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OZET

Amag: Bu calisma kapsaminda GBM tanisi alip, Bevacizumab kullanan hastalarda
p53 mutasyonu, MGMT metilasyonunun anti-anjiyogenik tedaviyi belirlemedeki

prediktif dnemini degerlendirme amaclanmaktadir.

Yontem: 2008-2015 yillart arasinda Akdeniz  Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde Glioblastoma multiform histopatolojik tanisini alan, Tibbi Onkoloji
Poliklinigine basvuran ve Irinotekan ile kombine Bevacizumab tedavisi géren olgular
retrospektif olarak gézden gecirildi, 27 olgu dahil edildi. Hastalarin yas, cinsiyet ve
sag kalim sireleri arastirildi. Pyrosekans yontemi ile MGMT metilasyonu arastirildi.
Yuksek Cozunurlukli Erime Analizi ile TP53 mutasyonu tarandi. Bulgular SPSS

ver.18 programi ile degerlendirildi.

Bulgular: Olgularin 12 (% 44,4)’sinde metile MGMT, 15 (% 55,6)’inde unmetile
MGMT DNA’sI saptandi. Metile olgularin unmetile olgulara gore daha uzun sire
yasadigl gozlendi (p=0,047). Olgularin 10’unda TP53 mutasyonu saptandi.
Mutasyonlu ve mutasyonsuz olgularin sag kahm sireleri arasinda bir farklilik
saptanmadi (p=0,080).

Sonug: Bu ¢alismada Bevacizumab kullanan GBM hastalarinda MGMT metilasyonu
tespitinin  prediktif olarak 6nem tasidigi saptandi. Ancak TP53 mutasyonu
bulgularina gore, prognostik veya prediktif olarak bir fark ortaya cikarmadigi

goralda.

Anahtar Kelimeler: gbm, bevacizumab, glioblastoma multiform, p53, mgmt



ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to evaluate the mutation of TP53, methylation of
MGMT for predictive value anti-angiogenic treatment to patient with GBM

diagnosis and used Bevacizumab.

Method: The glioblastoma multiforme cases which were diagnosed in Akdeniz
University Faculty of Medicine Department between 2008- 2015 and Irinotekan with
Bevacizumab combine treatment taken were reviewed retrospectively. 27 cases were
included for the study. All cases were evaluated for age, gender and survival time.
MGMT methylation researched with Pyrosequencing. TP53 mutation scanned with
High Resolution Melting Analysis. All data evaluated with SPSS ver.18 programme.

Results: The presence of MGMT methylation was demonstrated in 12 (% 44,4)
cases and the rest of 15 (% 55,6) cases weren’t. The patients without methylated
MGMT DNA had taller survival compared to methylated group (p= 0,047). TP53
mutation detected to 10 cases. There was no statistically significant difference

between mutation and no mutation groups survey (p=0,080).

Conclusion: It was concluded that in order to demonstrate the expected predictive
and prognostic factors in glioblastoma patients, evaluating the presence of
methylation of MGMT. Although mutation of TP53 was not prognostic or predictive

difference due to our results.

Key Words: gbm, bevacizumab, glioblastoma multiform, p53, mgmt
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1.GIRIS

Glioblastoma Multiforme (GBM) koétu diferansiye astrositlerden olusan en malign
astrositik timaordur. Glioblastoma multiforme eriskin yas grubunun en sik gorilen ve
en malign olan beyin tumoérudar. Tum intrakranial timaorlerin %12-15’ini ve tim
astrositik timorlerin %50-60’in1 olusturur. GBM, kendi kendine ¢cogalma, kontrolstiz
gelisme, dokuya invazyon yapabilme, apoptotik uyarima diren¢ gosterme ve yeni kan
damari olusturabilme (anjiyogenez) gibi malign fenotipik &zelliklere sahiptir.
Anjiogenez kronik inflamasyon, ateroskleroz, tumér buyumesi ve metastazi,
diyabetik retinopati gibi birgok patolojik durumun varhdindan sorumlu
tutulmaktadir. Anjiogenez ekstraselluler matriks, solubl ve hicreler arasindaki
etkilesim sonucu endotel huicrelerin diferansiyasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu

ile seyreden kompleks bir islemdir.

Bevacizumab, himanize murin antikorunun komplementer determinant bolgeleri
VEGF’e baglanan, insan antikoru temel bolgelerini iceren, 214 amino asitten olusan,
molekil agirhgr yaklasik 149.000 dalton olan bir ilagtir. Rekombinant insan anti-
VEGF-A monoklonal antikoru olan Bevacizumab’in, faz | calismalarinda kemoterapi
ile birlikte kullanildi§inda serum VEGF seviyelerini élglilemeyecek seviyelere kadar
dustrdigu ve farkh tumorlerde blylmeyi inhibe ettigi saptanmistir. Sagkalimi
uzattigi cesitli faz 111 calismalarda klinik olarak kanitlanmis ve kanser tedavisinde
kullanilmak Uzere onay almis ilk antianjiogenik ajandir. Bevacizumab VEGF’e
baglanarak endotel hiicre yizeyinde VEGF ile reseptorleri (Flt-1 ve KDR) arasindaki
etkilesimi engeller.

Bu tez projesi kapsaminda GBM tanisi alip, Bevacizumab kullanan hastalarda p53
mutasyonu, MGMT metilasyonunun anti-anjiyogenik tedaviyi belirlemedeki

prediktif dnemini degerlendirme amaclanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi Hucreleri

Insan viicudunun en karmasik yapisi, 100 milyondan fazla sinir hiicresinin (néron)
biraraya gelmesiyle olusan sinir sistemidir. Sinir sistemi bir iletisim agi halinde
viicuda dagilmis durumdadir ve en 6nemli gorevi, farkli bedensel aktiviteleri kontrol
etmektir. Sinir sistemi anatomik olarak incelendiginde, beyin ve medulla spinalisten
olusan Merkezi Sinir Sistemi (MSS) ve sinir gangliyonlarindan olusan Periferik Sinir

Sistemi (PSS) olmak tzere ikiye ayrilir.

Embriyonal evrede ektodermden koken alan sinir dokulari yapisal olarak 2 hiicre tipi
icerir; noronlar ve glia (néroglia) hucreleri. Sinir dokusunun esas htcrelerini
olusturan noronlar; soma (perikaryon), dendritler, akson olmak uzere (¢ temel
bélimden olusur. Dendritler; uyariyi cevreden, duyu epitel hiicrelerinden, diger
noronlardan almak (zere 6zellesmis ¢ok sayida uzantilardir. Soma;tim hicrenin
beslenmesinden sorumlu olan kisimdir ve uyarilari alir. Akson ise sinir uyartisini
diger hcrelere (sinir hicresi, kas hiicresi, bez hiicresi) yaymak tzere ¢zellesen tek
bir uzantidir (Junqueira ve Carneiro, 2003). Noronlar sekil, buyuklik ve fonksiyon
bakimindan oldukca farklilik gosterirler. Noronlarin siniflandiriimasi su sekildedir
(Sekil 2.1):

[ NORONLARIN SINIFLANDIRILMASI ]

o | LN

e
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Sekil 2.1. Néronlarin siniflandiriimasinin kavramsal gérinimi (Baka, 2013)



Uzantilarinin Sayisina Gére Noronlar:

I.  Apolar noronlar sadece embriyonal gelisimin ilk devresinde izlenen
noroblastlardir. Yetiskin insanin sinir sisteminde uzantisiz (apolar) néron
yoktur.

Il.  Unipolar noronlar gelisimini tamamlamis olan sinir sisteminde, nadiren
g06zin retina kisminda bulunur ndérogenezis sirasinda saptanir.

I1l.  Bipolar noronlar sadece isitme ve dengeden sorumludur. Bir akson ve bir
dendritten olusurlar.

IV.  Pseudounipolar néronlar tek bir uzantiya sahiptir. Uzanti perikaryondan
ciktiktan kisa bir sure sonra (T) seklini alir, bir dal ¢evresel uca uzanir, digeri

merkezi sinir sistemine gider (Sekil 2.2).

Ay
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Wy /- = A
. 7
T y— = - — ~
— o \
TN B =
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Sekil 2.2. Uzantilarinin sayisina gére ndronlarin basitlestirilmis gosterimleri

Dendritlerin Varligina Goére Noronlar:
Noronlar dendritsiz (adendritik) ve dendritli (dendritik) ndronlar olarak da
siniflandirihr (Baka, 2013):
I.  Unipolar olan bir ndéron, daima adendritik ve monondritikdir.
Il.  Bipolar bir néron, ya monondritik veya dindritik olur.
1. Multipolar olan bir néron ise, monodi-ve polindritik olabilir.

Fonksiyonlarina Goére Néronlar:
Noronlar fonksiyonlarina gore (¢ grupta incelenir:
I.  Duyu (afferent) Noéronlari dendritik uclariyla duyulari alir ve aksonlariyla

MSS’ye impulslari iletir.



Il.  Motor (efferent)Noronlari MSS’ den koken alarak uyarilari kaslara, salgi
bezlerine ve diger noronlara iletirler.

I1l.  Ara(interndronlar) Noronlar yanlizca MSS’ de bulunurlar. Duyu, motor
néronlar ve diger ara ndronlar arasinda néronal devrelerden olusan bir ag

kurarak, ara baglanti ve/veya ara diizenleyici olarak islev gorurler.

Dendritlerin Pozisyonlarina Gére Noronlar:

I.  Dendritleri protoplazmik radiyal diizenlenmis néronlarda perikaryonun
cevresinden isinsal yayilan dendritler ¢itkmaktadir.

Il.  Protoplazmatik esas uzantili néronlarda konikal sekilli, perikaryonun
tepesinden cikan esas uzanti oldukca uzun bir boya eristikten sonra ucu, sik
oldukga yogun dallara bélundr.
1.~ Monopolar dendritli néronlarda genellikle aksonun ciktigi tarafa karsi
kutuptan gelisen esas dendritik uzanti ardisik olarak bir caliligi andiran ince
dallanmis gittikce incelen kollara ayrilir.

IV.  Oppositopolar dendtitli néronlar karsilikli duran veya zit istikametlerde
uzanan dendritli néronlardir. Perikaryonun esdeger kutuplarindan puskul tarzinda
iki kalin dendrit demeti cikar (Baka, 2013).

Noronlarin aksine glial hicreler elektriksel uyarilari iletmezler, aksine néronlar
koruyan, destekleyen, oksijen temin eden, ndéron beslenmesi ve merkezi sinir
sisteminin savunmasini saglayan hicrelerdir (Barres, 2008). Glial hicrelerin sayisl,
memelilerin beyninde néronlara oranla on kat daha fazla bulunmaktadir. Sinir
dokusunun hticrelerarasi maddesi ¢ok azdir ancak néron etkinligi icin gereken uygun
mikrocevreyi glia hicreleri olusturmaktadir (Junqueira ve Carneiro, 2003). Glial
hicrelerin - siniflandirilmasi  morfolojilerine, islevlerine ve sinir sistemindeki
yerlesimlerine gore yapilmaktadir (Verkhratsky ve Butt, 2007). MSS’de yer alan
hlcrelere “Makroglia” ve “Mikroglia”, PSS’de yer alan glia hiicrelere ise “Schwann

hicreleri” denilmektedir.

Makroglia htcreleri, MSS’de yer alan glia hiicrelerinin %85-90’nini, mikroglialar ise
%10-15’ini  olusturmaktadir. Embriyonik kdken acisindan degerlendirildiginde
mikroglialar hematopoietik hicrelerden kdken alirken, diger tum glialar ektodermal

dokudan gelismektedir. MSS’de yer alan glia hicrelerinden oligodendrosit,



ependimal ve astrositler noral tlpln ventrikuler zonundan gelisirken, PSS’de yer alan

schwann hticreleri ve satellit hiicreleri noral krestten gelisir.

2.1.1. Makroglialar

MSS’deki glial hicreler “makroglia” veya “noroglia” olarak tanimlanir ve bu terim
astrositleri (%80), oligodendrositleri (%15) ve ependimal hcreleri (%5) kapsar
(Verkhratsky ve Butt, 2007).

