamli sekilde artmistir (p<0,05).
FAMIS80A geni ile ilgili yapilan tek c¢alisma tavuk embriyolarinin dermal
miyofibroblastlarinda gergeklestirilmis ve TGFBI sinyal iletisinde FAMI80A geninin hiicre
dis1 sinyal saglayarak doku tamirinde gorev aldigi One siriilmiistiir (115). Verilerimizde
ifadesi anlamli artan TGFBI (transforming growth factor-beta) geninin kodladigi salgi
proteini, gen ifadesinin diizenlenmesinde, glioblastomada hiicre gogli, yayillimi ve
damarlanmay1 kontrol etmede, immiin baskilamada anahtar rol oynar (91,92). Glioblastoma
hiicrelerinde TGFBI geninin LIF gen diizeyini arttirdigir gosterilmistir (116). LIF geni,
(Interleukin 6 Family Cytokine) normal kan hiicrelerinin ve miyeloid l16semi hiicrelerinin
hematopoetik farklilasmasi, noronal hiicre farklilagmasinin tesvik edilmesi, bobrek
gelisiminde mezenkimal hiicrelerin epitel hiicreye doniisiimiiniin diizenlenmesinde gorevli
oldugu bildirilmistir (117). RNA dizileme sonuclarimizda LIF geninin ifadesinin arttigi
saptanmistir (p<0,001. Yapilan Genemania etkilesim analizlerinde TGFBI’'nin FAM180A ve
LIF genleri ile etkilesimde oldugu saptanmistir (Sekil 5-5) ve glioblastomada TGFBI’in
FAMI180A ve LIF genlerini hedef alarak tiimor gelisimini sagladigimi diistindiirmektedir.
FAM180 geni, glioblastoma hastalarinin cinsiyet, yas ve tiimor yerlerine gore incelendiginde
anlamli sonuclar edilmemistir. Bu genlerin birbirlerine etki etme mekanizmalar1 ve

glioblastomadaki iglevsel etkisi ileri calismalarda aydinlatilmalidir.
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Sekil 5-5: FAM180A ve etkilestigi genler
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RNA dizileme sonuglarimiz, okumalarin aritmetik ortalamalarma gore de
degerlendirilmistir. Normal dokularda okumasi hi¢ olmamasina ragmen, timor dokularda
okumas1 olan genlerden DMBXI (OTX3) geni, bir homeobox genidir. Homeobox genleri,
gelisimsel islemlerde hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasinda gorev alan 6zel bir smif yazilim
etmeni kodlar. Beynin erken olusum siirecinde, arka beyini olusturan protein kodlayan
DMBXI geni, merkezi sinir sisteminin gelisiminde, hiicre kaderinin belirlenmesinde, orta
beyin ve beyin kokiiniin farklilagmasinda ifade edilir (118). DMBX1’in sadece embriyonik
donemde ve tiimorde ifadesinin bulunmasi, bir grup homeobox genlerinin karakteristik
ozelligindendir ve bu ozellik, hastaligin kotii seyri ve metastaz1 ile de iliskilendirilmistir
(119). Normal orneklerde hi¢ okumasi yokken, tiimor 6rneklerde okumasi bulunan DMBX1
geni de bu yorumu destekler niteliktedir ve glioblastomada DMBXI ifade artisi hem RNA
dizileme hem de RT-PZR yontemi ile ilk kez calismamizda gdsterilmistir.

Literatiirde ¢alisgmamiza yakin olarak, 13 cift glioblastom ve normal dokudan elde
edilen parafin blok 6rneklerinden gercgeklestirilen bir ¢alismada, 36 aydan daha fazla sag
kalim gosteren 4 uzun dénem hasta ile, daha kisa sag kalim gosteren 9 hastanin transkriptom
ve miRNA diizeyinde ifadeleri karsilastirilmistir (72). Bu ¢alismaya gore TGFB sinyal ileti
yolag1 ve GABA sinyal ileti yolagi anlaml degisiklik gosteren yolaklardandir ve ¢alismamiz

da bu verileri destekler niteliktedir. Calismamizda, farkli olarak 6rnekler taze dokulardan elde
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edilmis, sadece transkriptom seviyesinde inceleme yapilmistir. Calismaya katilan hastalarin
sag kalim siireleri ile ilgili 6zeliklerine ulasilamadigindan degerlendirilememistir.

Merkezi sinir sitemi tiimorlerinin en habisi olan glioblastoma, tiimor hiicrelerinin
etrafindaki normal parankimi istila etmesi nedeniyle, cerrahi operasyonlarda klinisyenlere
zorluk ¢ikartir. Bu nedenle ¢evre dokunun da ¢ikarilmasiyla timorlii dokunun uzaklastiriimasi
saglanir. Cikarilan ¢evre dokunun dis kismi, ¢aligmamizda kontrol dokusu olarak kullanilmis,
normal doku oldugu patologlar tarafindan onaylanmistir. Glioblastomada ifadesi farklilasan
genleri tespit etmek i¢in timor ve kontrol dokunun aymi hastadan kullanilmasi ilk kez
calismamizda gergeklestirilmistir. PCA analizi ile molekiiler olarak birbirine benzeyen tiimor-
normal doku c¢iftlerinin ¢ikarilmasi sonucu farklilasan genlerin tespiti daha etkili olmustur.
Buna goére, sinir iletiminde gorevli olan aksonal yonlendirmeli sinyal iletim yolagi, ifadesi en
cok degisen yolak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sinir sitemi boyunca iki ndron arasinda
etkilesimi saglayan norotransmitter salinimi ile iliskili Glutamat, Dopamin ve GABA sinyal
iletim yolaklarinda da degisiklikler saptanmistir. IPA analizinde elde edilen en ¢ok degisim
gosteren list diizenleyicilerden MITF geninin glioblastomada ifadesi ilk kez saptanmistir. RT
PZR’de dogrulama icin sec¢ilen genler de iist diizenleyici genlerdir. Yeni nesil dizilemede
anlamli sonu¢ bulundugu i¢in secilen genlerin RT-PZR de anlamlilik gostermemesi, drnek
sayisinin arttirilarak ¢alismanin gerceklesmesi gerektigini gostermektedir. Calismamizda bazi
iist diizenleyicilerin tespiti gergeklesmis, NUPRI geninin MYC onkogeni iizeri ile etkilesimi,
ANXA?2 geninin CACNAIC tarafindan diizenlendigi, TGFBI’in tiimdr mikrogevresinde etkili
olan CPXM1, POSTN ve COLISA1I genlerini diizenledigi ve bdylece glioblastomada temel bir
diizenleyici oldugu desteklenmistir. Daha 6nce literatiirde belirtilmemis olan ve verilerimizde
ifadesi artan FAM180A ve DMBX1 genleri ve ifadesi azalan KCNVI geni glioblastomada ilk
kez gosterilmistir. Bu genlerin glioblastomanin hiicre yayilimi ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir.

