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OZET

Gliomalar beyin dokusundan kaynaklanan tiimorler arasinda en sik gézlenen olup
histopatolojik olarak cesitli alt gruplari ve malignite dereceleri vardir. Diinya Saglik
Orgiitii Simiflamasina gore Glioblastoma Multiforme (GBM) (evre 1V), gliomalar
arasinda en malign olan1 ve en sik goriilenidir. Tiimorii olusturan genetik mekanizmalar

heniiz agikliga kavusturulamamastir.

Son yillarda beyin tiimorii dokusunun fenotipik 6zelliklerinin yani sira genetik
ozelliklerinin de 6nemli olacagi disiliniilmekte ve bununla ilgili birgok molekiiler
sitogenetik (FISH) ve molekiiler analizler (Array CGH, Southern blot vb. ) kullanilarak

yeni arastirmalar yapilmaktadir.

Bu calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji
Anabilim Dali’na bagvuran ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak
incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanist alan 40 olgu calisilmistir. Bu ¢aligmada
alian doku 6rneklerinde molekiiler sitogenetik (FISH) analiz yontemi kullanilarak, son
yillarda GBM hastalarinda prognozun belirlenmesinde etkisi oldugu diisiiniilen ve
tizerinde ¢alisilan genlerden MDM?2 ve CDK4 genleri i¢in amplifikasyon ve RBI geni

icin delesyon paternlerinin saptanmasi amaglanmistir.

(Calismaya dahil edilen toplam 40 GBM’li olgunun 26’s1(%65) erkek, 14’1i(%35)
kadin, olgularin yas ortalamasi 55,45+ 2,25, sag kalim siiresi ortalamasi 11,17+1,07

olarak tespit edilmistir.



Bu calismada incelenen primer GBM’li olgular; %62,5’inde (25/40) MDM?2 gen
bolgesinde amplifikasyon, %60’ 1inda (24/40) CDK4 gen bolgesinde amplifikasyon ve
%47,5 (19/40) RB1 gen bolgesinde delesyon saptanmuistir.

Tiirkiye’de  Glioblastoma Multiforme’li olgularla yapilan bir ¢alismaya
rastlanilmamig olup CDK4 ve RBI gen bdlgeleri i¢in Array CGH ve Southern blot
yontemleri kullanilmigtir. Bizim c¢alismamiz, GBM’li olgularda FISH yontemi
uygulanarak MDM?2, CDK4 ve RBI genlerinin incelendigi ilk calisma olma 6zelligini

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Beyin tiimorii, GBM, FISH
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SUMMARY

Cause of brain tissue Glioblastoma Multiforme (GBM) the most observe tumour
between all tumours and being histopatologic it has different under groups and
malignite degree. Acording to World Health Organization Glioblastoma Multiforme is
the most observe and the most being malign between GBM’s and not yet the genetic

mechanizms which creat the tumour can be explain.

In the last years it is considered not only phenotypic characteristics of brain
tumours tissue but olso genetic characteristics will be important in this subject, new
researches are being done with using lots of molecular cytogenetic (FISH) and
molecular analiysis. In our study we examined 40 patients that applied Neurosurgery
Department in Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine and
histopathologically diagnosed as “Glioblastoma Multiforme” by the Pathology
department. In this study we aim to determine amplification of MDM?2, CDK4 and RB1
gene deletion patterns which are supposed to be markers for the prognosis in patients

with GBM in recent years via molecular cytogenetic methods (FISH).

Total of 40 patients with GBM occured from 26 male (65%), 14 female (35%),
the age average of the patients 55,45+2,25 and the survival period average is determined

tobeas 11,17+1,07.

In our study the cases including primer GBM; in 62,5% (25/40) amplification in
MDM?2 gene region, in 60% (24/40) amplification in CDK4 gene region and 47,5%
(19/40) deletion in RB1 gene region.

There is a study in Turkey that done with Glioblastoma Multiforme patients by
Arrey CGH and Southern bloting for detecting CDK4 and RBI genes. Therefore, this
present study can be seen as the first study which examines the MDM?2, CDK4 and RBI
genes together with using FISH methods in the cases of GBM.

Keywords: Brain tumour, GBM, FISH
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1.GIRIS VE AMAC

Insan beynindeki neoplastik déniisiim birgok genetik degisimler sonucunda
meydana gelir. Bu genetik degisimler hiicre proliferasyonunun regiilasyonunda énemli
rol oynayan proteinlerin ekspresyonunun degismesinde 6nemli rolii olan kromozomlarin

amplifikasyonu veya delesyonunu igerir.

Ortak bir glial hiicre prokiirsorii olan kok hiicreden gelisen astrosit,
oligodendroglia ve ependinom hiicreleri glial hiicreler terimi altinda toplanmakta bu
glial hiicrelerin de malign transformasyonu sonucu glial tiimoérler gelismektedir.
Gliomlar primer beyin tiimorlerinin yarisindan fazlasini olusturmaktadir (17). Glial
beyin tiimorleri her yastaki bireyleri etkileyen ve sinir sisteminde en sik gézlenen beyin

tiimori ¢esididir.

Saghik Bakanlhigi Kanserle Savas Dairesi 2004-2006 verilerinde beyin
tiimorlerinin erkeklerde 8., kadinlarda goriilen kanserler arasinda ise 10. sirada yer

aldig1 bildirilmektedir (17,50).

Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapiye ragmen ortalama 1 yil yasam siiresi ile
viicuttaki en kotli huylu timdrlerden birisidir. En uygun tedavi kosullarinda bu siire iki

yila uzayabilmektedir (5,35,38).

Glioblastomlarda, gerek cerrahi, gerekse diger tedavi yaklasimlariyla sonuglarin
memnun edici olmamasi, bu tiimorlerin onkogenezi iizerinde ayrintili ¢aligma ihtiyaci
dogurmustur (16,53). Beyin tiimorlerinde ozellikle malignant gliomalarda yapilacak
olan ¢aligmalar, yiiksek dereceli gliomalarin alt siniflar1 hakkinda tanm1 ve tedavide bize
yardimc1 olacagi ve yeni terapi metotlarinin gelismesine olanak sagliyacagi

diisiiniilmektedir (22,23). Son yillarda beyin tiimoérlerinde molekiiler sitogenetik ( FISH)



ve molekiiler analizler ile (Array CGH, Southern blot vb.) beyin tiimor
progresyonundaki genetik mekanizmalarin belirlenebilmesi i¢in yogun ¢alismalar

sturdirilmektedir.

Beyin tiimdrlerinden elde edilen veriler, hastaya ve ilgili klinisyene, hastanin

prognoz ve tedavisine yonelik yanut ile ilgili bilgi olusturacaktir.

Yukarida belirtilen nedenlere bagli olarak GBM’li olgulardan alinan timor
orneklerinde FISH yontemiyle MDM2, CDK4 ve RBI gen Kkopya sayist

degisikliklerinin, tiimdr hiicrelerindeki durumunun ortaya konmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser hiicrenin normal davraniglarini diizenleyen mekanizmalarinin bozulmasi

sonucu olusan bir durumdur (34).

Kanser klinikte goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan
istatistiksel caligsmalar, kanserin toplumlarin yaklasik {i¢te birinden fazla goriildiigiinii,
Olimlerin yilizde yirmiden fazlasindan sorumlu oldugunu ve gelismis iilkelerin toplam
saglik harcamalarinin yaklasik yiizde onundan fazlasini kanser tedavileri harcamalarinin
olusturdugunu gostermektedir. Kanser, tedavi edilmediginde 6liimle sonuglanmaktadir.
Kanser arastirmalarinda erken tani ve tedavi son derece 6nemli olup, kansere yakalanma
riski yiiksek olan bireylerde kanser gelismeden oOnce saptanabilmesi biiylik dnem

tagimaktadir (13,25,34).

2.1.1. Kansere neden olan etkenler

Literatiirde ¢ok sayida cevresel ajanlarla Santral Sinir Sistemi (SSS) tiimorleri

siklig1 arasinda iliski kuran yayinlar mevcuttur.

Karsinojen, kansere sebep olan etkenlere denir. Tiimdrlerin gelisimi ¢ok asamali
bir islem oldugundan birgok degisik faktor kanserin ortaya ¢ikma olasiligini

etkileyebilir. Kansere neden olan ajanlar1 3 genis grupta inceleyebiliriz (20);

Bunlar radyasyon, kimyasal bilesikler ve viriislerdir. Cevresel faktorler i¢cinde en

1yi ortaya konulan faktor radyasyondur (20,56).



Radyasyon ve kimyasal bilesikler disinda bazi virusler de kanser nedeni olabilir.
Viriislerin neden oldugu insan kanserlerinin basinda, karaciger ve serviks kanserleri

gelir. Bu iki kanser diinyada goriilen kanserlerin % 10-20’sini olusturur (20,56).

2.1.2. Kanser biyolojisi

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha ¢ok bir kitle ya da tiimdr olusumuna yol
actigini bildigimiz kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize olan neoplazinin daha

kesin formlarini tanimlamak igin kullanilir (34).

Neoplazi “normal dokular1 agan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol agan
uyar1 durduktan sonra bile ayni sekilde asir1 bliylimeye devam eden anormal bir doku
kiitlesi” seklinde tanimlamistir. Neoplazi, hiicresel proliferasyon ile hiicresel yok olus
arasindaki dengesizlik nedeniyle olusur (34). Prolifere olan hiicreler, hiicre dongiisiine
girer ve mitoza ugrarlar. Programlanmis hiicre 6liimii nedeniyle olusan hiicresel yok
olus ise, normal bir igslem olan DNA fragmanlarinin bir dokudan uzaklastirilmasidir ve

bu, apoptozis olarak adlandirilan hiicresel 6liim seklinde gergeklesir (34).

Kanserler temelde ii¢ gruba ayrilir:

1. Karsinomalar: Bronglar, bagirsak mukozasi veya meme duktuslart gibi
epitelyum hucrelerinden kaynaklanirlar ve insan kanserlerinin yaklagik % 90’mi1

olustururlar.

2. Sarkomalar: Kemik, kas ya da bag doku gibi mezensimal dokulardan

kaynaklanir. Insan kanserlerinin yaklasik % 1’ini olustururlar.