Astrositler

Makroglialarin en biyuk grubunu olusturan astrositler (Sekil 2.3), uzantilarinin
durumuna gore kisa uzantili, sitoplazmatik (protoplazmik) astrosit ve uzun uzantili
lifsel (fibroz) astrosit olmak Gzere 3'e ayrilirlar. Kisa uzantili astrositler pekgok kisa
ve dallanmis, Golgi preparatlarinda ince dikencikler benzei yan cikintilari bulunan
sitoplazmik uzantilara sahiptirler. Protoplazmik astrositler, 6zellikle gri cevherde
(Substantia grisea) bulunurlar. Uzun uzantili astrositler, yaklasik 20-40 adet, uzun,
ince, az dallanmis veya hi¢ dallanmamis, duz konturlu uzantilara sahiptirler. Uzun
uzantili, yani fibréz astrositler ise cogunlukla beyaz cevherde (Substantia alba)

bulunurlar (Junqueira ve Carneiro, 2003; Baka, 2013).

Astrositler destekleme islevine ek olarak, ndronlarin iyonik ve kimyasal ortamini
kontrol etmektedirler (Junqueira ve Carneiro, 2003). Akson gelisimi boyunca
néronlarin dogru yerlesimi icin rehberlik yaparlar ve beyinde homeostaziyi saglarlar.
Astrositler, bircok noérotransmitter eksprese edebilmenin yanisira, bilinen ve
bilinmeyen bircok noroaktif maddenin de salinimi yaparlar. Hicreler arasi alanda
ndrotransmitter ve K* (Potasyum) gibi bazi iyonlarin diizeylerini kontrol ederler.

Aksonlarin yalitiminda gérev alirlar (Junqueira ve Carneiro, 2003; Barres, 2008).

Oligodendrositler

MSS’deki noronlarin elektriksel yalitimini saglayan miyelin kilifi yapmaktadirlar.
Myelin, oligodendrositlerde sikica birbirine yapismis hicre membranlarinin
olusturdugu coklu tabakalardan meydana gelir. Myelinizasyon akson uzerindeki iyon
kanallarinin kiimelesmesine neden olur ve boylece sinyal iletim hizi arttirilir.
Oligodendrositlerin hasari, myelizasyonun bozulmasina ve dolayisiyla multipl
skleroz ve Krabbe hastaligi gibi hastaliklarin gelismesine neden olur (Barres, 2008;
Kumar ve ark., 2013).



Dendrit Astrosit (glial hiicre) ~ OliBodentrosit
, (glial hiicre)
Akson .

Cekirdek Mdron (Cekirdek govdesi)

Aksonuglan

Sekil 2.3. Astrosit ve oligodentrositlerin genel gésterimi

Ependimal Hicreler

Erken erisim evresindeki konumlarini en ¢ok koruyan hucreler olan ependimal
hicreler, MSS’nin tim bosluklarini  doldururlar ve ventrikil duvarlarinin
diizenlenmesinde gorev alirlar (Sekil 2.4). Bu hiicreler, beyin omurilik sivisini (BOS)
dretir ve bunun salinimini yapar, serebrospinal sivi (CSF) ve MSS arasinda ayricl
tabaka gorevi gorur, iki kisim arasinda madde aligverisini, CSF’in Uretimi ve
hareketini saglar (Baka, 2013; Verkhratsky ve Butt, 2007).
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Sekil 2.4. Ependimal hiicrelerin mikroskop gorintiis



2.1.2. Mikroglialar

MSS 'nin immin koruyuculari olan mikroglialar, mezoderm kokenli fagositer
hicrelerdir (Sekil 2.5). Mikrogliolar kisa uzantilara sahip, uzun, kigtk hdcrelerdir
(Junqueira ve Carneiro, 2003). MSS hcrelerinin %10-15’ini olustururlar. N6ron ve
astrositlerle temas halindedirler ve 6li noronlarin fagositozundan sorumludurlar.
Embriyonal nérogenezis doneminde apoptoz ile caliliklari kaybetmis néron ve glia
hlcrelerinin ortadan kaldirilmasindan sorumludurlar (Baka, 2013). Eriskin MSS’de
inflamasyon ve onarimda gorev alirlar ve notral proteazlar ve oksidatif radikaller
ureterek bunlari salgilarlar. Ayrica bagisikligi dizenleyici bir dizi sitokin salgilarlar
ve MSS lezyonlarinin yol actigi hicresel atiklari uzaklastirirlar (Junqueira ve
Carneiro, 2003).

|
Cekirdek B

Sekil 2.5. Mikroglialar A) Genel yapisi B) Mikroskop gérintusu

2.1.3. Schwann Hucreleri

Oligodendrositlerle ayni isleve sahip olan, ancak PSS’deki aksonlarin ¢evresinde yer
alan htcrelerdir. Bu hiicreler aksonlar tzerinde myelinli ve myelinsiz kiliflar
olustururlar (Sekil 2.6). PSS'de bulunan Schwann hicresinin (veya MSS’de bulunan
oligodendrositin) membranini yogun bir sekilde akson etrafina sararak myelin bir
kilif olusturmasina myelinizasyon denir. Myelinizasyon Schwann hticresinin aksonu
bir zarf gibi paketlemeye ve bir sekilde akson etrafinda membrani sarmaya
basladiginda gerceklesir. Sarma islemi 50 veya daha fazla turla devam eder. Bu
esnada sitoplazma Schwann hiicre gdvdesine dogru sikistirilir, membranin
sitoplazmik yizleri birbirine temas eder ve bdylece myelin kilifi boyunca spiral

seklinde uzanan ana yogun ¢izgiyi olusturur.Schwann hcreleri yassi hiicreler olup,
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sitoplazmalarinda yassi nikleuslar, kigik bir Golgi cismi ve bir ka¢ adet
mitokondrisi bulunmaktadir (Baka, 2013).

Sekil 2.6. Schwann Hiicresinin genel yapisi

2.1.4. Satellit Hucreleri

Bu hiicreler, sensor, simpatik ve parasimpatik gangliada néronlarin etrafinda yer
alan, noronlara destek olan ve kimyasal ¢evrenin diizenlenmesinde rol alan kiguk
hicrelerdir (Sekil 2.7). Satellit htcreler birbirlerine, astrositler gibi oluklu
baglantilarla baghdirlar. Bu hicreler, beyin hasarina ve inflamasyona duyarlidirlar,

agri gibi patolojik durumlara katilirlar (Verkhratsky ve Butt, 2007).
i v i

Sekil 2.7. Periferik Sinir Sistemi. Miyenterik pleksus (H&E.X400) n: Ganglion Hucresi, s:Satellite
Hucresi (Soker, 2006)



2.2. Beyin Tumorleri

Merkezi Sinir Sistemi tumorlerinin yillik insidanslari, intrakranial timorler icin yiz
bin kisi de 10-17, intraspinal timorler igin yiiz bin kiside 1-2 dir. Bunlarin yaklasik
yarisi veya ¥4’ primer timor, geri kalani ise metastatiktir (Kumar ve ark., 2013).
Intrakranial timérler tum primer MSS tiimorlerinin %85-90’ini olusturur (Levin ve
ark., 2001). Beyin tlmorleri, tim malign neoplazilerin %21,5’ini olustururken
kansere bagh élimlerin %2’sinden sorumludur (Lee ve ark., 2010). MSS tiimorleri,
cocukluk cagr kanserleri arasinda %20 gorilme oraniyla oldukca biyuk bir yere
sahiptir. Ayrica cocukluk caginda gorilen MSS timorleri histolojik alt tipleri ve
timorin yerlesim yeri agisindan eriskinlerden farklhihk géstermektedir (Kumar ve
ark., 2013). Cocukluk caginda histolojik alt tipler degerlendirildiginde, en sik
primitif néroektodermal tumorler (PNET) ve ependimomlar (Grotzer ve ark., 2001)
gorulirken, eriskinlerde glial timaorler ve menenjiomlar ilk sirada yer alir. Cocukluk
caginda, tumorler, genellikle arka fossa da, eriskinlerde ise daha ¢ok supratentorial

bolge de gelisme egilimindedirler (Kumar ve ark., 2013).

Beyin tumorleri insidansinin, mortalite ve sag kalim oranlarinin, histolojik timor tipi
ve hastanin demografik karakterleri (yas, cinsiyet, cografik bolge gibi) ile ilgili
oldugu ortaya konulmustur (Wrensch ve ark., 2002). Amerika Beyin Timori Kayit
Merkezi’nin (Central Brain Tumor Registry Of The United States-CBTRUS)
yayinladigi rapora gore primer beyin timdori (benign ve malign) insidansi 2008-2012
yillari i¢in 100.000’de 21.97°dir (Ostrom ve ark., 2016). Turkiye’de Saglik
Istatistikleri Y1lli§1 2015’e gore ise beyin tiimorleri insidansi kadinlarda 100.000°de
4,1, erkeklerde ise 5,2 oraninda gortlmektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2016). Yine
bu verilere gore, beyin timorleri en sik gorilen 10 kanser turinin toplam kanser
icindeki dagihminda; kadinlarda %2,2 ve erkeklerde %2,2 ile 10.sirada yer
almaktadir (Sekil 2.8).



veme [ 2o
Tiroid [ 12,0
Kolorektal "_ 8.0
Uterus Korpusu _ 5.4

Trakea, Akciger ve Brons [N 5.0
Mide [N 35
over [ 34

MNon-Hodgkin Lenfoma - 2,8

Uterus Serviks! [N 2.4

Beyin, Diger Sinir Sisterni [ 2.2

0,0 5.0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

A %

Trakea, Akciger ve Brons I 711
Prostot I 1.7
Kolorektal I_ 9,3
Mesane I— 7.7
Mide '— 59
Mon-Hodgkin Lenfoma ._ 3.0
Bbbrek .- 27
Larinks I- 2.6
Tiroid .- 25
Beyin, Diger Sinir Sistemi I- 2.2

Q 5 10 15 20 25

B %

Sekil 2.8. En Sik Gériilen 10 Kanser Tiriiniin Toplam Kanser icindeki Dagilimi, (%), 2014, Tirkiye
A) Kadinlarda, B) Erkeklerde (T.C. Saglik Bakanli§i, 2016)

2.2.1. Beyin Tumorlerinin Siniflandiriimasi

Santral sinir sistemi timorlerinin siniflandiriimasi  onkogenezdeki hicre tipine,
noroglial fibrillerin varligina veya yokluguna, biylimenin makroskopik 6zelliklerine
ve hucresel atipi derecesine gore yapiimaktadir. WHO (World Health Organisation)
tarafindan 2007 yilindaki histolojik kriterlere dayanilarak yapilan siniflandirmada,
tim timorler 7 ana gruba ayrilmistir (Tablo 2.1) (Louis ve ark., 2007).
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Tablo 2.1. Merkezi Sinir Sistemi timarlerinin siniflandirmasi (Louis ve ark., 2007)

Astrositik Tumorler
Pilositik astrositom
Pilomiksoid astrositom
Subependimal dev hiicreli astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom
Diffiiz astrositom
Fibriler astrositom
Gemistositik astrositom
Protoplasmik astrositom
Anaplastik astrositom
Glioblastoma
Dev hiicreli glioblastom
Gliosarkom
Gliomatosis serebri
Oligodendroglial timérler
Oligodendroglioma
Anaplastik oligodendrogliom
Oligoastrositik timorler
Oligoastrositom
Anaplastik oligoastrositom
Ependimal timorler
Subependimoma
Miksopapiller ependimom
Ependimoma
Selliler
Papiller
Berrak hicreli
Tanisitik
Anaplastik ependimom
Koroid pleksus timorleri
Koroid pleksus papillomu
Atipik koroid pleksus papilloma
Koroid pleksus karsinomu
Diger néroepitelial timorler
Astroblastom
3.ventrikilin kordoid gliomasi
Angiosentrik glioma
Néronal ve miks nérénal-glial timorler
Serebellum displastik gangliositomasi
Desmoplastik infantil astrositom
Gangliositom
Ganglioglioma
Anaplastik gangliogliom
Santral nérositom
Ekstraventrikiler ngrositom
Serebellar lipondrositom
Papiller gliondronal timor
Paragangliom
4. ventrik(liin glionéral timori