Yaptigimiz calismada glioblastomada hedeflenmis RNA diizeyinde ifadesi farklilasan
genleri tespit ettik. Bulunan genlerin, genlerin birbirleri ile olan etkilesimlerinin ve
glioblastomadaki islevsel etkilerinin ileriki c¢aligmalarda aydinlatilmas1 gerektigini

diistinmekteyiz.






58

KAYNAKLAR

1. Louis DN, Perry A, Burger P, Ellison DW, Reifenberger G, von Deimling A ve ark. International
Society Of Neuropathology--Haarlem consensus guidelines for nervous system tumor classification
and grading. Brain Pathol 2014; 24(5), 429-435. doi:10.1111/bpa.12171

2. Ostrom QT, Gittleman H, Liao P, Rouse C, Chen YW, Dowling J ve ark. CBTRUS Statistical
Report: Primary Brain and Central Nervous System Tumors Diagnosed in the United States in 2007-
2011. Neuro-Oncology 2014; 16, 1-63. doi:10.1093/neuonc/nou223

3. Koshy M, Villano JL, Dolecek TA, Howard A, Mahmood U, Chmura SJ ve ark. Improved survival
time trends for glioblastoma using the SEER 17 population-based registries. Journal of Neuro-
Oncology 2012; 107(1), 207-212. doi:10.1007/s11060-011-0738-7

4. Lombardi MY, Assem M. Glioblastoma Genomics: A Very Complicated Story Iginde, editor.
Glioblastoma. Australia; 2017. pp. 3-25.

5. Lacroix M, Abi-Said D, Fourney DR, Gokaslan ZL, Shi W, DeMonte F ve ark. A multivariate
analysis of 416 patients with glioblastoma multiforme: prognosis, extent of resection, and survival. J
Neurosurg 2001; 95(2), 190-198. doi:10.3171/jns.2001.95.2.0190

6. MacKenzie DJ. A Classification of the Tumours of the Glioma Group on a Histogenetic Basis With
a Correlated Study of Prognosis. Canadian Medical Association Journal 1926; 16(7), 872-872.

7. Peiffer J, Kleihues P. Hans-Joachim Scherer (1906-1945), pioneer in glioma research. Brain
Pathology 1999; 9(2), 241-245.

8. Ohgaki H, Dessen P, Jourde B, Horstmann S, Nishikawa T, Di Patre PL ve ark. Genetic pathways to
glioblastoma: a population-based study. Cancer Res 2004; 64(19), 6892-6899. doi:10.1158/0008-
5472.CAN-04-1337

9. Thakkar JP, Dolecek TA, Horbinski C, Ostrom QT, Lightner DD, Barnholtz-Sloan JS ve ark.
Epidemiologic and molecular prognostic review of glioblastoma. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
2014; 23(10), 1985-1996. doi:10.1158/1055-9965.EPI-14-0275

10. Braganza MZ, Kitahara CM, Berrington de Gonzalez A, Inskip PD, Johnson KJ, Rajaraman P.
Ionizing radiation and the risk of brain and central nervous system tumors: a systematic review. Neuro
Oncol 2012; 14(11), 1316-1324. doi:10.1093/neuonc/nos208

11. Schoemaker MJ, Swerdlow AJ, Hepworth SJ, van Tongeren M, Muir KR, McKinney PA. History
of allergic disease and risk of meningioma. American Journal of Epidemiology 2007; 165(5), 477-485.
doi:10.1093/aje/kwk048

12. Wigertz A, Lonn S, Schwartzbaum J, Hall P, Auvinen A, Christensen HC ve ark. Allergic
conditions and brain tumor risk. American Journal of Epidemiology 2007; 166(8), 941-950.
doi:10.1093/aje/kwm203

13. Berg-Beckhoff G, Schuz J, Blettner M, Munster E, Schlaefer K, Wahrendorf J ve ark. History of
allergic disease and epilepsy and risk of glioma and meningioma (INTERPHONE study group,
Germany). European Journal of Epidemiology 2009; 24(8), 433-440. doi:10.1007/s10654-009-9355-6
14. II'yasova D, McCarthy B, Marcello J, Schildkraut JM, Moorman PG, Krishnamachari B ve ark.
Association between Glioma and History of Allergies, Asthma, and Eczema: A Case-Control Study
with Three Groups of Controls. Cancer Epidemiology Biomarkers & Prevention 2009; 18(4), 1232-
1238. doi:10.1158/1055-9965.Epi-08-0995

15. Wiemels JL, Wiencke JK, Sison JD, Miike R, McMillan A, Wrensch M. History of allergies
among adults with glioma and controls. International Journal of Cancer 2002; 98(4), 609-615.
doi:10.1002/ijc.10239

16. McCarthy BJ, Rankin K, Il'yasova D, Erdal S, Vick N, Ali-Osman F ve ark. Assessment of Type
of Allergy and Antihistamine Use in the Development of Glioma. Cancer Epidemiology Biomarkers &
Prevention 2011; 20(2), 370-378. doi: 10.1158/1055-9965 .Epi-10-0948

17. Wrensch M, Weinberg A, Wiencke J, Masters H, Miike R, Barger G ve ark. Does prior infection
with Varicella-Zoster virus influence risk of adult glioma? American Journal of Epidemiology 1997,
145(7), 594-597.