3. Hematopoetik: Kemik iligi ya da lenfatik sistemi tutan ve damarlar yoluyla

yayilan losemi ve lenfomalardir. insan kanserlerinin yaklasik % 8-9’unu olustururlar.



Bu tiimorlerin her biri yerlesim yerine, doku tipine, histolojik yapisina ve

malignensinin derecesine gore de siniflandirilmaktadir (20,34).

2.1.3. Kanserin genetik yapisi

Kanser hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki kusurlardan kaynaklan-
dig1 icin, Ozellikle hiicresel ve molekiiler diizeyde degerlendirilmesi gereken bir

hastaliktir (34).

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
“Kontrolsiiz ¢cogalma”, esas 6zellik olmakla birlikte, kanser hiicresinin bagka biyolojik
karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan
kagabilme, boliinebilmek icin dis uyaranlara gereksinim gostermeme, c¢ogalmayi
baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve
metastaz yapabilme sayilabilir. Bdylelikle tiimér viicudun diger bolgelerine yayilarak

normal doku ve organlarin iglevlerini etkiler (13, 20).

Hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢ok ¢esitli genler bulunmaktadir.
Son yillarda yapilan yogun arastirmalar hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii kontrol
eden genlerin mutasyonlarinin kanserden sorumlu oldugunu gostermistir. Mutasyonlarin
gen ifadesini degistirmesi tiim kanserlerin ortak ozelligi olarak kabul edilmektedir

(3,57).

Bazen kalitsal mutasyonlar kanser olusumunda tek basina yetersiz kalir. Kanser
olusumunun tamamlanmast ve homozigot genlerin olugmasi i¢in homolog lokuslara
ilave somatik mutasyonlar gerekir. Hangi durumda olursa olsun kanser, hiicre

seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir (3,13).

Bir¢ok kanserde, mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusur ve daha sonra

boliinerek kanser gelisimine yol agarlar. Neoplastik hiicrelerin orijinal klonu, her biri



birbirinden farkli bir grup mutasyon tasiyan ancak birbirleri ile iist iiste c¢akisan
mutasyonlar seklinde malignensinin ¢esitli derecelerinin alt gruplar1 igerisinde

gelisebilir (9,34).

Kanserin baslangicinda farkli  kanser tiirlerinde farkli genlerin  varligi

bildirilmektedir. Bu grupta yer alan genler:

= Mitotik dongii diizenleyicilerini kodlayan genler
=  Programlanmis hiicre 6liimii elemanlarini kodlayan genler
= Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlar1 kodlayan genler

= Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler

Olusum mekanizmast ne olursa olsun, kanser olusumu bir kez basladiginda,
sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’ da olusabilecek hasari tamirden sorumlu
hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artis

gostererek kanseri yayginlastirirlar (9,34).

2.1.4.Kanser olugsumundan sorumlu genler ve fonksiyonlar:

Karsinogenezisin meydana gelmesinde siirekli degisime ugrayan 100’{in iizerinde
gen tanimlanmistir. Ancak kesfedilmeyi bekleyen daha pek cok sayida gen oldugu
ortadadir (2).

Hiicrelerin poliferasyonunu, farklilasmasini ve sag kalimini denetleyen genlerde
gerceklesen degisimler kanserin olusumuna neden olur (20,36). Kanser olusumunda

etkili olan genler;



1-Tiimor siipresor genler
2- DNA tamir genleri

3-Onkogenlerdir (22,34,57)

Kanser hiicresinin tipik kontrolsiiz ¢ogalma istegi ve invaze olabilme yetenegi
yukarida gruplanan genlerde ve onlarin sahip olduklar1 mekanizmalarda ortaya ¢ikan
bozulmalardan dolayidir (58). Bu genler normal bir hiicrenin programlanmis hiicre
Olimiiniin ve hiicre dongiisiiniin kontrol yolunda bulunmaktadirlar. Karsinojenik
mutasyonlar ¢ogunlukla kontrol yolunda bulunan genleri etkileyebilmektedir. Normal
regiilator gen drilinleri, hiicre sayisinin artirilmasi ya da hiicre sayisi artisinin inhibe

edilmesine gore gruplandirilir (2,53).

Tiimdr siipresor genler hiicre cogalmasini inhibe eder. Bu genlerin her iki allelinin

de degisimi s6z konusu olup, bu genlerdeki degisimler resesif 6zellik gosterir.

DNA tamir genleri, yanlig eslesme tamiri, niikleotit eksizyon tamiri ve baz kesip
ctkarma tamiri genlerini igerir. Bunlar disinda, kromozomal segregasyon ve mitotik
rekombinasyon gibi bilyiik kromozom pargalarini ilgilendiren kontrol siirecinde de yer

alir.

Onkogenler ise, hiicre proliferasyonunun normal olarak aktivasyonunu yonetir. Bu
genlerin tek bir allelindeki mutasyon hiicre fenotipinin degigmesi icin yeterli olup bu
genlerdeki degisimler dominant Ozellik gosterir. Onkogenler mutasyon tasimayan

normal hiicrede ise protoonkogen adin1 alir (34,59).



2.2. Timor

Timor, kontrolsiiz hiicre boliinmesi sonucunda olusan hiicre kitlesine denir.
Timor benign ve malign olmak iizere ikiye ayrilir. Benign timor terimi timoriin
bulundugu bélgede lokalize kalacagi, diger bolgelere yayilmayacagi ve lokal cerrahi
yonyemlerle alinip hastanin sag kalimmi etkilemeyecegi diisiiniildiigiinde kullanilan bir
terimdir, ancak benign timorlerin lokalize sisliklerden daha fazla sorun
yaratabilecekleri ve bazi durumlarda ciddi bir hastalifa yol acabileceklerine dikkat
etmek gerekir. Malign tlimor terimi ise komsu yapilara invaze olup, onlar1 harap
edebilecegi ve uzak bolgelere metastaz yaparak oliime yol acabilecegini anlatmak

amaciyla kullanilir ve malign tiimorlerin hepsine kanser denilmektedir (9,59).

2.2.1. Tiimor hiicresinin ozellikleri

Somatik hiicrelerde meydana gelen degisimler ile uyaranlarin birlikte etkilesimi
sonucunda normal hiicrenin timor hiicresi haline doniismesine neden olmaktadir. Bu
degisimler, somatik hiicrenin normal fonksiyonlarinin bozulmasina ve farkli 6zellikler
kazanmasina neden olur. Tiimor hiicresinin bu 6zellikleri genel olarak asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

1- Tiimor hiicreleri kontrolsiiz proliferasyon gdsterirler.

2- Ekstraselliiler biiytime faktorlerine gereksinim azalmistir. Proliferasyon igin

kendi biiyiime faktorlerini kendileri iiretirler.

3- Biiylime faktorlerinin asir1 sekilde iiretilmesi, hiicre bdliinmesinin siirekli

uyarilmasina neden olur ki bu otokrin biiylimeyi saglar.

4- Normal hiicrelerde hiicrelerarasi iletisim vardir ve bu iligki hiicre boliinmesinin

kontroliinde c¢ok Onemlidir. Ancak tiimOr hiicrelerinde, hiicreleraras1 iletisim
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bozulmustur. Hiicre boliinmesinin durdurulmasi 06zelligi yitirilmistir. Bu nedenle,

hiicrelerde diizensiz ¢ok katli cogalma ortaya cikar.

5- Tiumor hiicreleri tarafindan salgilanan proteazlarla, ekstraselliiller matriks

elemanlar1 pargalanir ve malign hiicreler komsu dokuya invaze olur.

6- Timor hiicreleri yeni kan damarlarinin formasyonunu (anjiogenezis) saglayan
biiyiime faktorlerini salgilar. Bu sayede de proliferasyona giren tiimdr hiicrelerine

gerekli oksijen ve besin yeni kan damarlar ile saglanir.
7- Hiicre farklilagmast yitirilmistir.

8- Normal hiicrelerde yaglanan hiicreler apoptoza girerken kanser hiicrelerinde
apoptozis kaybi vardir. Bu nedenle tiimor hiicreleri normal hiicrelere gore daha uzun

yasarlar (9,25,29).

2.3. Beyin Tiimorlerinin Simiflandirilmasi

Beyin tiimorlerinin hiicresel kdkenlerinin farkliligi, tek ve yaygin kabul géren bir
siiflandirma sisteminin olusturulmasini zorlastirmaktadir. Giiniimiizde siniflandirma

patolojiye dayanmaktadir.

Beyin tiimorlerinin siniflandirmasinin temelini Wirchow atmistir. 1864’da beynin
hiicreleraras1 matriksi olarak ndrogliayr tariflemistir. Yine Wirchow tarafindan
timorlerin  makroskobik ve mikroskobik oOzellikleri arasinda baglanti kurulmasini

saglamis ve “glioma” tanimini yapmistir (1,21,57).