Pineositoma
Pineoblastoma
intermediyer farklilhk gésteren pineal timér
Pineal bolge papiller timéri
Embriyonal timérler
Medulloblastom
Primitif ndroektodermal timor
Atipik teratoid/rabdoid tumor

Scwannom
Seliilar
Pleksiform
Melanotik
Norofibrom
Pleksiform
Perindrom
Perindrom
Malignant perindrom
Malign periferal sinir kilifi timorleri
Epitelioit
Mezensimal farklhilasmali
Melanotik
Glandular farklilasmali

Meningoepitelial hiicre timorleri
Mezenkimal timdorler

Primer melanositik lezyonlar
Histogenezi bilinmeyen timérler

Malign lenfoma
Plasmasitom
Granlosit sarkom

M

Germinom
Embriyonal karsinom
Yolk sak tumdori
Koryokarsinom
Teratom
Olgunlasmis
Olgunlasmamis
Malign transformasyonlu teratoma
Mikst germ hiicre tumdrleri

Kraniofarengiom
Adamantinomat6z
Papiller

Grandler hicreli tumor

Pituisitoma

Adenohipofiz onkositomasi

Diinya Saglik Orguti’niin beyin tiimérlerini  derecelendirmesinde atipi, mitoz,

endotelial proliferasyon ve nekroz gibi histopatolojik 6zellikleri dikkate alinmistir

(Tablo 2.2). WHO (Louis ve ark,

2007)’ nun tdimor siniflandirmasinda

derecelendirme, ¢ok cesitli histolojik dzellige sahip tumorlerin malignansi él¢utudur.
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Tumor, tabloda belirtilen ozelliklerden higbirisini tasimiyorsa derece 1, birisini
(genellikle atipi) tasityorsa derece 2, ikisini tasiyorsa derece 3, daha fazlasini
tasiyorsa derece 4 olarak tanimlanmaktadir. Derece artisiyla damarlanma, biylime

potansiyelinde artis ve prognoz bakimindan giderek kotilesme s6z konusudur.

Tablo 2.2. Merkezi sinir sistemi timarlerinin derecelendirilmesi (Louis ve ark., 2007)

[ N A

Astrositik timarler Koroid pleksus timérleri
Subependimal dev hiicreli X Koroid pleksus papillomu X
timor
Pilositik astrositom X Atipik koroid pleksus papillomu X
Pilomiksoid astrositom X Koroid pleksus karsinomu X
Diffuz astrositom X Diger noroepitelial timaorler
Pleomorfik ksantoastrositom X Anjiosentrik gliom X
Anaplastik astrositom X 3. ventrikil koroid gliomu X
Glioblastom X Noéronal ve miks néroglial
tumérler

Dev hiicreli glioblastom X | Gangliositom
Gliosarkom X | Gangliogliom

Oligoastrositik timorler Anaplastik gangliogliom X
Oligoastrositom X Desmoplastik infantil astrositom X

ve gangliogliom

Anaplastik oligoastrositom X Disembrioblastik néroepitelial X
tumor
Ependimal timorler Santral nérositom X
Subependimom X Ekstraventrikiler nérositom X
Miksopapiller ependimom X Serebellar liponérositom X
Ependimom X Spinal kord paragangliogliomu
Anaplastik ependimom X Papiller gliondronal tumdér

4. ventrikulun gliondral timadru

Derece 1 (lyi diferansiye timér): Disiik proliferasyon (cogalma) potansiyeline
sahip ve cerrahi olarak c¢ikariimasini takiben kir sansi bulunan timérlerdir. Pilositik
astrositomlar, pleomorfik  ksantoastrositomlar, subependimal dev hucreli

astrositomlar bu grubun igerisinde yer alirlar.

Derece 2 (Orta derecede differansiye timor): Genel olarak infiltratif (yayillma)
Ozellikte ve dusik proliferatif potansiyele sahip olmasina karsin siklikla tekrarlayan
timorlerdir. Derece 2 astrositomlar ayni zamanda diffliz astrositomlar olarak da

adlandirihirlar. Yiksek dereceli timérlere dontsme egilimi vardir 6rnegin disik
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dereceli astrositom, anaplastik astrositoma ve glioblastoma multiformeye
donisebilmektedir.

Derece 3 (Kotu differansiye timor): Genellikle histolojik olarak malignansi
bulgulari gosteren lezyonlar igin kullanihir (ntkleer atipi, aktif bir mitotik aktivite).
Anaplastik astrositomlar (AA) 3. derece astrositik timarler olup malign astrositom
veya yuksek dereceli astrositom olarak da bilinirler. Cogunlukla derece 3 timorli

hastalar adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi gormektedirler.

Derece 4 (Andifferansiye timor): Sitolojik olarak malign, mitotik olarak aktif,
nekroz egilimi olan neoplazilerdir. 4. derece astrositom Glioblastomalar olup en
malign astrositik tumoér grubunu olusturur. Tipik olarak hizli bir preoperatif ve
postoperatif hastalik gelisimi s6z konusudur ve 6lumcil bir seyir gosterirler (TND,
2008).

2.2.2. Glioblastoma Multiforme (GBM)

Glioblastoma multiforme eriskin yas grubunun en sik gorillen ve en malign olan

beyin tumoradir (Adamson ve ark., 2009; Weathers ve Groot, 2015; Liebelt ve ark.,

2016). CBTRUS (Ostrom ve ark., 2016)’un verilerine gore, tim malign beyin ve

MSS tiimaérlerinin %46,1” ini olusturur (Sekil 2.9). insidansi her 100.000’de 3,20dir.
Germ Hilcreli Timdrler,

Sistis ve Heterotopyas
Menenjiyoma %0.0

¥4
Oligoastrositik Timbrler
%27
Embriyonal Tiimorler J

%3.61

Glioblastoma

%46.1

Ependimal Tiimdrler
3.6

Oligodendrogliomiar
4.8

Lenfoma
%66.2

Tiim Digerleri .
%14.1 M

\‘\\.\

Diger Tim Astrositomlar
%17.2

Sekil 2.9. CBTRUS’un verilerine gére malign primer beyin timdrlerinin ve MSS tumérlerinin
histolojik gruplarina gére dagilimi (Ostrom ve ark., 2016)
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GBM, nekroz ve vaskiiler proliferasyon ozelliklerine gore 4. Derece astrositom
olarak tanimlanmistir (Krakstad ve Chekenya, 2010). invazyon ozelligi oldukca
yuksektir. Siklikla frontal lob yerlesimlidir. Nispeten yuvarlak sekillidir. Metastaz
olasihigi % 12 den azdir. Lenfatik metastaz yapmazlar. Hematolojik metastaz nadiren
rastlanir (Fiveash ve ark., 2007; Li ve ark., 2016).

Her yasta gorulebilir, ancak olgular en sik 75-85 yas arasindadir (Ostrom ve ark.,
2016). Cocukluk yaslarinda gortlmeleri nadirdir. Erkeklerde kadinlara oranla daha
yaygin gorilmektedir (1,58/1 oraninda) (Agnihotri ve ark., 2013; Ostrom ve ark.,
2016). Hastalarin tani aldiklarindaki ortalama yaslari yaklasik 64’tur (Agnihotri ve
ark., 2013). Tani aldiktan sonra hastalarin ortalama sag kalim siresi 12-15 ay
arasindadir (Kim ve ark., 2012; Piccolo ve Frey, 2013; Kupnicka ve ark., 2014;
Liffers ve ark., 2015). Hastalarin yanlizca %12’si tani aldiktan sonra 36 aydan fazla

hayatta kalabilmektedir (Uzun Donem Hayatta Kalanlar) (Li ve ark., 2016).

Glioblastomalar; primer glioblastoma (de novo) ver sekonder glioblastoma olarak iki
alt grupta degerlendirilmektedirler (Rao ve ark., 2013; Kupnicka ve ark., 2014).
Genel olarak olgularin %95’i primer GBM, %5’i ise sekonder GBM olarak
tanimlanir (Li ve ark., 2016). Primer GBM’ler glial 6ncu hiicrelerden direkt gelisen
ve ilk histopatolojik incelemede glioblastoma tanisi konulan tumérlerdir. Hizli
gelistikleri icin ilk 3 ay icinde klinik belirti verirler yani Kklinik oykileri kisadir.
Ortalama sag kalim suresi ise yaklasik 4,7 aydir. Sekonder GBM’ler duslk dereceli
diffuz astrositomlarin ve anaplastik astrositomlarin progresyonu sonuncunda gelisir
(Rao ve ark., 2013; Li ve ark., 2016). Dusuk dereceli astrositomlarin glioblastoma
donismesi icin gecmesi gereken sire ortalama 4-5 yildir (Krakstad ve Chekenya,
2010). Olgularin ortalama sag kalim suresi 7.8 aydir. Primer GBM’ler (62 yas)
sekondere gore (45 yas) yash insanlarda daha fazla gorilmektedir (Ohgaki, 2005;
Durmaz ve Vural, 2007; Adamson ve ark., 2009).

Glioblastoma multiforme’da go6zlenen semptom ve belirtiler tutulan tumor
lokalizasyonuna bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Ancak, en yaygin
belirtilerin bas agrisi, bulanti kusma, istah kaybi, konusmada zorluk ve mental
degisiklikler oldugu bilinmektedir (Redmond ve Mehta, 2015).
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2.2.3. Glioblastoma Multiforme’nin Genetik Ozellikleri

GBM, heterojen bir genetik yapiya sahiptir. Hastaligin “‘multiform’ olarak
isimlendirilmesi; ayni tumor dokusunda ve farkh hastalara ait timor érneklerinde
genetik yapinin degismesi nedeniyledir (Krakstad ve Chekenya, 2010). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar gostermistir ki kromozom 1, 10, 11, 13, 17, 19 ve 22
kayiplari, Siklin bagimh kinaz inhibitéri 2 (CDKN2), Fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), Malign beyin timdrlerinde silinen 1 geni (DMBT1) ve timor baskilayici
protein 53 (TP53) gibi tumor baskilayici gen mutasyonlari ve Epidermal Biylme
Reseptort Faktori (EGFR), platelet kdkenli biyime faktori reseptori (PDGFR),
(MDM2)Mouse double minute 2 homolog, GLI ve MET genlerinin asiri ekspresyonu
GBM’de yaygin gorilmektedir (Mao ve Hamoudi, 2000).

Primer ve sekonder GBM alt tipleri morfolojik olarak ayrilmazlar ancak farkh
genetik anomalilere sahiptirler (Agnihotri ve ark., 2013). Primer GBM, EGFR gen
amplifikasyonu ve mutasyonu, PTEN mutasyonu, MDM2’nin asiri ekspresyonu ve
pl6 delesyonu ile karakterizedir. Sekonder GBM ise, timor baskilayici TP53 ve
Retinoblastoma (RB) mutasyonlari, platelet kdkenli blyime faktorl reseptori A
(PDGFRA)’nin asiri ekspresyonu ve kromozom 19q heterozigosite kaybi (LOH 19q)
ile meydana gelmektedir (Kanu ve ark., 2009; Agnihotri ve ark., 2013) (Sekil 2.10).
Yakin zamanda Izositrat dehidrogenaz 1(IDH1) geni mutasyonlarinin, frontal ve
temporal loblarda lokalize olan primer ve sekonder GBM olusumuna sebep oldugu
gosterilmistir (sekonder GBM’de %70, primer GBM’de %5-20) (Li ve ark., 2016).