59

18. Wrensch M, Weinberg A, Wiencke J, Miike R, Sison J, Wiemels J ve ark. History of chickenpox
and shingles and prevalence of antibodies to varicella-zoster virus and three other herpesviruses
among adults with glioma and controls. American Journal of Epidemiology 2005; 161(10), 929-938.
doi:10.1093/aje/kwil 19

19. Hochberg F, Toniolo P, Cole P. Nonoccupational Risk Indicators of Glioblastoma in Adults.
Journal of Neuro-Oncology 1990; 8(1), 55-60.

20. Yang M, Guo WW, Yang CS, Tang JQ, Huang Q, Feng SX ve ark. Mobile phone use and glioma
risk: A systematic review and meta-analysis. Plos One 2017; 12(5). doi:ARTN e0175136

10.1371/journal.pone.0175136

21. Karcher S, Steiner HH, Ahmadi R, Zoubaa S, Vasvari G, Bauer H ve ark. Different angiogenic
phenotypes in primary and secondary glioblastomas. Int J Cancer 2006; 118(9), 2182-2189.
doi:10.1002/ijc.21648

22. de Castro-Costa CM, de Araujo RW, de Arruda MA, de Araujo PM, de Figueiredo EG. Increased
intracranial pressure in a case of spinal cervical glioblastoma multiforme. Analysis of these two rare
conditions. Arg Neuropsiquiatr 1994; 52(1), 64-68.

23. Mazzone D, Magro G, Lucenti A, Grasso S. Report of a Case of Congenital Glioblastoma-
Multiforme - an Immunohistochemical Study. Childs Nervous System 1995; 11(5), 311-313. doi:Doi
10.1007/Bf00301767

24. Mujic A, Hunn A, Taylor AB, Lowenthal RM. Extracranial metastases of a glioblastoma
multiforme to the pleura, small bowel and pancreas. J Clin Neurosci 2006; 13(6), 677-681.
doi:10.1016/j.jocn.2005.08.016

25. Robert M, Wastie M. Glioblastoma multiforme: a rare manifestation of extensive liver and bone
metastases. Biomed Imaging Interv J 2008; 4(1), e3. doi:10.2349/biij.4.1.e3

26. Tysnes BB, Mahesparan R. Biological mechanisms of glioma invasion and potential therapeutic
targets. J Neurooncol 2001; 53(2), 129-147.

27. Reitman ZJ, Yan H. Isocitrate Dehydrogenase 1 and 2 Mutations in Cancer: Alterations at a
Crossroads of Cellular Metabolism. Journal of the National Cancer Institute 2010; 102(13), 932-941.
doi:10.1093/jnci/djq187

28. Nikiforova MN, Hamilton RL. Molecular diagnostics of gliomas. Arch Pathol Lab Med 2011;
135(5), 558-568. doi:10.1043/2010-0649-RAIR.1

29. Eckel-Passow JE, Lachance DH, Molinaro AM, Walsh KM, Decker PA, Sicotte H ve ark. Glioma
Groups Based on 1p/19q, IDH, and TERT Promoter Mutations in Tumors. N Engl J Med 2015;
372(26), 2499-2508. doi:10.1056/NEJMoa1407279

30. Ceccarelli M, Barthel FP, Malta TM, Sabedot TS, Salama SR, Murray BA ve ark. Molecular
Profiling Reveals Biologically Discrete Subsets and Pathways of Progression in Diffuse Glioma. Cell
2016; 164(3), 550-563. doi:10.1016/j.cell.2015.12.028

31. Brat DJ, Verhaak RGW, Al-Dape KD, Yung WKA, Salama SR, Cooper LAD ve ark.
Comprehensive, Integrative Genomic Analysis of Diffuse Lower-Grade Gliomas. New England
Journal of Medicine 2015; 372(26), 2481-2498. doi:10.1056/NEJMoa1402121

32. Chen L, Voronovich Z, Clark K, Hands I, Mannas J, Walsh M ve ark. Predicting the likelihood of
an isocitrate dehydrogenase 1 or 2 mutation in diagnoses of infiltrative glioma. Neuro Oncol 2014;
16(11), 1478-1483. doi:10.1093/neuonc/nou097

33. Killela PJ, Pirozzi CJ, Healy P, Reitman ZJ, Lipp E, Rasheed BA ve ark. Mutations in IDHI1,
IDH2, and in the TERT promoter define clinically distinct subgroups of adult malignant gliomas.
Oncotarget 2014; 5(6), 1515-1525. doi:DOI 10.18632/oncotarget.1765

34. Nonoguchi N, Ohta T, Oh JE, Kim YH, Kleihues P, Ohgaki H. TERT promoter mutations in
primary and secondary glioblastomas. Acta Neuropathol 2013; 126(6), 931-937. doi:10.1007/s00401-
013-1163-0

35. Ludwig K, Kornblum HI. Molecular markers in glioma. J Neurooncol 2017; 134(3), 505-512.
doi:10.1007/s11060-017-2379-y