1993 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO: World Health Organisation) tiimérlerin
siiflandirmasini yayinlamis ve evre I-IV arasinda timorler benign’den malign’e dogru
siniflanmistir (21,56). Bu simiflama histopatolojik 6zellikler kadar yasam siiresi
verilerine de dayanmaktadir. Bugiin i¢in en sik kullanilan sistem ise 2007 yilinda
yeniden gozden gegirilerek diizenlemeler yapilan WHO siniflamasidir (Tablo 2.1) ve bu
siiflandirmaya gore merkezi sinir sistemi tiimdrleri primer ve sekonder (metastazlar)

tiimorler olarak ikiye ayrilmistir (31);



Tablo 2.1. WHO merkezi sinir sistemi tiimorlerinin siniflandirmasi, 2007 (31)

1. Noroepitelial doku tiimorleri

Ganglioglioma

Astrositik Tiimorler

Anaplastik gangliogliom

Pilositik astrositom

Santral norositom

Pilomiksoid astrositom

Ekstraventrikiiler nérositom

Subependimal dev hiicreli astrosito

Serebellar lipondrositom

Pleomorfik ksantoastrositom

Papiller glionéronal timéor

Diffiliz astrositom

Paragangliom

Fibriler astrositom

4. ventrikiiliin gliondral timori

Gemistositik astrositom

Pineal bolge tiimorleri

Protoplasmik astrositom

Pineositoma

Anaplastik astrositom

Pineoblastoma

Glioblastoma

Intermediyer farklilik gosteren pineal tm

Dev hiicreli glioblastom

Pineal bolge papiller tiimorii

Gliosarkom

Embriyonal tiimorler

Gliomatosis serebri

Medulloblastom

Oligodendroglial tiimorler

Primitif néroektodermal timor

Oligodendroglioma Atipik teratoid/rabdoid tiimor

Anaplastik oligodendrogliom 2.Kranial ve paraspinal sinir tiimoérleri
Oligoastrositik tiimorler Scwannom

Oligoastrositom Norofibrom

Anaplastik oligoastrositom Perinérom

Ependimal tiimérler

Malign periferal sinir kilifi tiimdrleri

Subependimoma

3.Meninkslerin tiimorleri

Miksopapiller ependimom

Meningoepitelial hiicre timorleri

Ependimoma Mezenkimal tiimorler
Selliiler Primer melanositik lezyonlar
Papiller Histogenezi bilinmeyen timérler
Clear cell 4.Lenfoma ve hematopoetik tiimorler
Tanisitik 5.Germ hiicreli tiimorler

Anaplastik ependimom

Germinom

Koroid pleksus tiimorleri

Embriyonal karsinom

Koroid pleksus papillomu

Yolk sak timori

Atipik koroid pleksus papillomu

Koryokarsinom

Koroid pleksus karsinomu

Teratom

Diger noroepitelial tiimorler

Mikst germ hiicre tiimorleri

Astroblastom

6.Sellar bolge tiimorleri

3.ventrikiiliin kordoid gliomasi

Kraniofarengiom

Angiosentrik glioma

Graniiler hiicreli timor

Noronal ve miks noronal-glial tiimorler

Pituisitoma

Serebellum displastik gangliositomasi

Adenohipofiz onkositomasi

Desmoplastik infantil astrositom

7.Metastatik tiimorler

Gangliositom
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2.3.1. Beyin tiimorlerinin evrelendirilmesi

Tip bilimciler arasinda iletisimin kolaylastirilmasi ve tedavinin planlanmasi igin
tiimorler evrelendirilmektedir. Bir timoriin evresi malignite derecesini gostermektedir.
Tliimoriin evresi asagida belirtilen kriterlerin bazilar1 ya da tamami kullanilarak

mikroskopik goriiniimii ile belirlenir;

* Normal hiicreler ile benzerlik (atipi)

* Biiylime hiz1 (mitotik indeks)

* Kontrolsiiz biiyiimeyi gdsteren bulgular

* Tiimoriin santral kesiminde 6l tiimor hiicreleri (nekroz)
+ Invazyon ve/veya yayilim potansiyeli

» Vaskiilarite

2.3.2. WHO evreleme sistemi

* Evre 1

- Yavas biiyiiyen hiicreler

- Normale yakin mikroskopik goriiniim
- Diigiik malignite

- Survey genellikle uzun
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* Evre 2

-Diger evrelere oranla yavas bliyiiyen hiicreler
- Anormal mikroskopik bulgular

- Normal komsu dokuyu invaze edebilir

- Daha yiiksek evreli olarak niiks edebilir

* Evre 3

- Aktif anormal hiicre yapim

- Belirgin anormal mikroskopik bulgular
- Normal komsu dokuda infiltrasyon

- Genellikle daha ytiksek evreli olarak niiks etme egilimi

* Evre 4

- Hizl1 anormal hiicre yapimi

- leri derecede anormal mikroskopik bulgular

- Hizli biiylimeyi siirdiirebilmek i¢in neovaskiilarizasyon

- Santral kesimde nekroz
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2.4. Glioblastoma Multiforme (GBM) ve Anaplastik Astrositoma (AA)(WHO Evre
III ve IV)

2.4.1. Epidemiyoloji:

Glioblastoma multiforme (GBM) eriskin yas grubundaki en sik rastlanilan primer
beyin tiimoriidiir. Primer beyin tiimorlerinin dagilimlar1 biliyiik oranda yasla ilintilidir.
Bunlar farkli histolojik tiimor tipleri ve malingnant evreleri i¢lerinde barindirir ve hizlh

progresyon gosterir (36,39,42,43).

Glioblastoma ve anaplastik astrositomanin insidansi 14 yas altinda 100.000°de
0.2-0.5 iken, 45 yas iizerinde ise 100.000’de 4-5’e¢ cikmaktadir. En sik tuttugu
lokalizasyon frontal, en az tuttugu lokalizasyon ise oksipital lob’dur. Korpus kallozum
araciligiyla kolaylikla karsi hemisfere gecer (Kelebek tipi gliom). Glioblastoma
multiforme tedavisinde son yillarda gen tedavisi, antiangiogenez tedavi, lokal polimer
ilag uygulamasi gibi farkli deneysel ve klinik ¢alismalar yiiriitiilmiis, ¢cok imit verici
olmasa da bazi serilerde tiim hastalarin bir yillik, %30 kadarmin da iki yillik yasam

stiresine ulasabildigi bildirilmistir (1, 57).

Ayni sekilde anaplastik astrositomalarin yag ile yerlesim alanlar1 da degiskenlik
gostermektedir. Anaplastik astrositomalar i¢in ortalama yas 46’dir. 25 yas altinda
anaplastik astrositomalarin %66°s1 serebellum da iken, 25 yas {lizerinde ise %90 serebral
yerlesim gosterirler. Infiltratif oluslar1 ve histolojik 6zelliklerinden dolay1 malign kabul
edilirler. Anaplastik astrositomalar diger astrositomalara goére daha hizli biiyiime
egilimindedirler, Tedavisinde cerrahi girisim ve postoperatif radyoterapi uygulanilir.
Yeterli siire izlenen olgularda, daha yiiksek dereceye progrese olduklar1 goriilebilir.
Uygun tedavi ile yagsam siiresi iki y1l i¢in %40-50, 5 yil i¢inse yaklasik %18 olarak

bulunmustur.
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GBM ve AA’nin tiim primer beyin tliimorleri i¢cindeki orani degisik yayinlarda
%20°den %50’e kadar degismektedir. Eriskin yas grubu primer beyin tlimorlerinin
yarisindan fazlasinit GBM olusturur. ABD’de GBM ig¢in ortalama yas 60 iken, AA veya
diger astrositomalarda ortalama yas 50 olarak tespit edilmistir. Yillar i¢inde de GBM
sikligr artmistir. Ozellikle gelismis iilkelerde yapilan ¢alismalarda ABD ve Kanada’da
yetmisli yillardan seksenli yillar1 ortalarina kadar tespit edilen glioblastom olgulari
yaklagik 2 kat kadar artis gostermistir. Bunun nedeninin ise teknolojik gelismeler ile
tespit edilme oraninin artmasi olarak ortaya konmustur. Yiiksek evre glial tiimorlerde
buna benzer bir artis, son 7 yil i¢inde %5°lik bir artig ile Fransa’da tespit edilmistir.
GBM ve AA erkeklerde kadinlara gore, beyaz irk da siyah irka gore bir miktar daha
siktir. GBM ve AA genellikle herhangi bir ailevi yatkinlik ya da tanimlanabilir bir
cevresel etken olmaksizin sporadik olarak ortaya ¢ikarlar (1,21,45,55,57).

2.4.2. Primer ve Sekonder Glioblastoma Multiforme

GBM’ler iki ayri1 yolla olusur; Primer ve sekonder glioblastome (24,26,30,54).

Ik kez Scherer tarafindan tanimlanan primer ve sekonder glioblastom kavramlari,
bugilin icin histopatolojik birer gbézlem olmanin o6tesinde, molekiiler yollar

tanimlanmaya baslanmuis iki farkli antite olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Primer GBM’lerde EGFR amplifikasyonu, PTEN kaybi, kromozom 10 LOH,
MDM?2 overekspresyonu, P16 delesyonu gozlenirken sekonder GBM’lerde ise diisiik
dereceli gliomalarin zaman i¢inde degisime ugramasi ile olusan 7P53 mutasyonu ve
PDGFRo anormal aktivasyonu, growth faktor sinyalini etkileyen degisiklikler, hiicre
dongiisiinii deregiile eden degisiklikleri igerir, daha ¢cok geng¢ yas grubunu etkiler (45
yas ve alt1) (18,19,39,46,54).
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Primer glioblastomlar, yaslilarda (ortalama 55 yas), 3 ay gibi kisa bir klinik
Oykiiyii takiben, klinik veya histopatolojik olarak bir lezyon varliginin gosterilemedigi,
de novo ortaya cikan neoplazilerdir. Sekonder glioblastomlar ise, daha gen¢ yas
grubunda (45 yas alt1), diisikk dereceli astrositoma veya anaplastik astrositoma gibi

onciil bir lezyonun malign progresyonu sonucunda gelisirler (17,26,47,54).

Glioblastomalarda en ¢ok anormallik gozlenen yolaklar TP53/MDM?2/P21 ve
P16™*/CDK4/RB1 yolaklaridir.

2.5. TP53/MDM?2/P21 Yolag:

TP53 tiimor baskilayici geni kisa omiirlii bir protein iiretir ve normal hiicrelerde
genellikte diislik diizeyde tutulur (30). Hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon
faktoriidiir. Genomda mutasyon olmasinit onleyerek genom stabilitesini korur. P53,

hiicre igerisinde dortlii bag yapmis halde islevseldir.

TP53 yolagmin sekonder glioblastoma gelisiminde ©nemli rol oynadigi
bilinmektedir (40). MDM?2 geni 12q13-14 kromozom bdlgesinde lokalizedir. Buradan
kodlanan MDM2 proteini (pMDM2), p53°e baglanarak pMDM?2-P53 olusumuna neden
olmaktadir(Sekil 2.1). pMDM2-p53 kompleksi, P53 iin transkripsiyonel indiiksiyonuna

engel olarak G1 kontrol noktasinda hiicrenin S fazina gegmesine neden olacaktir. Ote

yandan, wild-tip p53 diizeyi pMDM2 tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre i¢inde yer
alan pMDM2, niikleusta bulunan p53’iin sitoplazmaya gecisini saglar. Sitoplazmadaki
“E3 ubiquitin ligase”, p53’iin parcalanmasini saglamaktadir. Bu da p53 iin fonksiyon

gormemesi ile sonlanir (Sekil 2.2) (18,38,59).
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HEELAT [ubiquitin ligaz)
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Sekil 2. 1. Fizyolojik sartlarda p53 proteininin MDM?2 geni tarafindan etkisizlestirilmesi (Adilay ve
Durmaz’dan degistirilerek alinmstir) (1,17).