EGFR (Epidermal Biyume Faktor Reseptorti)

EGFR 170 kDa’lik bir tirozin kinaz reseptorudir ve hicre bolinmesinde, gécinde,
adezyonunda, farklilasmasinda ve apoptoziste blyik rol oynar. EGFR'’i kodlayan
gen Kromozom 7°de lokalizedir (S6ylemezoglu, 2000; Mao ve Hamoudi, 2000;
Kanu ve ark., 2009; Liffers ve ark, 2015). Glioblastom olgularinin tgte birinden
fazlasinda EGFR amplifikasyonu ve asiri ekspresyonu gozlenmektedir (Hurtt ve ark.,
1992). EGFR amplifikasyonu gosteren GBM’lerde ayni zamanda tipik olarak
kromozom 10 kaybi da birliktelik gosterir ki bu PTEN geni kaybini yansitmaktadir
(S6ylemezoglu, 2000).
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Astrositler, timdér kék hiicreleri

Pilasitik astrositom (WHO |)

Diasik dereceli astrositom{WHO 1)
P53 mutasyonu (%50)

Anaplastik astrositom (WHO 1il)
P53 mutasyonu (%650)
p 144 metilasyonu
MGMT metilasyonu (%675]

Sekonder GEM(WHO IV) (%10) Primer GBM{WHO IvV)
LOH 10qg [%60) Kromaozom 10 kayt (S670)
EGFR amplifikasyonu (%10} EGFR amplifikasyenu (%10-60)
pl4YF metilasyonu 01674 delespany [%30)
P53 mutasyonu, kodon 248/273 (%65) pl44F metilasyonu
PTEN mutasyonu (%5) P53 mutasyonu, tim ekzonlan630 )

RB1 metilasyony (%40) PTEN mutasyonu (%:25)
MGMT metilasyonu (F675) RBI metilasyonu (#:15)
WGMT metifasyanu (%36)

Sekil 2.10. Primer ve Sekonder GBM’de goriilen ana genetik degisiklikler

immiinohistokimyasal calismalarda primer GBM’lerin %60 ‘indan fazlasinda ve
sekonder GBM’lerin %10 kadarinda asiri EGFR ekspresyonu gosterilmistir
(Soylemezoglu, 2000; Kanu ve ark., 2009). EGFR geni amplifikasyonu, siklikla gen
yapisinda meydana gelen degisimler sonucu olusmaktadir. En c¢ok gozlenen
mutasyon, ekzon 2-7’de gorulen cerceve kaymasi mutasyonu sonucu olusan
fonksiyon kazanimidir (%29). Mutasyon sonucu glioma hucrelerinde proliferasyon
ve invazyon meydana gelir. GBM’de 35 yasin altindaki hasta populasyonunda EGFR
amplifikasyonunun  bulunmadigi, 6zellikle p53 mutasyonunun  bulundugu
belirtilmektedir. Anaplastik glioblastomlardan GBM’e geciste etkili oldugu ifade

edilmektedir.

P53

Hucre siklusu DNA hasari tamiri, apoptozis ve neovaskuilarizasyonda 6nemli rol
oynayan kromozom 17p13.1°’de lokalize bir tumor sipresér gendir (Lane, 1992;
Soylemezoglu, 2000). Dusuk dereceli astrositomlardan sekonder GBM gelismesi
p53 geninde meydana gelen degisikliklerle karakterizedir. TP53 mutasyonu primer
GBM’de %30 civarindayken sekonder GBM’ de %60’tan fazla gorilmektedir
(Sarkar ve ark., 2009).
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MDM2

MDM2 geni, p53 inhibitori olarak kromozom 12q14.3-q15 bolgesinde lokalizedir ve
54 kDa agirliginda transkripsiyon faktorii olan bir proteini kodlar (Séylemezoglu,
2000). MDM2 proteini, p53’tn fonksiyonlarinin diizenlenmesinde oldukca énemlidir
(Ding ve ark., 2016). Saghkl hiicrelerde p53 ve MDM2 sentezi denge icerisinde
gerceklesir. P53, kendi inhibitori olan MDM2’nin ekspresyonunu artirarak
hicredeki bu dengenin korunmasini saglamaktadir. Hicrede bir hasar meydana
geldiginde ya da hiicre, bélinmemesi yolunda bir sinyal aldiginda p53 ve MDM2’de
meydana gelen bazi modifikasyonlar, bu iki protein arasindaki etkilesimi inhibe
ederek, p53’0n aktif kalmasini sadlar. Fakat MDM2 geni asiri eksprese oldugu
zaman, p53 proteininin yikimi fazla olur ve p53 fonksiyon géremez (Freedman ve
Levine, 1998). Bu yuzden, MDM2 amplifikasyonu ve asiri ekspresyonu, p53’ln
dizenledigi hiicre buyime kontrolunden Kkagisin alternatif yoludur. MDM2
proteininin asir ekspresyonu, primer GBM’lerin %50°sinden fazlasinda goralurken,
sekonder GBM’lerde asiri protein ekspresyonu olgularin sadece %10 kadarinda

saptanmaktadir (S6ylemezoglu, 2000).

CDKN2A

CDKN2A geni kromozom 9p21°’de lokalizedir ve pl14 ve pl6 proteinlerini kodlar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1029, Erisim tarihi: 06.11.2015). P16 hicre
blylmesini negatif olarak diizenleyen timor baskilayici proteindir . P14 ise, MDM2
tarafindan uyarilan P53 degredasyonu ve transkripsiyonel sessizligini engelleyerek
P53’0 aktif hale getirme islevini gdéren bir tumor supresor gendir. CDKN2A
delesyonlari primer GBM’lerde oldukga yaygin olan bir anomalidir. P14 ekspresyon
kaybi, GBM’lerde %76 oraninda gorilmektedir (Cicek, 2011).

P16, CDK4 ve RB Yolu

P16/INK4a hiicre buyiumesini siklin bagiml kinazlardan CDK4 ve CDKG®6’yi inhibe
ederek kontrol eden bir timor stpresor genidir. Kromozom 9p21°’de lokalizedir
(Liggett ve Sidransky, 1998; Soylemezoglu, 2000; Ai ve ark., 2003). CDK4 33
kDa'luk CDK4 proteinini kodlayan gen olup kromozom 12q13-q14 bdlgesinde
lokalizedir. CDKG6 ise 38 kDa'luk CDKG6 proteinini kodlayan gendir ve kromozom
7021-922' de lokalizedir. CDK4/CDKG6-siklin D kompleksinin olusmasinin esas

amact 107 kDa'luk retinoblastoma (RB) proteininin  fosforilasyonudur
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(S6ylemezoglu, 2000). Retinoblastoma ilk tanimlanan timor slpresor gendir,
nikleusta lokalizedir ve kromozom 13g14 bdlgesinde bulunmaktadir (Mattr ve ar.,
2004). pl6e, CDK4/CDK6 kompleksine baglanarak hucre siklusunu G1-S
interfazinda, RB aracili olarak kontrol eder (Focchi ve ark., 2007). Yuksek dereceli
gliomalarin (gte birinde bu bolgede degisiklik saptanmaktadir (S6ylemezoglu, 2000).
RB1 mutasyonu, CDK4/CDK6 amplifikasyonu veya CDKN2A/CDKN2B mutasyonu

gibi fonksiyonel sonuclar dogurur.

PDGFR

Buyume faktorleri ailesinin bir Gyesi olan PDGF, dort farkli gen tarafindan kodlanan,
dort farkh polipeptid zinciri iceren, 30 kDa agirliginda bir proteindir. PDGF
zincirleri homodimer ve heterodimer alt Unitelerden olusmustur ve PDGF-AA,
PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, PDGF-DD olmak uzere bes farkh izoformu
bulunur. Ailenin bu bes tyesi, PDGFR-a ve PDGFR- olarak adlandirilan ve trozin
kinaz aktivitesi gosteren iki farkli PDGF reseptorii tarafindan baglanir ve
aktiflestirilir (Wertermark ve Heldin, 1993; Aydemir ve Sari, 2009). PDGFR-0’nin
asir1 ekspresyonu, hem dusik hem de ylksek dereceli astrositomalarda bildirilmistir.
PDGFR-a’nin amplifikasyonu ve asiri ekspresyonu, sekonder GBM olusum yolu i¢in
tipiktir ve p53 mutasyonu gibi ilk gortlen degisikliktir. Primer timdrlerin olus
yolaklarindan  birinin  PDGFRA formu yeniden dizenlenmeleri  oldugu
dustinilmektedir. Bu formun EGFR den sonra ylksek oranda amplifiye olan ikinci
aday gen oldugu, amplifikasyonun hiicre sinyal iletimini bozarak hicresel
proliferasyona neden oldugu tahmin edilmektedir (Cicek, 2011).

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

Kromozom 10’da olan LOH’lar glioblastomlarda en sik karsilasilan sitogenetik
degisikliklerden biridir ve olgularin %80’inde vardir. Bunlar en sik 10p, 10923 ve
10g925-26 bolgesinde olur. PTEN geni kromozom 10qg23.3 bolgesinde yerlesmis
timor baskilayici gendir ve iki arastirici tarafindan 1997 yilinda saptanmistir. Bu
nedenle PTEN/ MMAC1 olarak bilinir ve hucrelerin farklilasmasinda etkilidir.
PTEN lokusunun kaybi gliblastomlarda %80 dolayinda bildirilmesine ragmen PTEN
mutasyonu %20-30 dolayinda ve daha yasli hastalarda rapor edilmistir. Ancak PTEN
geni mutasyonu primer glioblastomda 32, sekonder glioblastonda %4 dolayinda

bulunmustur (Durmaz ve Vural, 2007). Deleted in malignant brain tumors 1
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(DMBT1) geni, kromozom 10g25-26’da lokalize bir tumor stipresor gendir. Bir diger
gen ise MYC antagonisti MXI 1°dir (Cicek, 2011).

Kromozom 19q da LOH ve DCC Geni

Kromozom 19q da LOH daha siklikla oligodendrogliomda (%70) gozlenirken, dusik
dereceli astrositomlarin, Anaplastik astrositom ve GBM’ye doénlsuminde 19q
kaybini etkili oldugu disuntlmektedir. Kromozom 19q LOH’ si;diffliz astrositomda
~ %15, AA da ~ %45 ve sekonder GBM de %54 gozlenirken, primer GBM’de ancak
% 6 dizeyinde gozlenmistir. Bu da, 19q LOH’nin dislk dereceli astrositomlarin
malign formlara déntsumiinde rol aldigini desteklemektedir. “Deleted in colorectal
cancer” (DCC) geni, noral adhezyon molekil ailesine bagli bir timér baskilayici
gendir ve 18. kromozomda lokalizedir. immunohistokimyasal calismalarda, bu gene
ait protein yoklugu astrositomada (G 1l) %7, sekonder glioblastomda %47 dlizeyinde
saptanirken, primer glioblastomda %25 dizeyinde saptanmistir (Durmaz ve Vural,
2007).

MGMT

O6- metil guanin metil transferaz (MGMT) guanin O6 pozisyonunda, 22000 kD
agirliginda, alkilasyon ve metilasyonu hizlica geri ceviren hicresel DNA onarim
proteinidir (Lindahl ve ark., 1988). MGMT tim normal insan dokularinda
sentezlenmektedir. Uzerindeki sistine, alkil grubunun baglanmasi ile MGMT
inaktive olur. Bdylece proteinin bir intihar molekili gibi gérev yapmasi ve hasari
tamir ederken kendi islevini kaybetmesi s6z konusudur. Bu nedenle MGMT protein
duzeyi hasarli hucrelerde 6nem tasimaktadir. Proteinin translasyonu promotor
bolgesinin  metillenmesi ile kontrol edilmektedir. MGMT geninin metillenerek
sessizlestirildigi durumlarda, alkil gruplari DNA hasarina yol agmaktadir ve hiicre
6lumu gerceklesmektedir. MGMT enziminin, alkil gruplarini DNA molekilunden
uzaklastirarak hasari tamir etmesi ile timdr hicreleri alkilleyici ilaglara karsi direng
gelistirirler. Ancak promotor boélgesi metillenerek etkisiz hale getirilen MGMT
enzimi, hasarli DNA molekilint onaramadigi icin timor hiicresi apoptoz sireci
sonunda kaybedilir. Tumor hicrelerinde MGMT ekspresyonu alkilleyici ajanlarla
tedaviye rezistans ile iliskilidir (Kaina ve ark., 2007). DNA tamir enzimi kodlayan

MGMT geninin promotor hipermetilasyonu primer GBM’de % 36 ve sekonder
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GBM’de %75 oraninda gorilmektedir ki bu son yillarda Temazolomid tedavisi igin
Iyi prognoz gostergesi olarak kullaniimaktadir (Costello, 2003).