36. Ohgaki H, Kleihues P. Genetic pathways to primary and secondary glioblastoma. Am J Pathol
2007; 170(5), 1445-1453. doi:10.2353/ajpath.2007.070011



60

37. Schwartzentruber J, Korshunov A, Liu XY, Jones DT, Pfaff E, Jacob K ve ark. Driver mutations in
histone H3.3 and chromatin remodelling genes in paediatric glioblastoma. Nature 2012; 482(7384),
226-231. doi:10.1038/nature 10833

38. Jiao Y, Killela PJ, Reitman ZJ, Rasheed AB, Heaphy CM, de Wilde RF ve ark. Frequent ATRX,
CIC, FUBPI and IDH1 mutations refine the classification of malignant gliomas. Oncotarget 2012;
3(7), 709-722. doi:10.18632/oncotarget.588

39. Huang PH, Xu AM, White FM. Oncogenic EGFR signaling networks in glioma. Sci Signal 2009;
2(87), re6. doi:10.1126/scisignal .287re6

40. Sugawa N, Ekstrand AJ, James CD, Collins VP. Identical splicing of aberrant epidermal growth
factor receptor transcripts from amplified rearranged genes in human glioblastomas. Proc Natl Acad
Sci U S A 1990; 87(21), 8602-8606.

41. Downward J. Targeting RAS signalling pathways in cancer therapy. Nat Rev Cancer 2003; 3(1),
11-22. doi:10.1038/nrc969

42. Rajasekhar VK, Viale A, Socci ND, Wiedmann M, Hu X, Holland EC. Oncogenic Ras and Akt
signaling contribute to glioblastoma formation by differential recruitment of existing mRNAs to
polysomes. Mol Cell 2003; 12(4), 889-901.

43. Patil CG, Nuno M, Elramsisy A, Mukherjee D, Carico C, Dantis J ve ark. High levels of
phosphorylated MAP kinase are associated with poor survival among patients with glioblastoma
during the temozolomide era. Neuro Oncol 2013; 15(1), 104-111. doi:10.1093/neuonc/nos272

44. Crespo 1, Vital AL, Gonzalez-Tablas M, Patino Mdel C, Otero A, Lopes MC ve ark. Molecular
and Genomic Alterations in Glioblastoma Multiforme. Am J Pathol 2015; 185(7), 1820-1833.
doi:10.1016/j.ajpath.2015.02.023

45. Fujisawa H, Reis RM, Nakamura M, Colella S, Yonekawa Y, Kleihues P ve ark. Loss of
heterozygosity on chromosome 10 is more extensive in primary (de novo) than in secondary
glioblastomas. Lab Invest 2000; 80(1), 65-72.

46. Knudsen ES, Wang JY. Targeting the RB-pathway in cancer therapy. Clin Cancer Res 2010;
16(4), 1094-1099. doi:10.1158/1078-0432.CCR-09-0787

47. Cancer Genome Atlas Research N. Comprehensive genomic characterization defines human
glioblastoma genes and core pathways. Nature 2008; 455(7216), 1061-1068. doi:10.1038/nature07385
48. Shangary S, Wang S. Small-molecule inhibitors of the MDM2-p53 protein-protein interaction to
reactivate p53 function: a novel approach for cancer therapy. Annu Rev Pharmacol Toxicol 2009; 49,
223-241. doi:10.1146/annurev.pharmtox.48.113006.094723

49. Jones PA, Baylin SB. The epigenomics of cancer. Cell 2007; 128(4), 683-692.
doi:10.1016/j.cell.2007.01.029

50. Kloosterhof NK, de Rooi JI, Kros M, Eilers PH, Sillevis Smitt PA, van den Bent MJ ve ark.
Molecular subtypes of glioma identified by genome-wide methylation profiling. Genes Chromosomes
Cancer 2013; 52(7), 665-674. doi:10.1002/gcc.22062

51. Horiguchi K, Tomizawa Y, Tosaka M, Ishiuchi S, Kurihara H, Mori M ve ark. Epigenetic
inactivation of RASSF1A candidate tumor suppressor gene at 3p21.3 in brain tumors. Oncogene 2003;
22(49), 7862-7865. doi:10.1038/sj.0nc.1207082

52. Martinez R, Schackert G, Esteller M. Hypermethylation of the proapoptotic gene TMS1/ASC:
prognostic importance in glioblastoma multiforme. J Neurooncol 2007; 82(2), 133-139.
doi:10.1007/s11060-006-9264-4

53. Mellai M, Piazzi A, Caldera V, Annovazzi L, Monzeglio O, Senetta R ve ark. Promoter
hypermethylation of the EMP3 gene in a series of 229 human gliomas. Biomed Res Int 2013; 2013,
756302. doi:10.1155/2013/756302

54. Nakamura M, Ishida E, Shimada K, Kishi M, Nakase H, Sakaki T ve ark. Frequent LOH on
22q12.3 and TIMP-3 inactivation occur in the progression to secondary glioblastomas. Lab Invest
2005; 85(2), 165-175. doi:10.1038/labinvest.3700223

55. Stone AR, Bobo W, Brat DJ, Devi NS, Van Meir EG, Vertino PM. Aberrant methylation and
down-regulation of TMS1/ASC in human glioblastoma. Am J Pathol 2004; 165(4), 1151-1161.
doi:10.1016/S0002-9440(10)63376-7



61

56. Zawlik I, Vaccarella S, Kita D, Mittelbronn M, Franceschi S, Ohgaki H. Promoter methylation and
polymorphisms of the MGMT gene in glioblastomas: a population-based study. Neuroepidemiology
2009; 32(1), 21-29. doi:10.1159/000170088