MDM2 proteini hem mutant hem de wild-tip p53’i baglayabilir ve wild-tip
P53"in, transkripsiyon aktivasyonunu inhibe eder (27,33). Ayrica, MDM?2 geninin
transkripsiyonu da wild-tip 7P53 ile indiiklenir. Somatik hiicrelerde, s6z konusu
otoregiilatuar dongii, 7P53 protein aktivitesi ve MDM?2 ekspresyonunu diizenler ve p53
degradasyonunu saglar. Sonug olarak, MDM?2 amplifikasyonu veya overekspresyonu ile
TP53 tarafindan diizenlenen hiicre biiyiimesi kontroliinden kurtulmak miimkiindiir.
MDM? geni amplifikasyonu, yiiksek gliomalarda %10-15 oraninda ve 7P53 mutasyonu
icermeyen primer glioblastomlarin yaklasik %10'unda goriilmektedir. MDM2
proteininin overekspresyonu immiinohistokimyasal olarak primer glioblastomlarin
yaklasik %50’sinde saptanmaktadir. Sekonder glioblastomlarin ¢ok az bir kisminda
MDM?2 overekspresyonu izlenmekle birlikte, MDM?2 overekspresyonu, tipik olarak
TP53 mutasyonu gostermeyen primer glioblastomlarin genetik karakteristigidir

(11,18,28,37,40,58).
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Sekil 2.2. Primer GBM patogenezinde onemli rol oynayan TP53/MDM2/p21 yolagi (Ohgaki’den
degistirilerek alinmstir)(35).

2.6. P16"™***/CDK4/RB1 Yolag

Retinoblastoma lokusunda meydana gelen delesyon ve mutasyonlar yalnizca
anaplastik  astrositomalar ve glioblastomalarda saptandigindan, RBI geninin
inaktivasyonu astrositoma progresyonunda rol oynayan patogenetik mekanizmalardan

biri olarak kabul edilmektedir (51).

P16™*/CDK4/RBI yolaginda goriilebilecek bir anomali primer ve sekonder
glioblastomalar i¢in 6nemlidir (6,40). Anaplastik astrositomalarin biiyiik bir kismi ve
glioblastomlarin hemen hemen tamaminda pl6/pl5/CDK4/CDK6/RBI yolagindaki

0gelerden herhangi birinde degisiklik izlenmektedir.
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Diisiik evreli astrositomadan anaplastik astrositoma gecise siklikla kromozom 9p
ve 13q allelik kayb1 ve 12q amplifikasyonu gibi genetik olaylar eslik etmektedir. Son
yillarda, s6z konusu genetik degisikliklerin hiicre dongiisii sisteminin pargalari olan
genleri isaret ettigi bulunmustur. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda CDK
aktivitesi en az 4 molekiiler mekanizma ile diizenlenir. Ilk basamak CDK’larin kendi
siklinleri ile eslesmesidir. Ikinci basamak CDK/Cyclin kompleksinde CDK’nm 160.
Pozisyonu civarinda fosforile edilmesidir. CDK’larin fosforilasyon ile aktivasyonu
‘CAK’ (CD aktive edici kinaz) ile katalizlenir. Bu katalizoriin esasida yine bir CDK
kompleksi olan CDK/Cyclin—h kompleksidir. Ayrica RNA polymeraz II ile yapilan
transkripsiyonda ve DNA tamirinde de goérev alir. Ugiincii basamak ise CDK
proteinlerinin amino ucundaki threonin ve tirozin 15’in fosforilasyonu ile inhibe edilir
ardindan CDK?25 fosfataz ile defosforile edildiginde aktif hale gelir. Son basamak ise
CDK/Cyclin kompleksine inhibitér proteinlerinin baglanmasiyla gergelestirilir. Ayrica
inhibitdrlerde bir CDK inhibitor ailesi olusturur. P/6 CDK inhibitdr proteinin CDK4-
CDK6/Cyclin D kompleksine baglanarak hiicreyi 6zellikle G1 evresinde inhibe eder
(Sekil 2.3) (4,14,15,23,52).

CDK4 33 kDa'luk CDK4 proteinini kodlayan gen olup kromozom 12ql13-ql14
bolgesinde lokalizedir. CDK6 38 kDa'luk CDK6 proteinini kodlayan geni kromozom
7q21-q22' de lokalizedir. Her iki protein de katalitik kinaz aktivitesine sahiptir.

Cyclin D ailesi tyeleri ile kompleks bir yap1 olustururlar. p15 ve p16 tarafindan
inhibe edilirler ve CDK overekspresyonu, p15/pl6 mutasyonunun etkisini taklit eder.

Yiiksek dereceli gliomalann %15 ila 18'inde CDK4 gen amplifikasyonu saptanmaktadir.
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Sekil 2. 3. Hiicre dongiisiinda yer alan genler ve Primer ve sekonder GBM patogenezinde 6nemli rol
oynayan pl6/pl5/CDK4/CDK6/RB1 yolagt (Durmaz ve The cancer genome atlas research ‘den
degistirilerek alinmistir)(17,56).

RB1/CDK4/CDK6-cyclin D kompleksinin olusmasinin esas amact 107 kDa'luk
retinoblastoma (Rb) proteininin  fosforilasyonudur. Rb fosforilasyonu, E2F
transkripsiyon faktoriiniin serbestlesmesine neden olur. E2F, hiicre proliferasyonu i¢in

gerekli diger genleri aktive eder.

Retinoblastoma geni kromozom 13ql4'de yer alir ve yiiksek dereceli gliomalarin
licte birinde bu bolgede degisiklik saptanir. RBI mutasyonu, CDK4/CDK6
amplifikasyonu veya CDKN2A/CDKN2B mutasyonu gibi fonksiyonel sonuglar dogurur.

Kromozom 9p21'de; pl5'i kodlayan CDKN2B ve pl6'yr kodlayan CDKNZ2A
genleri lokalizedir. Siklin bagimli kinaz inhibitorii olarak pl5 ve pl6 proteinleri rol

oynamaktadir.

Ozellikle p15 ve pl6 G1 siklinlerini baglayan CDK4 ve CDK6'nin inhibitorii
olarak ¢alisirlar ve CDK4/6'nin cyclin D ile birlikte, hiicrenin G1 den S-fazina gegis i¢in
gerekli kilit bir olay olan, Rb proteininin fosforilasyonunu gerceklestirmesine engel
olurlar (Sekil 2.4). Kisaca, p15 ve pl16 aktivitesinin ortadan kalkmasi, kontrolsiiz hiicre

biiylimesine neden olabilir (4,12,20,34,35,36).
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Primer ve sekonder glioblastoma multiforme olusumunda 7P53 ve RB1 yolaklar
disinda IDH, PTEN, EMP3, ERBIB, EGFR, CTMP, PIK3RI, NF1,DCC,10q,PDGFA-
ve PDGFRa gen bolgelerinde de degisikliklere rastlanmaktadir (Sekil 2.5).

Astrositler veyva Glial 6ncii hiicrelerin tiimérigenezisi

B35 mutasyon (063} EGFER amplifilaswon (~304H)), oversxpr. (~%60)
l IDH mutasson {~% 70 EREE2 nmrtazvon ~ 5

PDGFA-, PDGFE o oversxpr. (3800

P33 s taswon (~%63070
Anaplastik astrositom
(WHC evre 1) MMDMW2 amplifkasyon (<2610, cwerexpr. (~3630)

RIDNI4 amplifilcasvon (~304), overespr. (~301)

EB mutasyon /! delesyvon (~%25)

l 18g keasta (~36507

Difflz astrositom P16 delesyron (3030400
(WHO evre ) PDGEF cmplifitmsvon (<5100

10 g tmwbe (%2 507

PTEN mutasvon (3050 EE mutasyon / delesyon
DHOC lasb (20500 10 lavba
ENE'3 metilasyon (~%2800 PTEM mutazvon (~30300

CTMNE restasyon (~Ted0)
PIELSR 1w tasson (36100
NDERG2 metilaszon (~%0600

WF1 mutasyon (~3514)

Sekonder Ghoblastoma Primer Ghoblastoma
(WHO exre TV) CWHO evre TV}

Sekil 2. 4. Primer ve sekonder glioblastoma yolundaki genetik degisiklikler (Riemenschneider ve
arkadaslarindan degistirilerek alinmistir) (44).

Yapilan caligmalarda ortalama 12ql13-ql5 bdlgelerinde %15 oraninda
amplifikasyon ve overekspresyon goriildiigii ve 13q14 gen bolgesinde %11 oraninda

delesyon gozlendigi rapor edilmistir (35,41,44,52).

Sonug olarak gliomlarin gelisiminde ve daha malign formlara doniisiimiinde ¢ok
sayida onkogen ve timor baskilayic1 genin 6nemli roller iistlendigi ¢alismalarla ortaya
konmaktadir. Her genin mutasyonu ile ortaya ¢ikacak fonksiyon bozuklugunun acikliga
kavusturulmasi, tedavide yeni yaklagimlar getirecegi aciktir. Ayrica gliomlarin
siiflandirilmasinda histolojik kriterler yaninda molekiiler kriterlerin de goz Oniine

alinmasi1 gerekmektedir (15,45).
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2.7. Tiirkiyede Yiiksek Dereceli Gliomlar

Ulkemizde konu ile ilgili yapilan arastirmalarda; Tiirkiye’nin 28 ilinden toplanan
37 merkez dahil olmus, beyin tiimdrii nedeniyle operasyon geciren 14176 olgu dahil
edilmis ve bu olgularin 3180’inin Yiiksek Dereceli Glioma (YDG) oldugu bildirilmistir.
S6z konusu operasyonlar son 10 yili kapsamaktadir. Biiyliik ¢ogunlugunu 2006 yili
verileri olusturmaktadir. Bu veriler 1s1¢inda Tiirkiye ortalamasi %22,4 olurken bazi
yorelerde %54,4 [Trabzon] gibi ¢ok yiiksek bir orana ulasilirken bazi yorelerde ise bu
oran %9,6 [Hatay] gibi daha diisiik bir ortalama degere diismektedir.