2.2.4. GBM tedauvisi

Gunumuzde yeni tani alan GBM hastalarina uygulunan standart tedavi; mamkin
olan en genis cerrahi rezeksiyon sonrasi radyoterapi (RT) ve bunu takip eden
kemoterapi uygulamasidir (Zhang ve ark., 2012; Agnihotri ve ark., 2013). TUmor
rezeksiyonu sonrasinda alinamayan mikroskobik bir tumoér kalintisi hastaligin
rekirrensine neden olabilmektedir. Bu ylzden total cerrahi sonrasi geride kalan
tomor  hicrelerinin - ¢cogalmasini - 6nlemek igcin  radyoterapi ve kemoterapi
uygulanmaktadir. 2005 yilindan itibaren Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Orgitii/ Kanada Klinik Arastirmalar Grubu Ulusal Kanser Enstitiisii’ne gore cerrahi
sonras! radyoterapi (60 Gray 30 fraksiyon) ve alkilleyici bir sitotoksik ajan olan
Temozolomid (TMZ) (75 mg/m? /giin, <7 hafta) kombinasyonu GBM hastalari icin
mevcut en etkili adjuvan tedaviyi olusturmaktadir (Zhang ve ark., 2012; Hottinger ve
ark., 2014; Redmond ve Mehta, 2015; Roy ve ark., 2015). Stupp ve arkadaslari’nin
Faz-111 calismasinda, yanlizca adjuvan radyoterapi ile radyoterapi ve Temozolomid
kombinasyonu alan yeni tani GBM hastalari karsilastirilmistir (Stupp ve ark., 2009).
Sonuclara gore, RT ve TMZ kombinasyonu alan grubun ortalama sagkalim siresi
14.6 ay, yanhzca RT alan grubun ortalama sag kalim suresi ise 12.1 aydir. 5 yillik
sagkalim sureleri ise RT+TMZ alanlarda %9.8 yanlizca RT alanlarda %1.9 olarak

raporlanmistir.

Kan-beyin bariyeri, beyin tlimorlerinin  kemoterapotik ajanlarla tedavisinde
karsilasilan en buyik sorunlardan biridir. Kemoterapétiklerin yavas diflize olmasi
nedeniyle yeterli doku konsantrasyonuna ulasilamaz. Ancak, invitro calismalar
kemoterapotiklerin glioma hicrelerinde radyasyonun etkisini arttirdigi  yoninde
bulgular sunmaktadir. Bu nedenle kemoterapétiklerin radyoterapi ile es zamanli
uygulanmasi gerektigi bildirilmektedir (Stupp ve ark., 2005).

2009 yilinda ABD Gida ve ilag idaresi (FDA, US Food and Drug Administration),

tedavi sonrasi progresyon gosteren GBM hastalari igin Bevacizumab tedavisini
onaylamistir (Beal ve ark., 2011).
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2.3. Bevacizumab

Bevacizumab (BVC), himanize mdirin antikorunun komplementer determinant
bolgeleri VEGF’e baglanan, insan antikoru temel bdlgelerini iceren, 214 amino
asitten olusan, molekdl agirhgi yaklasik 149.000 dalton olan bir ilagtir. Rekombinant
insan anti-VEGF-A monoklonal antikoru olan Bevacizumab’ n, faz | calismalari;
kemoterapi ile kombine kullaniminda, serum VEGF seviyelerini oldukga az
seviyelere dusurdigina ve farkh timorlerde blylme inhibisyonuna neden oldugunu
gostermistir (Belin, 2002; Chen, 2004; Levene ve ark., 2005; Niyazi ve ark., 2015).
Cesitli faz 111 calismalarda sagkalimi uzattigr klinik olarak kanitlanmistir ve 2004
yilinda metastatik kolerektal kanser tedavisinde kullaniimak Uzere onay alan ilk
antianjiogenik ajandir. Ginimizde meme, skilaméz olmayan kucgik hicre dis
akciger kanseri, renal hicreli karsinom, over kanseri ve serviks kanserlerinde
kullanilmakta olan Bevacizumab, 2009 yilinda rekirens GBM olgularinda
kullanilmak tizere FDA onayini almistir (Keating, 2014; Niyazi ve ark., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal segimi

Calisma populasyonunun sec¢imi i¢in Tibbi Onkoloji Bilim Dali Hasta Kayit verileri
tarandi. 2008-2015 yillari arasinda Akdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi’nde
Glioblastoma multiform histopatolojik tanisini alan 175 hastanin dosyasi incelendi.
Irinotekan ile kombine Bevacizumab tedavisi goren 30 olgunun patoloji bloklari
uzman bir patolog tarafindan incelendi. 3 olgunun blogu yeterli DNA 0Ornegi

icermedigi icin calisma disi birakildi, kalan 27 olgu calismaya dahil edildi.

3.2.MGMT Geni Metilasyon Analizi

3.2.1.Ffpe Doku Orneklerinden Dna Eldesi Ve Bistlfit Dontisim
Epitech Plus Bisulfit Konversiyon Kiti (EpiTect Plus Bisulfite Conversion Kit)
(Qiagen GmbH) bisulfit dontstim icin kullanildi. Kit icerigi:

EpiTect Plus FFPE Lizis Kit

Deparafinizasyon Solusyonu

Lizis Buffer FTB

Ptoteinaz K

EpiTect Plus DNA Bisulfit Kit

Bisulfit Miks

DNA Protect Buffer

RNase-Free su

MinElute DNA spin kolonlar

Buffer BL

Buffer BW (Konsantre)

Buffer BD (Konsantre)

Buffer EB

Carrier RNA
Konsantre sollisyonlarin kullanima hazirlanmasi
Buffer BW: 30 ml %96-100 saflikta etanol eklenerek kullanima hazir hale getirildi.
Buffer BD : 27 ml %96-100 saflikta etanol eklenerek kullanima hazir hale getirildi.
Carrier RNA: Liyofilize halde olan Carrier RNA ya 310 pl RNase-free su ilave

edilerek sollisyon haline getirildi. Aliquatlara ayrilarak -20 °C’ de sakland.
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Bisulfit Miks: Liyofilize halde olan Bisulfit Mikse 800 pl RNase-free su ilave

edilerek soltisyon haline getirildi. Aliquatlara ayrilarak -20 °C’ de sakland.

FFPE doku dérneklerinin Parcalanmasi:

1.

IS

FFPE doku orneginden (ylizey alani <100 mm?) 10 mikron kalinhginda 2
veya 3 kesit lam Uzerine alindi. TUmor alani lam Gzerinden kazinarak steril
santrifiij tpdne alindi.

150 pl Deparafinizasyon solusyonu eklendi. Parafin c¢ozlnene kadar
vortekslendi.

20 pl distile su, 15 ul Lizis Buffer FTB ve 5 pl Proteinaz K eklendi.
Vortekslenir ve kisa bir santriftj yapildi.

Lizis ve dekroslinking asamalari yapildi.

56 °C de minumum 30 dakika olmak (izere doku parcalanana kadar ornekler
bekletildi.

Doku tamamen parcalandiktan sonra, 95 °C de 60 dakika bekletilerek

dekroslinking islemi yapildi.

Bilsuilfit Konversiyon islemleri:

1. Lizis olan ornekten; yaklasik olarak 130 pl deparafinizasyon &rnegi
uzaklastirildi. Geri kalan Lizis UrGnune asagidaki miktarlarda gerekli
malzemelerden eklenerek bistlfit reaksiyonu hazirlandi.
Lizis reaksiyonu 40 pl
Bisulfit miks 85 ul
DNA Protect Buffer 15 ul
Toplam miktar 140 pl

2. Bisulfit Reaksiyon Termal Cycler Kosullari

Basamak Sire Sicakhk
Denatiirasyon 5 dakika 95°C
Inkiibasyon 25 dakika 60 °C
Denatiirasyon 5 dakika 95°C
inkiibasyon 85 dakika 60 °C
Denatlirasyon 5 dakika 95°C
inkiibasyon 175 dakika 60 °C
Tutma Sliresiz 20 °C

23



Bisulfit Donusum Yapilmis DNA’ nin Temizlenmesi

1.

© 0o N o 0o bk~ W

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.

19.
20.

Bisulfit donlstm yapilmis 6rnekler 1.5 ml.lik tipe alindi. 310 pl Buffer BL
soluisyonu eklendi. Vortekslenir ve kisa bir santrifuj yapildi.

250 pl %96-100 etanol eklenir. 15 saniye vorteks ve ardindan kisa bir
santrifiij yapildi.

Ornekler, MinElute DNA spin kolonlara aktarildi.

Maksimum devirde 1 dakika santriftij yapildi. Alt tipteki sivi atildi.

Kolon tizerine 500 ul Buffer BW eklendi.

Maksimum devirde 1 dakika santriftj yapildi. Alt tipteki sivi atildi.

Kolon tizerine 500 pul Buffer BD eklendi.

Oda 1sisinda 15 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda maksimum devirde 1 dakika santriflj yapildi. Alt tipteki sivi
atild.

Kolon tizerine 500 pl Buffer BW eklendi.

Maksimum devirde 1 dakika santriftij yapildi. Alt tipteki sivi atildi.

Kolon tizerine 500 pul Buffer BW eklendi.

Maksimum devirde 1 dakika santrifij yapildi. Alt tipteki sivi atildi.

Kolon tzerine 250 pl %96-100 Etanol eklendi.

Maksimum devirde 1 dakika santriftj yapildi. Alt tipteki sivi atildi.

Kolon temiz bir toplayici tiipe alindi. Fazla sivinin kolondan uzaklastiriimasi
icin maksimum devirde 1 dakika santrifiij yapildi.

Kolon temiz bir 1.5 ml.lik ependorf tupe alindi. 15 pl Buffer EB kolon
merkezine eklendi.

Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildi.

12,000 rpm de santriftj yapildi.

Bistlfitlenmis DNA’ lar -20 °C’ de saklandi.

3.2.2.MGMT Metilasyonunu Belirlemek icin Pyrosekans Analizi

MGMT geninde ekzon 1’ de yer alan dort CpG adasindaki metilasyonun pyrosekans

teknigi ile kantitatif 6lcimui icin, Therascreen MGMT Pyro Kit (Qiagen GmbH)

kullanildi. Kit icerigi:

1.
2.
3.

MGMT spesifik PCR primer Miks
MGMT spesifik Sekans primer

Pyromark PCR master miks, 2x
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4.
S.
6.

CarolLoad Konsantre, 10x
H,O
Metillenmis Kontrol DNA, 10 ng/ul

Bufferlar:

=

© © N o g~ w N

Pyromark binding buffer
Pyromark annealing buffer
Pyromark Denatlirasyon soliisyonu
Pyromark Yikama Buffer, 10X
Emzim Karisimi

Substrat karisimi

dATPaS

dCTP

dGTP

10. dTTP

Sekans PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi:

Volum

Pyromark PCR master miks, 2x 125 ul
MGMT spesifik PCR primer Miks 1.0l
CarolLoad Konsantre, 10x 2.5 ul
H,O 4.0 pl

Toplam 20 pl

Reaksiyon karisimina, 5 pl bisulfit dontstima yapilmis kalip DNA’ dan eklendi.