57. Kitange GJ, Carlson BL, Schroeder MA, Grogan PT, Lamont JD, Decker PA ve ark. Induction of
MGMT expression is associated with temozolomide resistance in glioblastoma xenografts. Neuro
Oncol 2009; 11(3), 281-291. doi:10.1215/15228517-2008-090

58. Weller M, Stupp R, Reifenberger G, Brandes AA, van den Bent MJ, Wick W ve ark. MGMT
promoter methylation in malignant gliomas: ready for personalized medicine? Nat Rev Neurol 2010;
6(1), 39-51. doi:10.1038/nrneurol.2009.197

59. van den Bent MJ. Interobserver variation of the histopathological diagnosis in clinical trials on
glioma: a clinician's perspective. Acta Neuropathol 2010; 120(3), 297-304. doi:10.1007/s00401-010-
0725-7

60. Verhaak RG, Hoadley KA, Purdom E, Wang V, Qi Y, Wilkerson MD ve ark. Integrated genomic
analysis identifies clinically relevant subtypes of glioblastoma characterized by abnormalities in
PDGFRA, IDH1, EGFR, and NF1. Cancer Cell 2010; 17(1), 98-110. doi:10.1016/j.ccr.2009.12.020
61. Capper D, Weissert S, Balss J, Habel A, Meyer J, Jager D ve ark. Characterization of R132H
mutation-specific IDH1 antibody binding in brain tumors. Brain Pathol 2010; 20(1), 245-254.
doi:10.1111/j.1750-3639.2009.00352.x

62. Horbinski C, Kofler J, Kelly LM, Murdoch GH, Nikiforova MN. Diagnostic use of IDH1/2
mutation analysis in routine clinical testing of formalin-fixed, paraffin-embedded glioma tissues. J
Neuropathol Exp Neurol 2009; 68(12), 1319-1325. doi:10.1097/NEN.0Ob013e3181c391be

63. van den Bent MJ, Hartmann C, Preusser M, Strobel T, Dubbink HJ, Kros JM ve ark.
Interlaboratory comparison of IDH mutation detection. J Neurooncol 2013; 112(2), 173-178.
doi:10.1007/s11060-013-1056-z

64. Yoshimoto K, Dang J, Zhu S, Nathanson D, Huang T, Dumont R ve ark. Development of a real-
time RT-PCR assay for detecting EGFRVIII in glioblastoma samples. Clin Cancer Res 2008; 14(2),
488-493. doi:10.1158/1078-0432.CCR-07-1966

65. Weller M, Kaulich K, Hentschel B, Felsberg J, Gramatzki D, Pietsch T ve ark. Assessment and
prognostic significance of the epidermal growth factor receptor vIII mutation in glioblastoma patients
treated with concurrent and adjuvant temozolomide radiochemotherapy. Int J Cancer 2014; 134(10),
2437-2447. doi:10.1002/ijc.28576

66. Wick W, Weller M, van den Bent M, Sanson M, Weiler M, von Deimling A ve ark. MGMT
testing--the challenges for biomarker-based glioma treatment. Nat Rev Neurol 2014; 10(7), 372-385.
doi:10.1038/nrneurol.2014.100

67. Riemenschneider MJ, Jeuken JW, Wesseling P, Reifenberger G. Molecular diagnostics of gliomas:
state of the art. Acta Neuropathol 2010; 120(5), 567-584. doi:10.1007/s00401-010-0736-4

68. Yang SH, Lee KS, Yang HJ, Jeon BH, Lee YS, Nam SW ve ark. O(6)-methylguanine-DNA-
methyltransferase promoter methylation assessment by microdissection-assisted methylation-specific
PCR and high resolution melting analysis in patients with glioblastomas. J Neurooncol 2012; 106(2),
243-250. doi:10.1007/s11060-011-0668-4

69. Preusser M, Charles Janzer R, Felsberg J, Reifenberger G, Hamou MF, Diserens AC ve ark. Anti-
0O6-methylguanine-methyltransferase (MGMT) immunohistochemistry in glioblastoma multiforme:
observer variability and lack of association with patient survival impede its use as clinical biomarker.
Brain Pathol 2008; 18(4), 520-532. doi:10.1111/j.1750-3639.2008.00153.x

70. Lalezari S, Chou AP, Tran A, Solis OE, Khanlou N, Chen W ve ark. Combined analysis of O6-
methylguanine-DNA methyltransferase protein expression and promoter methylation provides
optimized prognostication of glioblastoma outcome. Neuro Oncol 2013; 15(3), 370-381.
doi:10.1093/neuonc/nos308

71. Ostrom QT, Gittleman H, Fulop J, Liu M, Blanda R, Kromer C ve ark. CBTRUS Statistical
Report: Primary Brain and Central Nervous System Tumors Diagnosed in the United States in 2008-
2012. Neuro Oncol 2015; 17 Suppl 4, iv1-iv62. doi:10.1093/neuonc/nov189

72. Fazi B, Felsani A, Grassi L, Moles A, D'Andrea D, Toschi N ve ark. The transcriptome and
miRNome profiling of glioblastoma tissues and peritumoral regions highlights molecular pathways



62

shared by tumors and surrounding areas and reveals differences between short-term and long-term
survivors. Oncotarget 2015; 6(26), 22526-22552. doi:10.18632/oncotarget.4151

73. Ghosh S, Dutta S, Thorne G, Boston A, Barfield A, Banerjee N ve ark. Core Canonical Pathways
Involved in Developing Human Glioblastoma Multiforme (GBM). Int J Sci Res Sci Eng Technol 2017,
3(1), 458-465.