Tiirkiye’deki yiiksek dereceli gliomlarin elimize ulasan gilivenilir veriler 1s181inda
illere gore dagilimi (saridan- kirmiziya, maviden- siyaha) Sekil 2.5’de gosterilmektedir

(39).

b

ey Hzz B3 40 Bl
e EEz B34 B4 Bls2
Cl1e B2 EH3 4 EESS

Sekil 2.5. Tirkiye’deki yiliksek dereceli gliomlarin illere gore goriilme sikligi. Sekilde yer alan renk
dagiliminda (saridan- kirmiziya, maviden- siyaha) opere edilen yiiksek dereceli gliomlarm oranlar
verilmektedir. [*BY:Bilgi yetersiz ya da yok; acgik sart %15-17; sar1 %18-20; turuncu %21-23; agik
kirmizi %24-26; kirmizt %27-29; koyu kirmizt %30-32; bordro %33-35; agik kahve %36-38; kahve %39-
41; koyu-kahve %42-44; acik mavi %45-47, mavi %48-50; lacivert %51-53; siyah %54-56] (39)
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2.8. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA problar1 kullanilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklagim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparatlarinda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin gézlenmesi ile ortaya ¢ikmustir (7,8).

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslarmin doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gdsterilmesini ve niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda

incelenmesini saglayan, doku/hiicre iskeletinin bozulmadig: bir tekniktir.

Non-izotopik In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile
kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin immunolojik veya afinite

reaksiyonlart ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir.

FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom
maddelerle goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin

yapildigi bir ISH teknigidir.

[k kez 1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gergeklestirilen sitolojik
preparatlarda RNA nin DNA ile hibridizasyonu, isaretlenmis DNA sekanslariin
sitolojik preparatlarda lokalize olduklarini gostermislerdir. Biiylimekte olan hiicrelere
tritium verilmis ve isaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon aracilig1 ile belirlenmistir

(7.8).
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Ik onceleri ISH, radyoaktif madde kullanilarak uygulamaya konulmustur.
Radyoaktif maddelerin pahali olmasi, yar1 Omiirleri, Ozellikle toksik etkisi ve
uzaklastirilmast gibi zorluklardan dolay1r bu yontemin kullanim alani azalmigstir. 1970
lerde gelisen molekiiler klonlama teknikleri, 1975 te biotin-avidin sisteminin bulunmast,
hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin florokrom enzim veya kolloidal altin
gibi arac1 molekiillerle belirgin hale getirilmesini saglamistir. Teknigin rezoliisyonu ve
giivenirliligini etkilemistir. Biotinin yani sira digoxigenin ve florescein ile igaretleme,
farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmasi ikili ve ti¢li isaretlemelere olanak
vermistir. 1986 da non-radyoaktif isaretli problar kullanilarak FISH yontemi ortaya
cikmustir (8).

2.8.1. FISH tekniginde kullanilan problar ve ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en onemli ve ilk basamak prob sec¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve

bolgesine uygun olmasi gerekir (7).

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya cift

sarmalli olmasi spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir (8).
FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baglica problar sunlardir;
-Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)
-Lokusa 6zgii problar
-Tiim kromozomu boyayan problar
-Banda 6zgii problar

-Telomer bolgesine 6zgii problar
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2.8.2. FISH tekniginin temel mekanizmast

FISH prosediirii 6 asamada gerceklestirilir;

1. Preparatlarin Hazirlanmasi

N

. Preparatlarin On Yikamasi

98]

. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu

S

. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu

9]

. Hibridizasyon sonras1 Yikamalar

6. Goriintiileme ve Inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayali biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nother
blotting, PCR, ISH) ana mekanizmasi iki komplementer daldan ¢ift sarmal yapinin
olugmasidir. DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatlirasyonunu
takiben olusan DNA fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar

birlesmesini saglayacak kosullarda gergeklestirilir.

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;
1. Is1

2. pH

3. Monovalent katyon konsantrasyonu

4. Organik solvent varligi

24



Hibridizasyonda ii¢ temel agsama 6nemlidir;

1-Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenliklerini korumalari,
2-Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,

3-Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yliksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olacak bi¢imde en parlak sekilde goriintiillenmesidir.

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda
ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin

(yliksek 1s1 + diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastirilir.

FISH sonrast problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta
incelenirler. Kullanilan florokromlarin gézlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun
filtrelerin secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi

gerektiginde dogru filtreler ile yesil, kirmizi ve mavi florokromlar gozlenebilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gereg¢

3.1.1. Kullanilan geregler

Sensys kamera (Sensys)

Derin dondurucu (Heraeus)

Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250. Setra-M2000L)
Etiiv (Friocell MMM Med Center)
Buzdolabi (Argelik 415)

Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
Image Analyser (Applied Imaging)

Su banyosu (Niive)

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

pH Metre (Jenco)

Pipet uglar

Pastor Pipeti

Kronometre

Ependorf tiipii (1, 5 ml lik)

26



3.1.2.

3.1.3.

Enjektor
Termometre

Cam kalemi

Cam malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lam

Lamel

Meziir

Yatay ve dikey sale

Cam pastor pipeti

Kimyasal maddeler

Metanol ( Riedel-de Haen)
Asetik Asit ( Riedel-de Haen)
Etil Alkol(Genkim)

Antifade (Vector)

DAPI (Sigma)

Distile Su

HC1 (Merck)
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Immersiyon yag1 (Merck)

Sitrik asit (Sigma)

Na3CsHs07. 2H,0O(Carlo ERB1a)
NaCl (Merck)

NaOH ( Merck )

Pepsin (Sigma)

Parafilm

Rubber Cement (Marabu Fixo gum)

Tween 20 (Sigma)

3.1.4. Kullanilan problar

1- LSI DDIT3 ( 12q12) Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe, CDK4
spectrum green / Cep 12 spectrum red (Vysis)

2-LSI RB1 (13q14) spectrum orange (Vysis)

3-KBI-10717 ON MDM?2 (12q15)/SE 12 Probe, MDM?2 spectrum red / cep 12

spectrum green ( Kreatech)
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3.1.5. Kullanilan stok soliisyonlar

Tablo3. 1. Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu

Metanol 3 kisim
Glasiyal Asetik Asit 1 kisim
Tablo 3. 2. Preparatlarm On Yikama Soliisyonlari
20XSSC Soliisyonu
NaCl (3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0.3 M) 88, 24 gr
Distile su 1000 ml
0. 1XSSC Soliisyonu
20XSSC 3ml
Distile su 597 ml
Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
Tablo 3. 3. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu
0. 07 M NaOH
IM NaOH 14 ml
Distile su 200 ml
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Tablo 3. 4. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 ml
Distile su 190 ml
2XSSC Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
2XSSC/Tween-20 Soliisyonu

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

Tiim soltisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

30




Tablo 3. 5. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml

3.2. Yontem

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosiriirji Anabilim Dalindan
gelen ve Patoloji Anabilim dalinda Glioblastoma multiforme (GBM) tanis1 almis 40
olgudan alinan doku 6rneklerine MDM?2, CDK4 ve RBI genleri agisindan FISH analizi
yapilmistir.

3.2.1. Materyal alimi

Yaptigimiz calismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Norogirurji Anabilim Dali’'na basvuran ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan
histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanisi alan 40 olgu dabhil
edilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Molekiiler Genetik laboratuarinda gergeklestirilmistir. Olgulara ait
dokular ESOGU Norosirurji Anabilim Dali’nca operasyon esnasinda alman

numunelerden olusmaktadir.
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3.2.2. Molekiiler sitogenetik analiz

3.2.2.1. Direkt doku preparasyonu

1.

10.

11.

Transport medium i¢ine konulmus beyin timoérii doku ornekleri en az iki kez

transport medium ile yikanmistir.

Daha sonra doku ornekleri steril kii¢lik boy petri kabina aktarilmistir. Steril makas

ve penset ve bistliri yardimiyla mekanik olarak ¢ok kii¢iik parcalara ayrilmistir.

Petriye 37°C’deki 1XTripsin EDTA soliisyonundan 1.5 ml eklenerek 20 dk arasi

etlivde bekletilmistir.

Siire sonunda enzimatik olarak da parcalanan hiicre siispansiyonu cam pipetle ekim

tiipiine aktarilip lizerine 5 ml besi yeri eklenmistir.

Besi yeri ve doku ornekleri bulunan tiiplere Vortex esliginde taze hazirlanmis
Carnoy’s Fiksatif Solusyonundan, yavasca damla damla koyulacak sekilde 5 damla

ilave edilerek prefiksasyon yapilmistir.
Prefiksasyon yapildiktan sonra tiim s1v1 plastik pipet ile ortamdan uzaklastirilmistir.

Ekim tiiptine 4 ml taze hazirlanmis Carnoy fiksatifi eklenip tupler 1300 rpm’de 8

dakika santrifuj edilmis ve supernatant atilmistir.
Fiksatif ortamdan uzaklastirilarak bes kez daha fiksatif ile yikanmustir.

Son fiksatif ortamdan uzaklastirildiktan sonra taze hazirlanmis %50’lik asetik

asitten 2 ml eklenip 10 dakika kadar bu soliisyonla muamele edilmistir.

Siire sonunda parcalanmis dokulardan temiz lamlarin iizerine birka¢ damla
yerlestirilip dokular bir bent pipet tarafindan asagi yukari hareket ettirilerek
yayilmustir.

Hazirlanan preparatlar 1 gece oda 1sisinda ve 50°C 2saat hot blade bekletilerek

hiicrelerin yaslanmasi saglanmistir.
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3.2.2.2. FISH tekniginin uygulanmasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen protokol
uygulanmustir (43).

3.2.2.2.1. Preparatlarin 6n yikamasi ve denatiirasyonu

1. Preparatlar 1’er dakika olmak {lizere sirasiyla % 100-%70-%50-%30 luk alkol

serisinden ve 0.1XSSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

2. Dehidratasyon sonrasi preparatlar 70°C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika

inkiibasyona birakilmistir.