Termal Cycler PCR kosullari:

PCR Reaksiyonu:

95 °C

95°C
53°C
72°C
72°C
4°C

15 dakika

20 saniye

30 saniye 42 DOngu
20 saniye

5 dakika

[e0]
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3.2.3.Pyrosekans Asamasi
PCR reaksiyonu bitince sekans islemi yapildi. Gerekli malzemeler:
1. Streptavidin Sepharose
2. Binding Buffer pH 7.6 (10 mM Tris-HCI; 2 M NaCl; 1ImM EDTA; %0.1
Tween ™ 20)
Denatirasyon Solusyonu (0.2 M NaOH)
Wash Buffer pH 7.6 (10 mM Tris Acetate)
Annealing Buffer pH 7.6 (20 mM Tris-Acetate; 5 mM MgAc2)
Primerler- Birisi biotinlenmis
Enzim (DNA Polimeraz; ATP Sulfurylase; Luciferase&Apyrase)
Substrate (Adenosine 5 Fosfosulfate (APS)+Luciferin)
9. 18.2 pl ddH,0O
PCR drlnlerinin immobilizasyonu:
1. Ornek basina; 40 pl Binding Buffer, 28 pl 18.2 pl ddH,0, 2 pl Streptavidin

Sepharose’ dan olusan karisim hazirlandi. 24’ U strip tuplere 6rnek basina 70 pl

© N o g &~ w

konuldu. Karisima 10 pl PCR drlna ilave edildi. Plate Gzeri yapistirici film ile
iyice kapatildi. 25 °C ve 1500 rpm’ e ayarh calkalayicida 10 dakika calkalandi.
2. Bu sure iginde Pyromark galisma istasyonununda ilgili yerlerdeki soltisyonlar
hazirlandi.
1. %70 Etanol
2. 1x Yikama Tamponu
3. Denatirasyon sollsyonu
3. Sekans primerlerinin hazirlanmasi:
Ornek basina; 24. 2 ul Annealing Buffer ve 0. 8 pl ilgili gen bolgesine
ait sekans primerinden alinarak karisim hazirlandi. Pyromark plate
uygun bolgelere yerlestirildi.
4.Calkalayicida karistirma isleminin siresi dolduktan sonra plate Uzerindeki
yapistirict film dikkatli bir seklide cikartildi. Pyromark calisma istasyonunun
ornek yakalama aparti ile kuyucuklardaki ornekler cekildi. Sirasiyla 6nce %70
lik alkolde 5 saniye, sonra denatiirasyon soliisyonunda 5 saniye, son olarak 10
saniye 1xYikama Tamponu icerisinde bekletildi. Siire sonunda vakum cihazi
kapatildi. Pyromark plate de yer alan primer karisimi igerisine urinlerin
birakilmasi saglandi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1.Pyromark cihazinin béltmleri ve icerikleri

4. Pyromark plate daha onceden 80 °C’ ye isitilmis 1si bloguna konuldu ve 2
dakika bekletildi.

5. Sire sonunda +4°C * de 10 dakika bekletildi.

6. Bu sure icerisinde kartus hazirligi yapildi. Bilgisayarda program acildi ve
sekans yapilacak gen ve bolgesi ile ilgili program olusturuldu. Olusturma islemi
tamamlandiktan sonra cihazin belirledigi oranlarda, Enzim, Substrat, Adenin
bazi, Sitozin bazi, Guanin bazi ve Timin bazi kartusdaki yerlerine eklendi.
Kartus cihaz icerisindeki yerine yerlestirildi.

7. Bekleme siiresi dolduktan sonra cihaz baslatildi.

8. Bolgelerin sekans analizi yapildi.

3.3. P53 Geni Dizi Analizi

3.3.1.Parafine Gomiilii Dokudan DNA izolasyonu
1. Retrospektif olarak secilen vakalara ait hemotoksilen-eosin ile boyali
preparatlar yeniden incelenerek, tumor iceren lam secildi ve preparat tizerinde
timor alani cizildi. %80 ve daha fazla timdor alanina sahip bloklardan direk
olarak 10 mikron kalinhginda kesit alinarak steril 2 ml. lik satrifuj tuptne
konuldu. Timor alaninin kigik olmasi durumunda 5 mikron kalinhiginda
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

kesitler lam Uzerine alinarak timor alani lam Gzerinden kazinip 2 ml. lik
santrifdj tipd icine alindi.

DNA izolasyonu icin parafine gdmulu dokudan DNA izolasyon Kiti (Qiagen)
kullanildi.

Dokunun deparafinizasyonu: Santriftyj tlpul icine alinan dokulara 1 ml Ksilol
eklendi, vortekslendi, 2 dakika 14000 rpm de santrifij yapildiktan sonra
stpernatant kisim alindi.

Ayni islem bir kez daha tekrarlandi. Dokudaki parafin kalintisina bagl olarak
islem bir kez daha tekrarlandi.

Ksilol asamasindan sonra 1 ml absolt alkol eklendi, vortekslendi ve 2 dakika
14000 rpm de santrifij edildi. Sure sonunda stpernatant kisim alindi.

Alkollin ugmasi icin santriftj tlplerinin kapaklari agik birakilarak 10 dakika
oda i1sisinda bekletildi.

Doku lizis asamasi: Santrifuj tipundeki doku tizerine 180 ul ATL Buffer ve
20 pl Proteinaz K eklendi. 56 °C’ de gece boyu (16-18 saat) inkiibasyona
birakildi.

Ertesi gun lizis olan dokunun bulundugu santrifiij tipler 95 °C’ ye ayarli s
blogunda 15 dakika bekletildi.

Siire sonunda tupler oda 1sisinda sogumaya birakildi.

Lizis olan dokunun Uzerine 200 pl AL buffer ve 200 ul absoli alkol eklenip
vortekslendi ve 14000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Santriftj sonunda st kisim dikkatlice kolona aktarildi. 8000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

Kolon temiz bir toplayici tiip icine alindi. Uzerine 500 pl Yikama soliisyonu
I” den eklendi. 8000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon temiz bir toplayici tiip icine alindi. Uzerine 500 pl Yikama soliisyonu
11’ den eklendi. 8000 rpm de 1 dakika santrifuj edildi.

Kolon temiz bir toplayici tlp icine alindi. Kalan soliisyonun uzaklastiriimasi
icin 14000 rpm de 3 dakika santrifuj edildi.

Kolon temiz bir 2 ml. lik santrifiij tipiine alindi. Uzerine 50 pl eliisyon
soltisyonundan eklendi. Oda isisinda 5 dakika bekletildi.

Siire sonunda 8000 rpm de 2 dakika santriflij edilerek kolondaki DNA’ nin
elisyonu saglandi.

DNA,; -20 °C’ de saklandi.
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3.3.2 Yuksek Cozunurlukli Erime (High resolution melting) Analizi ile TP53
Ekzon 5-8 Mutasyon Taramasi
Krypuy ve arkadaslari (2007)” nin yapmis oldugu calisma baz alinarak TP53 ekzon
5-8 arasinda HRM analizi ile mutasyon taramasi yapildi. DNA ornekleri 0.5
ng/uL’hik miktarlarda alinarak PZR igin seyreltildi. Reaksiyon Karisimi,

HotStarTaq (Qiagen, Hilden Germany) enzimi,

2.5 ng of genomik DNA,

1x PCR tamponu,

2.5 mM MgCl,,

200 nM herbir primer,

200 uM dNTPs,

5 uM SYTO 9 (Invitrogen, Carlsbad, USA),

0.5 U of HotStar-Taq polimeraz

20 pL distile su.

PZR donguleri ve HRM analizi Rotor- Gene™ 6000 (Corbett Research, Mortlake,
New South Wales, Australia) cihazinda yapildi. PZR dongusi kosullari:

95 °C 15 dakika 1 déngii

95 °C 10 saniye

(Annealing kosullari primerler bazinda tablo 3.1” verilmistir) > 50 d6éngu
72°C 20 saniye

95 °C 1 saniye 1 déngii

72°C 90 saniye 1 dongli

HRM basamagi: 72°C ‘den 95 °C’ ye her saniyende 0.1 °C’lik artis

Precision Melt Analysis (Bio-Rad Laboratories, Inc) LightCycler480 Gene-Scanning
(Gen tarama) modulu kullanilarak yazilim programlariyla birlikte ¢ basamakli bir
analiz yapilmistir. Bu basamaklar

1. Normalization (Normalizasyon) (%100 floresandan %0 floresana)

2. Temperature - shifting (Sicaklik diizenleme)

3. Autogroup function (Otomatik gruplama)

Analiz sonucunda elde edilen erime egrilerindeki farkliliklar kiyaslanarak yorum

yaptmistir.
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Tablo3.1. HRM analizi annealing kosullari ve HRM primerleri

Ekzon Primer Adi Sekans Annealing Kosullari
TP53 Exon5a_F | CAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTAC 65’den 60°C” ye inig
5a 10 déngu igin

TP53_Exon5a_R | AGCCATGGCACGGACGCG 0.5°C/dongii

TP53_Exonsb_F | CTCCTGCCCGGCACCCGC 657den 60°C” ye inig
5b 10 dongii igin
TP53_Exonsh_R | CTAAGAGCAATCAGTGAGGAATCAGA | g soc/dongi

TP53_Exon6 F | CAACCACCCTTAACCCCTCCT 68’den 58°C” ye inis
6 10 dongu igin
TP53_Exon6_R | AGACGACAGGGCTGGTTGC 1°Cldong
TP53_Exon7_ F | AGGCGCACTGGCCTCATC 68°den 58°C" ye inis
7 10 dongu icin
TP53_Exon7_R | GAGGCTGGGGCACAGCA 1°C/dongi
TP53_Exon8_ F | GACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTG 63.5’den 58.5°C” ye
8 inis 10 dongu igin
TP53_Exon8_ R | AATCTGAGGCATAACTGCACCCTT 0.5°C/dongi

3.4. Istatistiksel Analizler

Olgularin tani yasi, sag kalim sureleri, Bevacizumab kullanim strelerine ait veri
analizleri medyan, minimum-maksimum, ortalama degerleriyle belirtildi. Tani
yaslari ve sag kalim sureleri arasinda korelasyon olup olmadiginin anlasiimasi igin
Pearson Korelasyon Analizi uygulandi. Sag Kalim sireleri hesaplanirken ilk tani
tarihinden Olim tarihi ya da son kontrol tarihi arasindaki periyot alindi.
Progresyonsuz sag kalim periyodu ise Bevacizumab kullanimindan hastalik
progresyonu gorilene kadar ki veya hastalar exitus olana kadar ki siire olarak kabul
edildi. Uzun donem sag kalan hastalar (36 ay ve Uzeri) Li ve arkadaslari (2016)’nin
calismasina gore yorumlandi. Olgularin sag kalim sireleri Kaplan-Meier metodu
(Log-Rank Test) kullanilarak degerlendirildi. Cox regresyon analizi ise genel ve
progresyonsuz sagkalimlar icin metilasyon ve mutasyonun risk faktorl olarak
degerlendirilmesi yapildi. Tim testlerde istatiksel anlamlilik P<0.05 olarak alindi.
Analizler Statistical Package for the Social Services (SPSS) versiyon 18 (IBM
Electronics, ABD) yazilim programinda yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.Hastalarin Demografik Ozellikleri

Bu tez calismasi kapsaminda; 2008-2015 yillari arasinda tani alan ve Akdeniz

Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dali’nda Bevacizumab tedavisi

verilen hastalar arasindan tarama yapilarak, 27 GBM olgusu secildi. Hasta dosyalari

retrospektif olarak tarandi. Hastalarin yas, cinsiyet, tani tarihleri, histopatolojik tani,

Bevacizumab baslangi¢ ve bitis tarihleri, progresyonsuz sag kalim sdreleri (PFS), sag

kalim sureleri ve eksitus tarihleri verileri toplandi ve degerlendirildi (Tablo 4.1).

Calisma oncesi Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun onay! alindi (Tarih:18/06/2014, Karar N0:293).