74. Ferrer VP, Neto VM, Mentlein R. Glioma infiltration and extracellular matrix: key players and
modulators. Glia 2018; 66(8), 1542-1565. doi:10.1002/glia.23309

75. Mancino M, Ametller E, Gascon P, Almendro V. The neuronal influence on tumor progression.
Biochimica  Et  Biophysica  Acta-Reviews on  Cancer  2011; 1816(2), 105-118.
doi:10.1016/j.bbcan.2011.04.005

76. Pereira MSL, Klamt F, Thome CC, Worm PV, de Oliveira DL. Metabotropic glutamate receptors
as a new therapeutic target for malignant gliomas. Oncotarget 2017; 8(13), 22279-22298.
doi:10.18632/oncotarget.15299

77. Ye ZC, Sontheimer H. Glioma cells release excitotoxic concentrations of glutamate. Cancer
Research 1999; 59(17), 4383-4391.

78. Svenningsson P, Nishi A, Fisone G, Girault JA, Nairn AC, Greengard P. DARPP-32: An integrator
of neurotransmission. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 2004; 44, 269-296. doi:DOI
10.1146/annurev.pharmtox.44.101802.121415

79. Bartek J, Hodny Z. Dopamine signaling: target in glioblastoma. Oncotarget 2014; 5(5), 1116-
1117. doi:10.18632/oncotarget.1835

80. Lan YL, Wang X, Xing JS, Lou JC, Ma XC, Zhang B. The potential roles of dopamine in
malignant glioma. Acta Neurol Belg 2017; 117(3), 613-621. doi:10.1007/s13760-016-0730-2

81. El-Habr EA, Dubois LG, Burel-Vandenbos F, Bogeas A, Lipecka J, Turchi L ve ark. A driver role
for GABA metabolism in controlling stem and proliferative cell state through GHB production in
glioma. Acta Neuropathol 2017; 133(4), 645-660. doi:10.1007/s00401-016-1659-5

82. Shibasaki T, Uki J, Kanoh T, Kawafuchi J. Composition of free amino acids in brain tumors. Acta
Neurol Scand 1979; 60(5), 301-311.

83. Fang X, Wang C, Balgley BM, Zhao K, Wang W, He F ve ark. Targeted tissue proteomic analysis
of human astrocytomas. J Proteome Res 2012; 11(8), 3937-3946. doi:10.1021/pr300303t

84. Schwechheimer K, Laufle RM, Schmahl W, Knodlseder M, Fischer H, Hofler H. Expression of
neu/c-erbB-2 in human brain tumors. Hum Pathol 1994; 25(8), 772-780.

85. Kawakami A, Fisher DE. The master role of microphthalmia-associated transcription factor in
melanocyte and melanoma biology. Lab Invest 2017; 97(6), 649-656. doi:10.1038/labinvest.2017.9

86. Hoek KS, Schlegel NC, Brafford P, Sucker A, Ugurel S, Kumar R ve ark. Metastatic potential of
melanomas defined by specific gene expression profiles with no BRAF signature. Pigment Cell Res
2006; 19(4), 290-302. doi:10.1111/j.1600-0749.2006.00322.x

87. Warde-Farley D, Donaldson SL, Comes O, Zuberi K, Badrawi R, Chao P ve ark. The
GeneMANIA prediction server: biological network integration for gene prioritization and predicting
gene function. Nucleic Acids Res 2010; 38(Web Server issue), W214-220. doi:10.1093/nar/gkq537

88. Courtial N, Smink JJ, Kuvardina ON, Leutz A, Gothert JR, Lausen J. Tall regulates osteoclast
differentiation through suppression of the master regulator of cell fusion DC-STAMP. FASEB J 2012;
26(2), 523-532. doi:10.1096/1j.11-190850

89. Thomas C, Gustafsson JA. Estrogen receptor mutations and functional consequences for breast
cancer. Trends Endocrinol Metab 2015; 26(9), 467-476. doi:10.1016/j.tem.2015.06.007

90. Ping Y, Deng Y, Wang L, Zhang H, Zhang Y, Xu C ve ark. Identifying core gene modules in
glioblastoma based on multilayer factor-mediated dysfunctional regulatory networks through
integrating multi-dimensional genomic data. Nucleic Acids Res 2015; 43(4), 1997-2007.
doi:10.1093/nar/gkv074

91. Roth P, Silginer M, Goodman SL, Hasenbach K, Thies S, Maurer G ve ark. Integrin control of the
transforming growth factor-beta pathway in glioblastoma. Brain 2013; 136(Pt 2), 564-576.
doi:10.1093/brain/aws351

92. Wick W, Naumann U, Weller M. Transforming growth factor-beta: a molecular target for the
future therapy of glioblastoma. Curr Pharm Des 2006; 12(3), 341-349.



63

93. Roy LO, Poirier MB, Fortin D. Differential Expression and Clinical Significance of Transforming
Growth Factor-Beta Isoforms in GBM Tumors. Int J Mol Sci 2018; 19(4). doi:10.3390/ijms19041113
94. Bryukhovetskiy I, Shevchenko V. Molecular mechanisms of the effect of TGF-beta 1 on U87
human glioblastoma cells. Oncology Letters 2016; 12(2), 1581-1590. doi:10.3892/01.2016.4756

95. Iovanna JL. Expression of the stress-associated protein p8 is a requisite for tumor development. Int
J Gastrointest Cancer 2002; 31(1-3), 89-98. doi:10.1385/1JGC:31:1-3:89

96. Ree AH, Tvermyr M, Engebraaten O, Rooman M, Rosok O, Hovig E ve ark. Expression of a novel
factor in human breast cancer cells with metastatic potential. Cancer Res 1999; 59(18), 4675-4680.