3. Igersinde preparatlarm bulundugu 2XSSC soliisyonu igeren sale soguk su icerisine

konulmus ve soliisyon 1sisinin 37°C’ye gelmesi saglanmistir.

4. Sicakligr 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda bulunan
0.07 M*lik NaOH soliisyonuna alinmis ve 1 dakika bekletilerek denatiire edilmistir.

5. Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0.1XSSC ve ardindan +4°C’de
olan 0.1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarinda 1°‘er dakika bekletilerek dehidratasyon ile
on yikama tamamlanmigtir. Dehidratasyon, preparatlarin sirastyla %30-%50-%70-

%100’1iik alkollerde 1’er dakika tutularak gergeklestirilmistir.

3.2.2.2.2. Prob denatiirasyonu

- Problar 5 dakika 70°C de bekletilerek denatiire edilmistir.
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3.2.2.2.3. Hibridizasyon

1. Probun bulundugu ependorf tiipii santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢Okmesi

saglanmistir.

2. Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alana prob (5 pl) eklenmis ve iizerlerine

24mm’lik lamel kapatilmistir.
3. Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber cement ile yalitilmistir.

4. Preparatlar 37°C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmistir.

3.2.2.2.4. Hibridizasyon sonrast ytkamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’sinin ortamdan
uzaklastirilmas: ve olgu DNA’sia tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalari:

1. Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yaliim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

2. Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafifce karistirilarak lameller

preparatlardan uzaklagtirilmigtr.
3. Preparatlar 1 XSSCsoliisyonu ile 74°C’de 7-8 dakika bekletilmistir.

4. Sonrasinda 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika birakilmistir.

3.2.2.2.5. Hibridize olan bolgelerin goriintiilenmesi

Bu agamada prob ve nukleus DNA sinin hibridize oldugu bolgelerin goriiniir hale

getirilmesi amaglanmaktadir.
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Hibridizasyon sonrasi yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Stire sonunda 15 ul antifade eklenmis ve lamel ile kapatilmistir.

Inceleme asamasina kadar — 20 °C de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.2.2.6. Preparatlarin mikroskopta incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli kamera ve goriintli analiz sistemi (Applied
Imaging) aracilig1 ile her olguya iliskin FISH analiz verileri fotograflanmis ve

arsivlenmistir.

3.2.2.2.7. Degerlendirme

Calismamizda glioblastoma multiforme tanist almis (Evre 1V) 40 olgudan alinan
doku orneklerine FISH analizi yapilmistir. Her olguda 3 farkli FISH probuna iliskin
degerlendirmede prob bagina 100 hiicre analiz edilmistir. Analiz edilen hiicre sayisi,
doku ve goriintii kalitesine bagl olarak degisiklik gostermistir. Her hiicre icin hedef
gene ya da kromozom sentromerine ait sinyaller sayilmistir. Atipik hiicrelerle beraber
normal hiicrelerde sayilmistir. Sinyaller degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin olan
sinyaller ve sinyal ¢ap bliyiikliigli birbirinden farkli olan (iki kat1 ya da daha fazla olan)

sinyaller degerlendirmeye alinmamustir.

Incelenen problar igin literatiirler baz alinarak cut off degeri kullanilmistir. Cut

off, %S5 olarak degerlendirilmistir (15,19).
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3.3. istatistiksel Analiz

SPSS 13. 0 istatistik programinda y” istatistik testi kullamlarak hastalarin cinsiyet,
yas ve sag kalim siiresi ile calismada saptanan gen amplifikasyon ve delesyon

arasindaki iliski arastirilmistir. Fisher ve Pearson’a gore p degerleri hesaplanmistir

(p< 0.05).
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4. BULGULAR

Calismamiz  Glioblastoma Multiforme’li  olgularin  molekiiler sitogenetik
analizlerini kapsamaktadir. Calisma grubunu, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Norosiriirji Anabilim Dali Poliklinigi’ ne basvuran 40 beyin tiimorli olgu

olusturmaktadir ve olgularin tamami Evre IV GBM tanis1 almigtir.

Calismamiz GBM’li hastalarin MDM?2, CDK4 genlerindeki amplifikasyonlar, RB1
genindeki delesyonlar saptanarak GBM’li hastalar ic¢in gelistirilecek tedavi
yontemlerine de 151k tutmak, hastalifin evresi ve prognozu arasinda iliski kurabilmek,
hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar arasinda

iligki saptayabilmek amaciyla yapilmistir.

Caligmaya dahil edilen toplam 40 olguda Kaplan Meier degerlendirmesine gore
ortalama yag 55,45+ 2,25 olup hastalarin yasi en kii¢iik olan 14, en biiyiik olan ise 86
yasindadir. Sag kalim siiresi en az 1 ay, en ¢ok 26 ay, ortalama 11,17+1, 07 olarak tespit
edilmigtir. Toplam 40 olgunun 26’s1(%65) erkek, 14’i(%35) kadin, erkeklerin yas
ortalamast 58,07 + 2,71 olup, kadinlarin yas ortalamasi 51,71 £ 3,98 olarak

saptanmistir.

Toplam 24 yasayan olgunun 13(%54,2)’1 erkek, 11(%45,8)’1 kadindir. Toplam 16
6l olgunun 13 (%81,25) i erkek, 3°(%18,75) i kadindir.

4.1. Gliomah Olgularda FISH Analizleri

Arastirma grubunu olusturan 40 olguya lokus spesifik ve sentromerik problar

uygulanarak FISH analizleri yapilmistir.
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4.2. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Calismamizda GBM tanisi almig 40 olgudan alinan doku 6rneklerine FISH analizi
yapilmistir. Doku orneklerinden direk doku preparasyonu yapildiktan sonra floresan
isaretli DNA proplar1 ile hibridizasyon gerceklestirilmistir. Hibridizasyon sonrasi
MDM?2, CDK4 ve RBI genlerine 0zgli tasarlanan problardan alinan sinyaller analiz

edilmistir. Analiz edilen 40 olgunun tiimiinden sonu¢ alinmistir. Calismamizin basari

oran1 %100 olarak saptanmistir.

Calismaya dahil edilen 40 olgunun klinik ozellikleri ve histopatolojik tanilari

Tablo 4.1 ’de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4. 1. GBM’li olgularin durum/cinsiyet/yas/sag kalim siiresi/evre bilgileri

GBM Olgu Durum (+:Sag, Sag Kalim
Cinsiyet Yas Evre

No -:Olii) Siiresi (Ay)
1 + E 56 7 v
2 - E 71 1 v
3 - E 51 2 v
4 + E 40 10 v
5 + K 52 9 v
6 + E 64 15 v
7 + E 21 18 v
8 - E 40 4 v
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9 48 26 v
10 54 14 v
11 75 15 v
12 59 17 v
13 50 22 v
14 85 22 v
15 77 6 giin v
16 56 21 v
17 74 22 v
18 59 16 v
19 65 8 v
20 14 16 v
21 63 3 v
22 59 10 v
23 58 10 giin v
24 67 12 v
25 51 11 v
26 43 3 v
27 46 13 v
28 61 12 v
29 74 10 v
30 50 12 v
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31 + K 73 13 v
32 + E 66 12 v
33 + K 58 5 v
34 + K 38 17 v
35 + K 48 12 v
36 - E 54 2 v
37 + E 55 2 v
38 + K 47 15 v
39 + E 63 14 v
40 - K 45 2 v

4.2.1. Olgularin FISH analiz bulgulart

Calismamizda 40 olgu MDM?2, CDK4 ve RBI genleri agisindan FISH analizi ile
degerlendirilmeye alinmis ve 4 olguda herhangi bir anomaliye rastlanmamistir.
Olgularin 7’sinde 3 gendede anomali tespit edilmistir ve olgularin 36’sinda ise FISH

analizi ile tespit edilen en az bir anomaliye rastlanmustir.

Calismamizda olgularin FISH analizi sonuglari Tablo 4.2°te ayrintili olarak

verilmigtir.
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Tablo 4.2. GBM’li olgularda FISH analizi sonuglar1

GBM Olgu MDM?2 CDK4 RBI

No

1 %29,8 amp+ %17,5 amp+ %47,8 del.
2 %34,8 amp+ %5,9 amp+ %9,5 del.
3 %33 amp+ N N

4 N %12,6 amp+ %6,3 del.
5 N N N

6 N %13,1 amp+ N

7 %25amp+ %30,3 amp+ N

8 N N N

9 N %37,4 amp+ %6,3 del.
10 %51,2 amp+ N %8del.
11 %42amp+ %45,5 amp+ %7,6 del.
12 %10,1 amp+ %13,6 amp+ N

13 %35,7 amp+ N N

14 N N N

15 %46,1 amp+ N %29,4 del.
16 %28,3 amp+ N N

17 %25,7 amp+ %6,3 amp+ %7,4 del.
18 N %12,9 amp+ N

19 N %31,8 amp+ %38,6 del.
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20 %18,8 amp+ N N
21 N %18,8 amp+ N
22 N %12,9 amp+ %38,9 del.
23 N N N
24 %28,1 amp+ N %13,2 del.
25 %20,4 amp+ %21,5 amp+ %38,3 del.
26 %31,9 amp+ %42,6 amp+ N
27 N %55,3 amp+ N
28 %41,1 amp+ %36,9 amp+ N
29 %51,8 amp+ N N
30 %19,2 amp+ N %10,7 del.
31 %54amp+ N %13,5 del.
32 %42,6 amp+ %43,3 amp+ N
33 %21,4 amp+ %72,3 amp+ N
34 %17,8 amp+ N %11,2 del.
35 N %6,6 amp+ N
36 %32,2 amp+ N %9,6 del.
37 %29,3 amp+ %]15amp+ %10,7 del.
38 Tetrazomi %28,3 amp+ %20,2 del.
39 N %36amp+ N
40 N %10,2 amp+ %15,5 del.

42




Hastalarin %62,5 (25/40)’inde MDM?2 gen bdlgesinde amplifikasyon, %60
(24/40) CDK4 gen bolgesinde amplifikasyon ve %47,5 (19/40) RBI gen bdlgesinde

delesyon tespit edilmistir.