Tablo 4.1. Hastalarin demografik 6zellikleri ve sa§ kalim sureleri

OLGU o TANI BVC PFS SURESI SAG KALIM SURESI DURUM
NO CINSIYET | YASI (AY) (AY) (SAG:+/OLU:-)
1 E 52 28 68 -
2 E 47 40 91 +
3 E 58 18 29 -
4 E 51 1 41 -
5 K 60 2 18 -
6 K 52 38 64 -
7 K 57 1 14 -
8 E 46 15 26 -
9 E 42 9 -
10 K 42 47 .
11 E 57 34 46 -
12 E 55 15 -
13 K 48 23 -
14 E 60 20 -
15 E 49 12 21 -
16 E 61 5 15 -
17 E 53 6 18 -
18 E 39 4 9 -
19 E 62 11 20 -
20 E 59 3 10 -
21 E 51 8 20 -
22 E 64 1 6 -
23 K 55 3 10 -
24 K 37 7 18 +
25 E 34 34 60 +
26 K 66 23 29 -
27 E 34 4 7 -
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27 olgunun 19 (%70,4)’u erkek, 8 (%29,6)’i kadindi (E/K=2,38/1). Tum olgularin
tani anindaki yasinin medyan degeri 52 (34-66) iken, erkeklerde medyan yasi 52 (34-
64), kadinlarda medyan yasi 53,50 (37-66) olarak bulundu. Olgularin yas gruplarina

gore dagihmlari Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Olgularin yas gruplarina gére dagilimlari

YAS n %
<39 4 14,81
40-49 22,22
50-59 11 40,75
60-69 6 22,22
TOPLAM 27 100

27 olgunun 3 (% 11,11)’G hayattayken, 24 (% 88,89)’U ex olmustu. 27 olgudan
yanlizca 6 (%22,2) ’si 36 aydan fazla hayatta kalip Uzun Donem Hayatta Kalanlar
sinifina dahil oldu. Tum olgularin sag kalim siresi medyan degeri 20 (4-91) ay
olarak bulundu. Tim olgularin BVC sonrasi progresyonsuz sag kalim slresi medyan
degeri 6 (1-40) ay iken, erkeklerde 8 (1-40) ay, kadinlarda ise 4 (1-38) aydi. Yasayan
olgularin BVC sonrasi PFS medyan degeri 34 (7-40) ay iken, 61U olgularda bu siire 5
(1-38) ay bulundu. Yasayan olgularin tani yasi medyani 37 (34-47) iken, 6lu olgular
da bu deger 54 (37-66) olarak bulundu.

27 olgunun tamaminin tani yasi ile sa§ kalim sireleri arasindaki olasi iliskinin olup
olmadiginin test edilmesi icin Korelasyon analizi uygulandi. Verilerin normal
dagihim gostermedigi g6z 6ninde bulundurularak Spearman Korelasyon Analizi
uygulandi. Analiz sonucunda korelasyon katsayisi r= -0,156; p=0,436 olarak bulundu
ve sonug; tani yasi ile sa§ kalim siresi arasinda negatif bir iliski s6z konusudur,
ancak p degeri >0,05’ten oldugu icin bu durum, bulunan korelasyonun tesaduflere
bagl oldugu seklinde yorumlandi. Tani yasinin yasam olasiligini etkileme olasihgi
icin Cox regresyon analizi yapildi ve analiz sonuclarina goére sag kalim siresi

Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Tani yasi ile ilgili Cox Regresyon analizi sonuclari

B Sig. Exp (B) %95 CI
Minimum | Maksimum
TANIYASI| 0,022 0,406 1,022 0,971 1,076
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4.2.MGMT Metilasyon Analizi Bulgulari
Arastirma grubuna dahil edilen 27 olgunun timor 6rneklerinden elde edilen DNA’da

MGMT geninin metilasyon paterni incelendi. MGMT geninin Ekzon 1’ inde yer alan

4 adet CpG adaciginin kantitatif olarak metilasyon duzeyi Pyrosekans teknigi

kullanilarak analiz edildi. Metile ve Unmetile sonu¢ veren 2 olgunun Pyrosekans

Analizi gosterimi Sekil 4.1. ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Calismaya dahil edilen 27 olgunun 12’sinde MGMT geni hipermetile olarak saptandi
ve MGMT metilasyon orani %44,4 olarak belirlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. 27 olguya ait Pyrosekans teknigi ile elde edilen metilasyon sonugclari

SII\I%A 1. CpG Adasi | 2. CpG Adasi | 3. CpG Adasi | 4. CpG Adasi SONUC
1 10% 18% 10% 13% METILASYON YOK
2 40% 11% 15% 15% 1. CpG metilasyon var
3 27% 64% 18% 24% 1., 2. ve 4. CpG de metilasyon var
4 30% 15% 17% 43% 1. ve 4. CpG de metilasyon var
5 51% 52% 53% 59% 4 CpG de metilasyon var
6 51% 36% 19% 57% 1., 2., ve 4. CpG de metilasyon var
7 7% 7% 12% 12% METILASYON YOK
8 56% 14% 14% 24% 1. ve 4. CpG de metilasyon var
9 4% 5% 9% 10% METILASYON YOK
10 18% 13% 21% 52% 3., ve 4. CpG de metilasyon var
11 43% 79% 32% 39% 4 CpG de metilasyon var
12 10% 18% 10% 13% METILASYON YOK
13 4% 5% 11% 11% METILASYON YOK
14 4% 4% 8% 10% METILASYON YOK
15 17% 20% 24% 24% 2., 3. ve 4. CpG de metilasyon var
16 3% 3% 8% 7% METILASYON YOK
17 4% 5% 9% 8% METILASYON YOK
18 7% 8% 13% 17% METILASYON YOK
19 6% 5% 8% 9% METILASYON YOK
20 3% 3% 8% 8% METILASYON YOK
21 5% 4% 11% 10% METILASYON YOK
22 4% 4% 8% 7% METILASYON YOK
23 5% 5% 8% 10% METILASYON YOK
24 32% 50% 31% 38% 4 CpG de metilasyon var
25 10% 12% 12% 17% METILASYON YOK
26 30% 32% 33% 31% 4 CpG de metilasyon var
27 41% 46% 53% 49% 4 CpG de metilasyon var
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Metile olan 3 no’lu olguya ait Pyrosekans Analizi sonucu
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Sekil 4.2. Unmetile olan 17 no’lu olguya ait Pyrosekans Analizi sonucu
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Metile olgularin medyan tani yas ortalamasi 50 (37-66), unmetile olgularin medyan yas
ortalamasinin ise 55 (34-64) oldugu saptandi (Tablo 4.5). Metile olgularin BVC sonrasi
PFS suresi ortalamasi 16,42 (1-40) ay iken, unmetile olgularda 8,13 (1-34) ay olarak
saptandi. Uzun Dénem Hayatta Kalanlar sinifina dahil olan 6 hastanin 4’tinde (% 66,67)
MGMT metilasyonu saptanmistir.

Tablo.4.5. GBM tiimér orneklerindeki MGMT geninin metilasyon oranlari ve sagkalim siireleri ile
ortalama yaslari

METILE OLGULAR UNMETILE OLGULAR
Olgu Sayisi (n) 12 15
Ortalama Sag Kalim
Saresi (Ay) 35,33 20,73
Ortalama Yas (Y1) 50,17 52,80
BVC PFS Suresi Ortalamasi (Ay) 16,42 8,13

Istatistiksel olarak metile ve unmetile olgularin ortalama sag kalim sireleri Kaplan-
Meier metodu (Log-Rank Test) ile degerlendirildi (Sekil 4.3). Metile olgularin sag kalim
sreleri degerlendirildiginde medyan deger 29+3,79 ay (%95 CI: 21,57-36,43), unmetile
olgularin sag kalim suresinde ise 152,58 ay (%95 CI: 9,95-20,05) olarak saptandi ve bu
iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Log Rank Test;
P=0,047).

Istatistiksel olarak tiim olgularin BVC sonrasi progresyonsuz sag kalim siireleri medyani
6 (1,02-10,99) ay olarak hesaplandi. Metile olgularin progresyonsuz sag kalim sureleri
degerlendirildiginde medyani 15+4,72 ay (%95 CIl: 5,76-24,24), unmetile olgularin
progresyonsuz sag kalim suresi ise 51,27 ay (%95 CI: 2,52-7,48) olarak saptandi ve bu
iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Log Rank Test; P=0,089)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Metile ve unmetile MGMT’li olgularin Kaplan-Meier sagd kalim sireleri grafigi
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Sekil 4.4. Metile ve unmetile MGMT’li olgularin BVC sonrasi progresyonsuz sa§ kalim grafigi

4.3.TP53 Mutasyonu Analizi Bulgulari
27 olgunun TP53 geninin 5, 6, 7 ve 8. ekzonlari arasinda kalan bélge HRM yontemiyle

taranarak mutasyon olup olmadigi tarandi. 27 olgunun 10’unda TP53 mutasyonu oldugu
saptandi (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. HRM Analizi sonucu 5-8 ekzon bélgesinde TP53 mutasyonuna sahip olgular

Olgu No | Ekzon 5A |Ekzon 5B Ekzon 6 | Ekzon 7 | Ekzon 8 | Metilasyon
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TP53 mutasyonuna sahip olan olgularin medyan yasi 48,5 (34-60) iken, mutasyonsuz
olgularin yas medyani 55 (39-66) olarak bulundu. Uzun Doénem Hayatta Kalanlar
sinifina dahil olan 4 olguda mutasyon saptanmistir (%66,67). TP53 mutasyonuna iliskin

veriler Tablob 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo.4.7. HRM Analizine gore olgularin sagkalim sireleri, PFS sureleri ve ortalama yaslari

Mutasyon yok Mutasyon var
Olgu Sayisi (n) 17 10
Ortalama Sag Kalim Suresi (Ay) 21,76 36,50
Ortalama Yas (Y1l) 52,65 49,90
BVC sonrasi PFS Siiresi Ortalamasi (Ay) 10,06 14,80

HRM analizinde ekzon bolgelerine ait mutasyon grafikleri ve mutasyon gozlenen

olgular 6rnek olarak Sekil 4.5’te gosterilmistir:
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Sekil 4.5. HRM mutasyon sonuglari A) Ekzon 5a bolgesi B) Ekzon 6 bdlgesi C) Ekzon 7 bélgesi
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Istatistiksel olarak TP53 mutasyonuna sahip olan ve olmayan olgularin ortalama sa§
kalim sireleri Kaplan-Meier metodu (Log-Rank Test) ile degerlendirildi (Sekil 4.6).
Mutasyonlu olgularin sag kalim sireleri degerlendirildiginde medyan deger 29+9,69 ay
(%95 ClI: 10,00-48,00), mutasyonsuz olgularin sag kalim siresinde ise 18+2,06 ay (%95
Cl: 13,97-22,03) olarak saptandi ve bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Log Rank Test; P=0,080).
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Sekil 4.6. TP53 mutasyonuna gore gruplarin Kaplan-Meier sa§ kalim grafigi

BVC sonrasi progresyonsuz sag kalim sireleri degerlendirildiginde mutasyonlu olgular
icin medyan deQer 12+9,56 ay (%95 CI: 0,00-30,75), mutasyonsuz olgular igin ise
5+1,37 ay (%95 CI: 2,31-7,69) olarak saptandi ve bu iki grup arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Log Rank Test; P=0,240) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. TP53 mutasyonuna gore gruplarin BVC sonrasi progresyonsuz sag kalim grafigi

MGMT metilasyonu ve TP53 mutasyonu faktorlerinin yasam olasihgini etkileme
ihtimali Cox regresyon analizi ile degerlendirildi (Tablo 4.8). Analiz sonuglarina gore;
MGMT metilasyonu ve TP53 mutasyonunun sag kalim siresi Gzerindeki etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,064, p=0,093).

Tablo 4.8. Genel Sagkalim igin Cox Regresyon Analizi Sonuclari

B Sig. Exp (B) %95 CI
Minimum | Maksimum
MGMT -0,790 0,064 0,475 0,197 1,046
TP53 -0,740 0,093 0,477 0,201 1,133

MGMT metilasyonu ve TP53 mutasyonu faktorlerinin BVC kullanimi sonrasinda PFS

Uzerine etkisi yine Cox regresyon analizi ile de@erlendirildi (Tablo 4.9). Analiz
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sonuglarina goére; MGMT metilasyonu ve TP53 mutasyonunun sag kalim suresi
Uzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,105, p=0,258).