97. Li J, Ren SY, Liu YJ, Lian ZG, Dong B, Yao YQ ve ark. Knockdown of NUPR1 inhibits the
proliferation of glioblastoma cells via ERK1/2, p38 MAPK and caspase-3. Journal of Neuro-Oncology
2017; 132(1), 15-26. doi:10.1007/s11060-016-2337-0

98. Goruppi S, Kyriakis JM. The pro-hypertrophic basic helix-loop-helix protein p8 is degraded by the
ubiquitin/proteasome system in a protein kinase B/Akt- and glycogen synthase kinase-3-dependent
manner, whereas endothelin induction of p§ mRNA and renal mesangial cell hypertrophy require
NFAT4. Journal of Biological Chemistry 2004; 279(20), 20950-20958. doi:10.1074/jbc.M312401200
99. Swartling FJ. Myc proteins in brain tumor development and maintenance. Upsala Journal of
Medical Sciences 2012; 117(2), 122-131. doi:10.3109/03009734.2012.658975

100. Burgoyne RD, Geisow MJ. The Annexin Family of Calcium-Binding Proteins. Cell Calcium
1989; 10(1), 1-10. doi:Doi 10.1016/0143-4160(89)90038-9

101. Zhai HY, Acharya S, Gravanis I, Mehmood S, Seidman RJ, Shroyer KR ve ark. Annexin A2
Promotes Glioma Cell Invasion and Tumor Progression. Journal of Neuroscience 2011; 31(40),
14346-14360. doi: 10.1523/Jneurosci.3299-11.2011

102. Phan NN, Wang CY, Chen CF, Sun Z, Lai MD, Lin YC. Voltage-gated calcium channels: Novel
targets for cancer therapy. Oncol Lett 2017; 14(2), 2059-2074. doi:10.3892/01.2017.6457

103. Payne LS, Huang PH. The pathobiology of collagens in glioma. Mol Cancer Res 2013; 11(10),
1129-1140. doi:10.1158/1541-7786.MCR-13-0236

104. Lei Y, Xin X, Morgan D, Pintar JE, Fricker LD. Identification of mouse CPX-1, a novel member
of the metallocarboxypeptidase gene family with highest similarity to CPX-2. DNA Cell Biol 1999;
18(2), 175-185. doi:10.1089/104454999315565

105. Kim YH, O'Neill HM, Whitehead JP. Carboxypeptidase X-1 (CPX-1) is a secreted collagen-
binding  glycoprotein.  Biochem  Biophys Res  Commun  2015; 468(4), 894-899.
doi:10.1016/j.bbrc.2015.11.053

106. Berger B, Capper D, Lemke D, Pfenning PN, Platten M, Weller M ve ark. Defective p53
antiangiogenic  signaling in  glioblastoma. = Neuro  Oncol  2010; 12(9), 894-907.
doi:10.1093/neuonc/noq051

107. Morimoto T, Aoyagi M, Tamaki M, Yoshino Y, Hori H, Duan L ve ark. Increased levels of tissue
endostatin in human malignant gliomas. Clin Cancer Res 2002; 8(9), 2933-2938.

108. Bornstein P, Sage EH. Matricellular proteins: extracellular modulators of cell function. Curr
Opin Cell Biol 2002; 14(5), 608-616.

109. Gonzalez-Gonzalez L, Alonso J. Periostin: A Matricellular Protein With Multiple Functions in
Cancer Development and Progression. Front Oncol 2018; 8, 225. doi:10.3389/fonc.2018.00225

110. Watanabe T, Yasue A, Tanaka E. Hypoxia-inducible factor-1lalpha is required for transforming
growth factor-betal-induced type I collagen, periostin and alpha-smooth muscle actin expression in
human  periodontal  ligament cells. Arch  Oral Biol 2014; 59(6), 595-600.
doi:10.1016/j.archoralbio.2014.03.003

111. Wen W, Chau E, Jackson-Boeters L, Elliott C, Daley TD, Hamilton DW. TGF-ss1 and FAK
regulate periostin expression in PDL fibroblasts. J Dent Res 2010; 89(12), 1439-1443.
doi:10.1177/0022034510378684

112. Ebihara M, Ohba H, Kikuchi M, Yoshikawa T. Structural characterization and promoter analysis
of human potassium channel Kv8.1 (KCNV1) gene. Gene 2004; 325, 89-96.

113. Chiara MD, Monje F, Castellano A, Lopez-Barneo J. A small domain in the N terminus of the
regulatory alpha-subunit Kv2. 3 modulates Kv2.1 potassium channel gating. Journal of Neuroscience
1999; 19(16), 6865-6873.



64

114. Zhao Y, Guo S, Sun J, Huang Z, Zhu T, Zhang H ve ark. Methylcap-seq reveals novel DNA
methylation markers for the diagnosis and recurrence prediction of bladder cancer in a Chinese
population. Plos One 2012; 7(4), €35175. doi:10.1371/journal.pone.0035175

115. Kosla J, Dvorak M, Cermak V. Molecular analysis of the TGF-beta controlled gene expression
program in chicken embryo dermal myofibroblasts. Gene 2013; 513(1), 90-100.
doi:10.1016/j.gene.2012.10.069

116. Penuelas S, Anido J, Prieto-Sanchez RM, Folch G, Barba I, Cuartas I ve ark. TGF-beta Increases
Glioma-Initiating Cell Self-Renewal through the Induction of LIF in Human Glioblastoma. Cancer
Cell 2009; 15(4), 315-327. doi:10.1016/j.ccr.2009.02.011

117. Nicola NA, Babon JJ. Leukemia inhibitory factor (LIF). Cytokine Growth Factor Rev 2015;
26(5), 533-544. doi:10.1016/j.cytogfr.2015.07.001

118. Broccoli V, Colombo E, Cossu G. Dmbx]1 is a paired-box containing gene specifically expressed
in the caudal most brain structures. Mechanisms of Development 2002; 114(1-2), 219-223. doi:Pii
S0925-4773(02)00078-3