4.2.1.1. MDM?2 gen bolgesine ait anomaliler

40 GBM’li olgunun 25(%62,5)’inde MDM?2 amplifikasyonu gdzlenmis olup 26
erkek olgunun 17 (%65,4)’si, 14 kadin olgunun 8 (%57,1)’inde amplifikasyon olarak
degerlendirilmistir. Amplifikasyon goriillmeyen 15(%37,5) olgunun 9’u (%34,6) erkek,
6(%42,9)’s1 kadin olarak tespit edilmistir. 38 nolu kadin olguda (1/40) ise yiiksek

oranda tetrazomi tespit edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. MDM?2 gen bolgesine ait anomaliler

MDM?2 Olgu Erkek Kadin
sayl1s1
MDM?2 amp+ 25/40 17/26 8/14
(%62,5) (%65,4) (%57,1)
MDM?2 amp- 15/40 9/26 6/14
(%37,5) (%34,6) (%42,9)

4.2.1.2.CDK4 gen bolgesine ait anomaliler

40 GBM’li olgunun 24(%60)’inde CDK4 amplifikasyonu gozlenmis olup 26
erkek olgunun 16 (%61,5)’s1, 14 kadin olgunun 8 (%57,1)’inde amplifikasyon
saptanmistir. Amplifikasyon goriilmeyen 16 (%40) olgunun 10(%38,5)’u erkek,
6(%42,9)’s1 kadin olarak tespit edilmistir. Farkli olarak 6 nolu olgunun sayilan interfaz
hiicrelerinin 3’iinde amplifikasyon ve 2’sinde delesyon, 37 nolu olgunun sayilan
interfaz hiicrelerinin 11’inde amplifikasyon ve 2’sinde delesyon gdzlenmistir

(Tablod.4).
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Tablo 4.4. CDK4 gen bolgesine ait anomaliler

CDK4 Olgu Erkek Kadin
sayist
CDK4 amp+ 24/40 16/26 8/14
(%60) (%61,5) (%57,1)
CDK4 amp- 16/40 10/26 6/14
(%40) (%38.,5) (%42,9)

4.2.1.3.RB1 gen bolgesine ait anomaliler

40 GBM’li olgunun 19 (%47,5)’unda RBI delesyonu gozlenmis olup 26 erkek
olgunun 14 (%53,8)’linde, 14 kadin olgunun 5 (%35,7)’inde delesyon gozlenmistir.
Delesyon goriilmeyen 21(%52,5) olgunun 12 (%46,2)’si erkek, 9(%64,3)’u kadin olarak
tespit edilmistir. Farkli olarak 3 nolu olgunun sayilan interfaz hiicrelerinin 4’iinde
amplifikasyon 16’sinda delesyon, 8 nolu olgunun sayilan interfaz hiicrelerinin 2’sinde
amplifikasyon ve 40 nolu olgunun sayilan interfaz hiicrelerinin 3’iinde amplifikasyon

17°sinde delesyon gozlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. RBI gen bdlgesine ait anomaliler

RBI Olgu Erkek Kadin
sayi1s1
RBI 19/40 14/26 5/14
delesyon+ (%47.5) (%53.,8) (%35,7)
RBI 21/40 12/26 9/14
delesyon- (%52,5) (%46,2) (%64,3)
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4.2.1.4.MDM2/CDK4 gen bolgelerine ait anomaliler

40 GBM’li olgunun sadece 13(%32,5)’tit MDM2/CDK4 Gen Bolgeleri bakimindan
ortak amplifikasyon go6zlenmis olup 9(%34,6)’u erkek, 4(%28,5)’ii kadin olarak
saptanmistir. Amplifikasyon goriilmeyen 27(%67,5) olgunun 17(%65,4)’si erkek,
10(%71,5)’u kadin olarak tespit edilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. MDM2/CDK4 gen bolgelerine ait anomaliler

MDM?2/CDK4 | Olgu sayisi Erkek Kadin

MDM?2/CDK4 13/40 9/26 4/14
amp+ (%32,5) (%34,6) (%28,5)

MDM?2/CDK4 27/40 17/26 10/14
Amp- (%67,5) (%65,4) (%71,5)

4.2.1.5.MDM2/CDK4/RB1 gen bélgelerine ait anomaliler

40 GBM’li olgunun sadece 7(%17,5)’sinde MDM2/CDK4/RBI Gen Bolgeleri
bakimindan ortak anomali gozlenmis olup 6(%23)’s1 erkek, 1(%7,1)’1 kadin olarak
saptanmistir. Anomali goriilmeyen 33(%382,5) olgunun 20(%77)’si erkek, 13(%92,9)1
kadin olarak tespit edilmistir (Tablo 4.7).

45



Tablo 4.7. MDM2/CDK4/RB1 gen bolgelerine ait anomaliler

MDM?2/CDK4/RB1 Olgu Erkek Kadin
sayisl
MDM?2/CDK4/RB1 7/40 6/26 1/14
anomali + (%17.,5) (%23) (%7,1)
MDM?2/CDK4/RB1 33/40 20/26 13/14
anomali - (%82,5) (%77) (%92,9)

4.3.Cahsmanin Istatistiksel Bulgulari

Calismamizda s6z konusu parametreler ve hedef genlerin amplifikasyon
durumlart i¢in SPSS 13.0 istatistik programinda y” istatistik testi kullanilarak Fisher ve

Pearson’a gore p degerleri hesaplanmgtir.

Bu calismada elde edilen sonuglar Chi-Square teste goére; MDM?2, CDK4
genlerinde tespit edilen amplifikasyon ve RBI geninde gozlenen delesyonlu tiimorler
ayr1 ayrt degerlendirildiginde, cinsiyet, yas ve sag kalim siiresi parametreleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamamustir (P>0.05).

40 GBM’li olgunun 7’sinde gozlenen ortak MDM?2, CDK4 ve RBI gen anomalisi
acisindan yapilan istatistiksel analiz sonucunda yukarida belirtilen parametreler

acisindan anlaml bir iligki saptanamamustir (p>0.05).

MDM?2, CDK4 ve RBI genlerinde gozlenen amplifikasyon ve delesyonlar
saptamak amaci ile FISH yontemi uygulanarak elde edilen goriintiiler Sekil 4.1-4.7’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1.MDM?2 geni normal hiicre yapisina sahip olgu 6’ya ait FISH goriintiisii (Cepl2 yesil sinyal,
MDM? kirmiz sinyal)

Sekil 4.2.MDM?2 geni amplifikasyonuna sahip olgu 7’e ait FISH goriintiisii (Cepl2 yesil sinyal, MDM?2
kirmizi sinyal)
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Sekil 4.3.MDM?2 geni tetrazomisine sahip olgu 38’e ait FISH goriintiisii (Cepl2 yesil sinyal, MDM?2
kirmizi sinyal)
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Sekil 4.4.CDK4 geni normal hiicre yapisina sahip olgu 34’e ait FISH goriintiisii (Cep12 kirmiz1 sinyal,
CDKH4 yesil sinyal)

Sekil 4.5.CDK4 geni amplifikasyonuna sahip olgu 11’e ait FISH goriintiisii (Cep12 kirmiz1 sinyal, CDK4
yesil sinyal)
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Sekil 4.6.RB1 geni normal hiicre yapisina sahip olgu 13’e ait FISH goriintiisii (RB/ kirmiz1 sinyal)

Sekil 4.7.RB1 geni delesyonuna sahip olgu 10’a ait FISH goriintiisii ( RB/ kirmiz1 sinyal).



5.TARTISMA

Calismamiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji
Anabilim Dalina basvuran ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak
incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanisi1 alan 40 olgu alinmigtir. Olgulara ait
timor dokularindan elde edilen interfaz hiicrelerine, MDM2, CDK4 ve RBI gen
bolgelerini incelemek amaci ile FISH yontemi uygulanmis olup elde edilen bulgular

literatiir esliginde tartisilmastir.

51.FISH Yontemi 1Ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

GBM gelisimi hakkinda ¢ok az molekiiler bilgi bulunmaktadir. Bunu agikliga
kavusturmak i¢in Mao ve arkadaslarinin (32) 2000 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 5
GBM’li olgu igin sitogenetik, FISH, CGH sekanslama analizi yapmislardir. Incelenen
olgularin hepsinde kromozomal degisiklikler gozlenmis ve karmasik kromozom
translokasyonlar1 [(der(18)t(2;4;12;18), der(X)t(X;10)(q27.1;p12.1), der(10)t(10;15)
(p11.23;q11.2), der(1) (:1p31—1q44::7q11.3—7qter)] olarak bildirilmistir. 5 olgunun
2’sinde ise (1 ve 3.olgu) MDM?2 ve CDK4 amplifikasyonu %30 oraninda gbzlenmis
olup 3 nolu olgu i¢cin MDM2/CDK4 koamplifikasyonu %44 oraninda bulmuslardir.
Sonug olarak, GBM’li olgularda elde edilen bu verileri desteklemek amacli daha fazla

arastirma yapilmasi gerektigini bildirmislerdir.

Ruano ve arkadaslar1 (48) tarafindan 2006 yilinda yapilan ¢alismada, MDM?2 ve
CDK4 gen kopya sayisi degisikliklerini incelemislerdir. Primer GBM’1i 20 olgu igin
mikroarray ve CGH yontemi, 111 primer GBM’li olgu icin FISH yontemi
kullanmiglardir. CGH ve Microarray yontemleri ile incelenen 20 olgunun 3’iinde
MDM?2 (%15), 2’sinde CDK4 (%10) amplifikasyonu saptamiglardir. Ayrica FISH
yontemiyle calisilan 111 primer GBM’li olguda %11 oraninada MDM?2 ve CDK4
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amplifikasyonu saptamiglardir. Bu sonuglar dogrultusunda MDM?2 ve CDK4 genlerinin
birgok primer GBM’de bagimsiz olarak amplifiye olabilecegini bildirmislerdir.