Tablo 4.9. PFS icin Cox Regresyon Analizi Sonuglari

B Sig. Exp (B) %95 Cl

Minimum | Maksimum

MGMT -0,713 0,105 0,490 0,201 1,161

TP53 -0,517 0,258 0,597 0,244 1,461

Galismaya dahil edilen 27 hastanin 8’inde (%29,63) hem MGMT metilasyonu hemde
TP53 mutasyonu birarada gorilmastur. Bu 8 bireyden dordi, Uzun DOnem Hayatta

Kalan grubundaki hastalardan olusmaktadir.
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5. TARTISMA

Merkezi Sinir Sistemi ttimorlerinin yillik insidanslari, intrakranial timorler igin yuz bin
Kisi de 10-17, intraspinal tumorler icin yiz bin kiside 1-2 dir. Bunlarin yaklasik yarisi
veya ¥%’0 primer timor iken, geri kalani ise metastatiktir (Kumar ve ark., 2013).
Intrakranial tiimorler tiim primer MSS tiimérlerinin %85-90’ini olusturur (Levin ve ark.,
2001). Santral sinir sistemi tumorlerinin siniflandiriimasi onkogenezdeki hiicre tipine,
noroglial fibrillerin varligina veya yokluguna, biyimenin makroskopik 6zelliklerine ve
hlcresel atipi derecesine gore yapilmaktadir. WHO (World Health Organisation)
tarafindan 2007 yilindaki histolojik kriterlere dayanilarak yapilan siniflandirmada, tim
timorler 7 ana gruba ayrilmistir (Louis ve ark., 2007). Noroepital doku tumorleri
sinifinda yer alan Glioblastoma multiform, gliomalarin en yaygin olanidir (Chandana ve
ark., 2008; Adamson ve ark., 2009). Buna ek olarak, eriskin yas grubunun en sik gorilen
ve en malign olan beyin timoridir (Adamson ve ark., 2009; Weathers ve Groot, 2015;
Liebelt ve ark., 2016). GBM, nekroz ve vaskuler proliferasyon 6zelliklerine gore 4.

Derece astrositom olarak tanimlanmistir (Krakstad ve Chekenya, 2010).

GBM, Erkeklerde, kadinlara oranla daha yaygin goérulmektedir (1,58/1 oraninda)
(Agnihotri ve ark., 2013; Ostrom ve ark., 2016). Glioblastom her yasta gorilebilir ancak
yaygin olarak gorulen 45-70 arasindaki yas araligidir (Giese ve Westphal, 1996).
Hastalarin tani aldiklarindaki ortalama yaslari yaklasik 64’tir (Agnihotri ve ark., 2013).
Tani aldiktan sonra hastalarin ortalama sag kalim siresi 12-15 ay arasindadir (Kim ve
ark., 2012; Piccolo ve Frey, 2013; Kupnicka ve ark., 2014; Liffers ve ark., 2015).
Hastalarin yanlizca %12’si tani aldiktan sonra 36 aydan fazla hayatta kalabilmektedir
(Uzun Donem Hayatta Kalanlar) (Li ve ark., 2016). Bes yillik sag kalim orani ise
%10’dan azdir (Wang ve ark., 2016).

Calismamiz kapsaminda olgularin 21 (%77,8)’i 45-70 arahgindadir. Wang ve
arkadaslar1 (2016)’nin 842 hasta ile yapmis oldugu meta analiz ¢alismasinda, rekirrens
GBM olgularinin tani yasi medyan degeri 54 olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda
bu deger 52 olarak bulunmustur. Olgularda 2,38/1 oraninda erkek populasyonunun daha

yogun oldugu bulunmustur. Bu bulgularimiz literatiirdeki verilerle uyusmaktadir. Buna
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ek olarak, olgularimizin Uzun Dénem Sag Kalim orani %22,2 (6 olgu) olarak
bulunmustur. Tum olgularin sag kalim suresi medyan degeri ise 20 ay olarak

bulunmustur. Bes yillik sag kalim orani %14,8 (4 olgu) olarak saptanmistir.

Tumoér neoangiogenezisinde ¢ok dnemli bir rol oynayan vaskiler endotelyal biyime
faktori (VEGF)’e karsi gelistirilen bir monoklonal antikor olan Bevacizumab, birgok
timor tipinde ¢alismalari stiren bir ajandir. Bevacizumab, 2009 yilinda rekirens GBM
olgularinda kullanilmak (zere FDA onayini almistir (Keating, 2014; Niyazi ve ark.,
2015).

Vredenburgh ve arkadaslari (2007)’nin Irinotekan ile kombine Bevacizumab alan 35
GBM hastasiyla yaptiklari calismanin bulgularina gore; medyan progresyonsuz sag
kalim 5,5 ay iken medyan toplam sagkalim siresi 9,7 ay olarak saptanmistir. Friedman
ve arkadaslari (2009)’nin yapmis oldugu calismada, Bevacizumab ile kombine
Irinotekan kullanan rekiirrens GBM hastalarinda medyan progresyonsuz sag kalim 5,6
ay (95% CI, 4,4-6,2 ay), toplam sagkalim ise 8,7 ay (95% CI, 7,8-10,9 ay) olarak
bulunmustur. Zuniga ve arkadaslari (2009)’nin Bevacizumab ile kombine Irinotekan
alan 37 rekurrens GBM hastasi ile yaptigi calismanin sonuclarina gére; medyan
progresyonsuz sag kalim 7,6 ay iken, medyan toplam sag kalim degeri 11,5 ay olarak
bulunmustur. Lai ve arkadaslari (2011) Bevacizumab ile kombine radyoterapi ve
Temozolomid alan 70 hastanin progresyonsuz sag kalim ve toplam sag kalim medyan
degerlerini sirasiyla, 13,6 ve 19,6 ay olarak bulmuslardir. Fu ve arkadaslarinin (2016)
yaptigi meta analiz c¢alismasinda, Bevacizumab tedavisi alan rekirrens 1738 GBM
hastasinin progresyonsuz sag kalim sureleri 10,6-13,6 ay olarak verilmistir. Bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore, tim hastalarin medyan progresyonsuz sag
kalim degeri 6 ay, medyan toplam sag kalim degeri ise 20 ay olarak bulundu.
Literatiirdeki sag kalim verileri ile karsilastirdigimizda bulgularimiz ortalamalara yakin

olarak gikmistir.

MGMT, 24 kDa buyikligunde 207 amino asitten olusan, hiicresel genomu alkilleyici
ajanlarin mutajenik etkilerinden koruyan en 6nemli DNA tamir proteinidir. MGMT
aktivitesinin kolon, pankreas ve akciger timor dokularinda yiksek, beyindeki

neoplazmlarda ise dusiuk oldugu saptanmistir. Niks glioblastomlarda ise MGMT
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aktivitesinin arttigi bildirilmektedir (Kaina ve ark., 2010). Tumor supresér genlerin
promotor bolgesindeki CpG adaciklarinin  hipermetilasyonu, kanserde gen
aktivasyonunun anahtar mekanizmalarindandir. Diger yandan hipometilasyon, cMYC ve
H-RAS gibi onkogenlerin aktivasyonu araciligiyla onkogeneziste rol oynar (Roszkowski
ve ark., 2016). Promoter metilasyonunun sag kalimla glglt bir sekilde iliskili oldugu
gosterilmistir (Hegi ve ark., 2005; Agnihotri ve ark., 2012). MGMT metilasyonu,
sekonder GBM’de %75 oranlarinda goérulir iken, primer GBM’de % 36 civarinda
gorilmektedir (Mao ve Hamoudi, 2000). Literatlir de bir¢cok calismada metilasyon
varhiginin prognoz ile iliskisinin pozitif yonde olduguna deginilmistir. Esteller ve
arkadaslari (2000)’ na gore, MGMT metilasyonu beyin tiimorlerinde klinik seyir
acisindan énemli rol oynamaktadir. Mirimanoff ve arkadaslari (2006) tarafindan yapilan
85 merkezin dahil oldugu ve EORTC/NCIC 26981 — 22981 calismasi kapsaminda 206
olgunun analizinde ise olgularin % 45’ inde MGMT metilasyonu gorilmustir. MGMT
metilasyonunun tedaviye bakilmaksizin bagimsiz iyi prognostik faktér oldugu
saptanmistir (p<0,001). Bizim yaptigimiz calismada da literatir ile uyumlu olarak
olgularin %44,4’Gnde metilasyon saptanmistir. Metile olgularin sag kahim sireleri
degerlendirildiginde medyan deger 29 ay (%95 ClI: 20,51-37,9), unmetile olgularin sag
kalim suresinde ise 15 ay (%95 CI: 9,95-20,05) olarak saptandi ve bu iki grup arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Log Rank Test; P=0,047).

P53 geni, 17. kromozomun kisa kolunda lokalizedir. insan tumorlerinin yaklasik
%50’sinde p53 mutasyonu vardir. En sik gorilen tumorler; sarkomlar, 16semi, meme
kanseri, beyin tumoérleri ve adrenal korteks karsinomlaridir. p53 geni mutasyonunun
astrositik ttmorler icinde en sik diffiz astrositomlarda saptanmis olmasi, p53’Un
astrositom onkogenezinde ilk adimlardan biri oldugunu gostermektedir (Yost ve ark.,
2013;). p53 genindeki mutasyon sekonder GBM’de %65 iken, primer GBM’de sadece
%30 olarak bulunmustur (Mao ve Hamoudi, 2000). TP53 mutasyonunun ve protein
ekpresyonunun prognostik roli glioblastomlarda net degildir. Parsons ve arkadaslari
(2008), GBM olgularinda yaptiklari genom analizinde en sik (% 40) degisen TP53
geninin, hicbir prognostik degerinin olmadigini ileri sirmislerdir. Ohgaki ve arkadaslari
(2004), yasi baz alarak cok degiskenli analizlerinde TP53 mutasyonu varolan ve
olmayan hastalar arasinda sagkalimda bir fark olmadigini gostermistir. Bizim
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calismamizda da TP53 mutasyonuna sahip olan ve olmayan hastalarin sag kalim sireleri
arasinda farklilik saptanmamistir (p=0,080). Buna ek olarak Cox Regresyon analizi
sonucunda da TP53 mutasyonu ve 6lum riski arasinda anlaml bir iliski bulunamamistir
(p=0,093).

Glioblastoma multiforme genetiginde, tek basamak transformasyon onerilmemistir ve
diger neoplazmlar gibi bircok genetik anomali kazanim sonucunda olustugu
dustntlmektedir (Kalkan ve Atli, 2014). Bizim ¢alismamizda da 27 hastanin 8’inde (%
29,63) MGMT metilasyonu ve TP53 mutasyonu beraber saptanmistir. Ancak Ornek
sayisimizin  kisith  olmasindan dolayl, bu durumun rastlantisal olup olmadigi

degerlendirilememistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore;

TP53 mutasyonu varhiginin, Bevacizumab kullanan GBM hastalarda prediktif
olarak herhangi bir 6nemi saptanmamistir.

MGMT promoter bolgesinde metilasyon varligi ile sag kalim arasinda bir iliski
saptanmistir. MGMT metilasyonunun, Bevacizumab kullanan GBM hastalarinda
prediktif olarak 6nemli oldugu, metile olgularin sag kalim degerlerinin daha uzun
oldugu bulgusu elde edilmistir.

GBM hastaliginin genetik olarak heterojen bir yapida oldugundan dolayi
molekiler alt yapisini anlamak ve birey bazinda degerlendirmenin tedaviye
yanitta daha verimli olabilecegi distnulmektedir.

Daha fazla olgu ile molekiler calismalar yapilarak MGMT metilasyonunun
rutinde deQerlendirilmesinin tedaviye yanit acisindan faydali olabilecegi

dustnilmektedir.
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