Doi 10.1016/S0925-4773(02)00078-3
119. Rodrigues MF, Esteves CM, Xavier FC, Nunes FD. Methylation status of homeobox genes in
common human cancers. Genomics 2016; 108(5-6), 185-193. doi:10.1016/j.ygeno0.2016.11.001



HAM VERILER

65



FORMLAR

66



67

ETIK KURUL KARARI
P TG:
;&§ iSTANBUL UNiVERSITESI
iSTANBUL TIP FAKULTESI
KLiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
Sayi : 1147 Tarih : 04.10.2016

Konu : Prof. Dr. Ayse Nur BUYRU

Sayin Prof. Dr. Ayse Nur BUYRU
Molekiiler Genetik

ilgi: Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dekanhiginin 03/10/2016 giin ve 352268 sayili yazisi

Sorumlu arastiriciigini tstlendiginiz ve Uzm. Biyolog Didem SEVEN' in ytratecedi 2016/1126 dosya numaral
"Glioblastoma Multiformeli Hastalarda Transkriptom Analizi" baglikli galisma kurulumuzun 30/09/2016 tarih ve 16
saylli toplantisinda gorusulerek etik yénden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

A

/

4

Prof. Dr. A.YagiZ URESIN
istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu Karar Formu



PATENT HAKKI IZNI

68



INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

“GLIOBLASTOMA
MULTIFORMELI HASTALARDA
TRANSKRIPTOM ANALIZI”

Yazar Didem Seven

Gonderim Tarihi; 15-Kas-2018 10:4848M (UT C+0300)}

Gonderim Numaras:: 10394 88883

Dosya adi: rmeli_Hastalarda_Transkriptom_Analizi__ntihal_De_erlendirme docx (18147K)
Kelime sayisi: 11016

Karakter sayisi: 76703

69



“GLIOBLASTOMA MULTIFORMELI HASTALARDA

TRANSKRIPTOM AMALI;I"

CHRLMALL K HAFCAL

— e

%3 ﬁgm %1 "l

B NG L I MRS | RYILAT CHCINENC D5 BWLER
A MAILAI
il YRR A
n Submitted to Istanbul University 1
Cafrminpi Oy %

. "Abstracts from the 50th European Sodety of ""-'-%1
Human Genetics Conferance: Elactronic
Posters”, European Joumal of Human
Genatics, 2018

Yayui

www.cumhuriyet.edu.tr <y, 1

edarmnd My nnd

Ebru KORKMAZ, Yasemin BULUT, Adnan .:%1
SEYREK, |. Hanifi OZERCAN, Ziilal Agg)
TORAMAN. "Investigation of the Prevalence of
HPV DNA Types 16, 18, 31 and 33 in Malignant
Lesions of the Upper Respiratory Tract”,
Turkiye Klinlklerl Journal of Medical Sdences,
2010

Ty

n journals. plos.org {%1

b i Moy il



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Didem Soyadi Seven
Dog.Yeri |Siirt Dog.Tar. 26.06.1985
Uyrugu TC TC Kim No (34519710662
Email didemseven @ gmail.com Tel 05353723845
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora Istan'b}ﬂ“Umversnem Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji {2012
Lisans Uludag Universitesi Biyoloji Béliimii 2009
Lise Beylikdiizii 75.Y1l Cumbhuriyet Lisesi 2003

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)

1. Ar-Ge Sorumlusu Medsantek Ltd. Sti 2012-2017

2. -

3. -
Dilleri | Anlamae | Komusma* | Vammar | EELUTDS e puam
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi Iyi
Almanca |Orta Orta Orta
*Cok 1yi, 1yi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
MS Word Iyi
MS Excel Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

71


mailto:didemseven@gmail.com

72

YAYINLAR

1. Knaup KX, Hackenbeck T, Popp B, Stoeckert J, Wenzel A, Biittner-Herold M, Pfister
F, Schueler M, Seven D, May AM, Halbritter J, Grone HJ, Reis A, Beck BB, Amann
K, Ekici AB, Wiesener MS. Biallelic Expression of Mucin-1 in Autosomal Dominant
Tubulointerstitial Kidney Disease: Implications for Nongenetic Disease Recognition. J
Am Soc Nephrol. 2018 Jul. ASN.2018030245

2. Ekizoglu S, Seven D, Ulutin T, Guliyev J, Buyru N. Investigation of the SLC22A23
gene in laryngeal squamous cell carcinoma. BMC Cancer. 2018 Apr 27;18(1):477.

3. Seven D, Dogan S, Kili¢ E, Karaman E, Koseoglu H, Buyru N. Downregulation of
Rab25 activates Aktl in head and neck squamous cell carcinoma. Oncol Lett. 2015
Sep;10(3):1927-1931.

4. Ekizoglu S, Dogan S, Ulker D, Seven D, Gozen ED, Karaman E, Buyru N. The effect
of LKB1 on the PI3K/Akt pathway activation in association with PTEN and PIK3CA
in HNC. Clin Otolaryngol. 2015 Dec;40(6):622-8.

5. Seven D, Yavuz E, Kilic E, Baltaci E, Karaman E, Ulutin T, Buyru N. DLECI is not
silenced solely by promoter methylation in head and neck squamous cell carcinoma.
Gene. 2015 May 25;563(1):83-6.

6. Tigli H, Seven D, Tunc M, Sanli O, Basaran S, Ulutin T, Buyru N. LKB1 mutations
and their correlation with LKB1 and Rheb expression in bladder cancer. Mol
Carcinog. 2013 Aug;52(8):660-5.

Ozel ilgi Alanlar (Hobileri): Aletli dalss, yiiriiyiis.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22457270
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22457270