Zemanova ve arkadaglar1 (60) tarafindan 2006 yilinda yapilan ¢alismada
Oligodendroglioma’li olgularda RBI gen delesyonu incelenmis ve analizler i¢in FISH
yonteminden yararlanmiglardir. Oligodendroglioma’li 15 olgunun yalniz 1’inde RBI
delesyonu (1/15) saptanmistir. Tespit edilen bu delesyonun Oligodendroglioma’li
olgularda anlamli olmadigini ve bu bulgular 1s1831Inda RB/ delesyonunun hastalikla

alakali herhangi bir iligkisinin bulunmadigini bildirmislerdir.

Fisher ve arkadaslarinin (19) 2008 yilinda yaptig1 ¢alismada gliomali olgularda
12q13-21 gen bolgeleri kopya sayist artigina farkli bir bakis getirmek amaci ile FISH,
Southern blot ve Northern blot teknigini uygulanmis olup 40 gliomali (16 GBM, 10AA,
7A, 7PA) olguyu incelemislerdir. Biitin GBM’li olgularda, 7 Pilositik astrositom
(PA)’lh olguda ve Anaplastik astrositom (AA)’larin en az 1 bolgesinde; 12q13-21
(MDM?2 ve CDK4) amplifikasyonu tespit edilmis olup saptanan bu amplifikasyonun

diistik evreli glial tiimorlerde GBM’den farkli olarak gozlendigini vurgulamiglardir.

Rodriguez ve arkadaglar1 (47) tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada beyin
tiimorlerinde Pseudoepidermal ve Epidermal farklilagmanin tanida 6nemli bir yer teskil
edebilecegini diisiindiikleri i¢cin RB/ gen bolgesinde gozlenebilecek degisiklikleri
saptamak  amaciyla immunohistokimyasal (IHK) ve FISH yontemlerini
kullanilmiglardir. Calismalarinda 3 grup olusturulmus olup (A-GBM, E-GBM, TE-
GBM), RBI delesyonu sirasiyla %50, %0, %14 olarak tespit edilmistir. Calisilan 58
olgu i¢in A-GBM’li olgularda RBI delesyon oraninin yiiksek bulundugu ve diger elde
edilen verilerin birbirinden farkli olarak saptandigi i¢in epidermal bolgelerin sag kalim

acisindan dikkate alinmasi gerektigini belirtmislerdir.
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MDM?2 ve CDK4 gibi biliyiime kontrol genlerinin primer GBM’ler i¢in prognostik
anlamliligini ortaya ¢ikarmak amaciyla Ruano ve arkadaslarinin (49) 2009 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada FISH yontemi kulanilarak 194 primer GBM’li olguyu molekiiler
degisiklikler ve sag kalim analizi i¢in incelemislerdir. Olgularin ortalama yasi 59,5 (16-
81), yasam siiresi 10 ay (1-72) olarak tespit edilmis olup 20 olguda MDM?2 gen
amplifikasyonu (%11,4), 23 olguda CDK4 gen amplifikasyonu (%19,8) amplifikasyonu
tespit edildigini bildirmiglerdir. CDK4 gen amplifikasyonu sag kalim agisindan (P=0.01)
kotii prognozla iliskili oldugunu, MDM?2 gen amplifikasyonunun ise sag kalimla bir
iliskisi olmadigini ifade etmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada primer GBM’li hastalarin
klinik  sonuglarindaki CDK4 amplifikasyonunun prognostik degerine dikkat
cekmislerdir.

Bax ve arkadaglar1 (10) tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢aligmada yetiskinler ve
cocukluk ¢ag1 yiiksek evre gliomali olgular arasindaki genomik farkliliklar1 aragtirmak
amaciyla FISH analizi yapilmiglardir. 63 gliomal1 olgunun 14’iinde RB/ gen bdlgesinde
(%22) delesyon, MDM?2, CDK4 gen bolgelerinde diisiik derecede amplifikasyon
bulunmustur. MDM?2, CDK4 ve RBI genleri igin istatistiksel olarak bir anlam
bulunamamis olup, tim yiiksek evre gliomali olgulardan elde edilen bulgularin
ortlismesine ragmen g¢ocukluk ¢agi gliomali olgularin yetiskinlere oranla daha genis

aralikta anomali barindiracagini rapor etmislerdir.

Caligmamizda FISH yontemi ile inceledigimiz 40 GBM’li olgunun 25’inde
MDM?2 (%62,5) ve 24’iinde CDK4 (%60) amplifikasyonu, ayrica 19 olguda RBI
(%47,5) delesyonu saptanmuis olup, istatistiksel olarak sag kalim siiresiyle ve kotii

prognozla iligkili bulunmadig1 saptanmistir.

Glioblastome Multiforme’li olgular i¢in FISH yonteminin uygulandigi
arastirmalar ¢ok az olup literatiirlerde belirtilen oranlar ile karsilagtirildiginda; yalniz

Ruano ve arkadaglarinin 2006 (48) ve 2009 (49) yillarinda yapmis olduklar
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calismalarda MDM?2 gen amplifikasyonu agisindan elde ettikleri veriler (MDM?2 gen
amplifikasyonu %11 ve %11,4 oraninda) birbirine yakin olarak degerlendirilmistir.
Tartismada yer alan diger literatiirlerdeki (10, 19, 32, 47, 60) sonuglar Tablo 5.1.’de de
goriildiigii gibi birbirleri ve c¢alismamiz ile karsilastirildiginda, farkli oranlardaki
verilerle karsilagsmaktayiz. Literatiirler ve bizim ¢alismamizda gozlenen bu farklilig

tiimor heterojenitesi ile iliskilendirilebilecegi diislincesindeyiz.

Tirk populasyonunda yapilan ve Tirkiye verileri olarak nitelendirdigimiz
calismamizda GBM’li 40 olguda FISH yoOntemi uygulanarak yapmis oldugumuz bu
calisma gelecekte bu alanda yapilacak olan arastirmalara kaynak ve bilgi verici

olabilecegini kanaatindeyiz.

MDM?2, CDK4 ve RBI gen bolgelerinde saptanan anomali sonuglarinin literatiir

verileri ile karsilastirilmas1 Tablo 5.1°de verilmistir.
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Tablo 5.1. MDM2,CDK4 gen amplifikasyonu ve RBI gen delesyonu sonuglariin literatiir verileri ile

karsilastirilmasi
Cahismalar Olgu Ornek Yoéntem MDM?2 CDK4 RBI1
Sayisi
% 30 %30
Mao ve ark. 5 GBM FISH amplifikasyon | amplifikasyon -
2000 %44 %44
Koamplifiye Koamplifiye
Ruano ve
ark.2006 111 GBM FISH % 11 %11 -
amplifikasyon | amplifikasyon
Zemanova
ve ark. 2006 16 Oligodendrogliom | FISH - - Delesyon-
Fisher ve
ark.2008 40 Glioma FISH Amp+ Amp+ -
Rodriguez FISH - - Delesyon
ve ark. 2008 58 Glioma +
Ruano ve
ark.2009 194 GBM FISH %11,4 amp+ %19,8 amp+ -
Bax ve ark. Diisiik Diisiik %22
2010 63 Glioma FISH amplifikasyon | amplifikasyon | delesyon
Bizim %62,5 %60 %47,5
calismamiz 40 GBM FISH amplifikasyon | amplifikasyon | delesyon
2011
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6.SONUC ve ONERILER

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dali
tarafindan opere edilen ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak
incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanisi alan 40 olgunun tiimor ornekleri
calismaya alinmistir. Arastirma grubunu olusturan 40 GBM’li olgunun timor
orneklerine direk doku preparasyonu yapildiktan sonra MDM?2, CDK4 ve RBI genleri
icin FISH analizi yapilmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, sag kalim ve evreleri
GBM’li olgu dosyalarindan temin edilmistir. Elde edilen veriler literatiirlerle birlikte

tartisilmistir.

Calismamizda beyin timori gelisiminde etkili olacagi diisliniilen MDM2, CDK4
ve RBI gen bolgelerinde gbzlenebilecek kopya sayisi degisikliklerini incelemek amaci
ile FISH yo6ntemi uygulanarak primer GBM'li (evre IV) olgulardan elde edilen doku

ornekleri incelenmistir.

Caligmaya dahil edilen ve FISH yontemi ile incelenen GBM’li 40 olgunun
tiimiinden sonu¢ alinmistir. GBM’li dokulardan elde edilen interfaz hiicreleri FISH
preparati haline getirilmis olup yaptigimiz ¢alismada direk doku preparasyonu islemi

gergeklestirilmistir.

GBM’lerde gergeklestirdigimiz ¢alismamizin sonucunda;

1- Yapilan FISH analizi sonucunda; olgularin %62,5’inde MDM2, %60’1nda
CDK4 gen amplifikasyonu ve %47,5’inde RBI gen bolgesinde delesyon tespit

edilmistir.
2- Bu ¢aligmada 38’ nolu olguda MDM?2 gen bolgesinde tetrazomi saptanmustir.

3- Istatistiksel olarak, MDM2, CDK4 ve RBI genlerindeki kopya sayis1 artislar1 ve

ifade kayb1 arasinda anlamli bir iliski bulunmadig1 saptanmustir.
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4- GBM’li 40 olgunun 8’inde MDM?2 ve CDK4 genlerinin birlikte amplifiye
oldugu saptanmis ve yapilan istatistiksel caligmalar sonucunda elde edilen MDM? ile
CDK4 amplifikasyonu verileri ile sag kalim siiresi arasinda anlamli bir iligki

bulunmadig tespit edilmistir.

5- Tiirkiye’de Glioblastoma Multiforme’li olgularla yapilan bir calismaya
rastlanilmis olup CDK4 ve RBI gen bodlgeleri i¢in Array CGH ve Southern blot
yontemleri kullanilmigtir. Bizim calismamiz, GBM’li olgularda FISH yontemi
uygulanarak MDM?2, CDK4 ve RBI genlerinin incelendigi ilk ¢alisma olma 6zelligini

tasimaktadir.

Literatiirlerde goriildiigii tizere FISH yontemi uygulanarak yapilan ¢aligmalarin az
olmasi ve calismamizdan elde edilen verilerin daha da anlam kazanabilmesi i¢in; farkl
evrelerde beyin tiimorleri ve sekonder GBM’lerin de dahil oldugu genis bir olgu serisi
ile calismalarin arttirllmasinin Glial tiimérlerin genetik yapisini anlamamizda yardimci

olacagin diistinmekteyiz.
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