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PRIMER BEYiN TUMORLERINDE BCL-2, MEG3 VE NRF2 GENLERININ
IFADE PROFILLERININ ARASTIRILMASI
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Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2017
Damisman: Prof. Dr. Munis DUNDAR

KISA OZET

Beyin tiimorlerini iki ana gruba ayirabiliriz; ‘Metastatik Beyin Tiimorleri (MBT)”” ve
“Primer Beyin Tiimorleri (PBT)”. Beyin dokusu disindaki bir dokudan kdken almis ve
intrakraniyal bolgeye yayilim gostermis tiimorlere MBT denir. Beynin kendi
hiicrelerinden koken alan tiimorlere ise PBT denir. Bu c¢alismada beyin tiimorii
etyolojisine katkida bulunan genlerin kesfedilmesi amaclanmaktadir. MEG3 geni
kodlamayan uzun bir RN'A'y1 (IncRNA) kodlar ve bircok normal dokuda eksprese edilir.
Niikleer eritroid 2 ile ilgili bir faktér 2 (Nrf2) antioksidan yanit elemanlar1 aracili gen
ifade merkezi diizenleyicisidir. Caligmamizda 45 PBT (27 erkek, 18 kadin) hastasmndan
ve Oliimii beyin hastaligina bagli olmayan 23 kontrol grubundan alinan beyin dokusunda
Nrf2 ve Meg3 genlerinin ekspresyonu LightCycler 480 Roche RT-PCR yontemi ile
aragtirildi. Internal kontrol olarak Beta-aktin (houskeeping) kullanilmistir. Genlerin
ifade seviyesi, ortalama + SEM olarak gosterilir. Hasta grubunda Meg3 geninin

ekspresyonu (0.011+0.009) kontrol grubuna (0.342+0.074) gore azalmistir.

Nrf2 geninin ekspresyonu da hasta grubunda (0.271+0.179) kontrol grubuna
(1.416+0.359) gore azalmistir. Meg3 ve Nrf2 genlerinin ekspresyonu hasta ve kontrol
grubu arasindaki bu fark t-test ile analiz edilmis, sirasiyla p<0.001 ve p<0.05 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Meg3, Nrf2, Beyin tiimérii , Gen ifadesi
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PRIMARY BRAIN TUMORS BCL-2, MEG-3 AND NRF2 INVESTIGATION OF
GENE EXPRESSION PROFILE

Aysel COMERTMAN
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Genetics
M.Sc. Thesis, April 2017
Supervisor: Prof. Dr. Munis DUNDAR

ABSTRACT

Structures that are malignant and benign as a result of abnormally growing normal cells
in their brain are described as brain tumors. Of all cancers, primary brain tumors
correspond to relatively small portion, but its mortality is high. MEG3 (Maternally
Expressed 3 (Non-Protein Coding)) represents a tumor suppressor gene and ectopic
expression can promote cellular apoptosis of human glioma cell lines that inhibit cell
proliferation. NFE2L2 (Nuclear Factor, Erythroid 2 Like 2) codes for a transcription

factor that is a member of a small family of protein, basic leucine zipper.

In this study we aim to discover the genes, which are contributing to brain tumor
etiology. In our study, the expression of Nrf2 and Meg3 genes in brain tissue from 45
PBT patients (27 male, 18 female) and 23 control groups whose death was not related to
brain disease was investigated by LightCycler 480 Roche RT-PCR method. Internal
control was widely used in Beta-actin (houskeeping). The expression level of the genes
is shown as mean + SEM. The expression of Meg3 (0.011+£0.009) gene was found lower
in patients than in healthy controls (0.342+0.074). The expression of nrf2 (0.271+0.179)
gene was found lower in patients than in healtjy controls (1.41640.359). Meg3 gene
expression of Nrf2, and this difference between patients and control groups analyzed by

t-test, respectively.

Key Words: Meg3 , Nrf2 , Brain tumor , Gene Expression
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin tiimorlerini iki ana gruba ayirabiliriz; ‘Metastatik Beyin Tiimorleri (MBT)™” ve
“Primer Beyin Tiimorleri (PBT)”.Beyin dokusu digindaki bir dokudan koken almis ve
intrakraniyal bolgeye yayilim gostermis tiimorlere MBT denir. Beynin kendi
hiicrelerinden koken alan tiimorlere ise PBT denir. Normal beyin dokusunu olusturan
hiicre gruplar1 arasinda; glial hiicreler, noronal hiicreler, menengial hiicreler ve schwann
hiicreleri baslica hiicrelerdir. Glial hiicre grubu igerisinde merkezi sinir sistemi (MSS)
destek hiicreleri olan astrositler ve oligodendrositler; MSS bosluklarini ¢evreleyen
ependim hiicreleri sayilabilir. Menengial hiicreler MSS etrafin1 saran zarlar1 olusturan
hiicrelerdir. Diinya Saglik Orgiitii 2007 yilinda PBT’ni dérdiincii kez siniflandirmgtir
(1). Diinya Saglik Orgiitii 2016 yilinda beyin tiimorlerini yeniden siniflandirmustir olup
Diinya Saglk Orgiitii merkezi sinir sistemi (MSS) tiimorlerini 7 farkli alt grupta

smiflandirilmistir (2).

DSO’niin 2012 yili verilerine gore Diinya’da 14,1 milyon Kkisi yeni kanser tanisi
almistir, 8,2 milyon kisi kanser sebebiyle hayatini kaybetmistir. 32,6 milyon kisi kanser
ile yasamaktadir (3). Istatistiksel analizler 1s131nda 2030 yilinda toplam 22 milyon yeni
kanser vakasi olacagi belirtilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde ortalama 300
milyonluk bir niifusta her yil yaklasik 24 000 yeni PMT tanis1 konmaktadir. Tiirkiye’de

ise kesin bir rakam verilememekle birlikte benzer oldugu sanilmaktadir (4).

Maternal eksprese edilmis gen 3 (MEG3) , bir uzun kodlama yapmayan RNA
(IncRNA) bircok normal dokularda ifade edilmektedir. Bununla birlikte, MEG3
ekspresyonunu, primer insan tiimorlerinde kaybolur ve promotdr hipermetilasyonu ya

intergenik diferansiyel metile bdlgenin hipermetilasyonu beyin tiimorleri MEG3 ifade



kaybma katkida bulundugu gosterilmistir (5,6). MEG3 bir tiimor baskilayici gen olarak
temsil edilir ve ektopik ifade hiicre proliferasyonu'nu engeller, insan glioma hiicre
hatlarinda apoptozu tesvik edebilir (7). Ayrica, pS3 (TP53), protein birikimi ve hedef
gen ekspresyonu, kismen MEG3 ile uyarilan hiicre biiylimesi engellenmesine katkida
bulunur (8). Bircok deneysel kanitlar, bu genin IncRNA tiimor supresor oldugunu
gostermektedir. MEG3 RNA ekspresyonu insan hipofiz tiimorleri ve diger kanser hiicre
hatlarinda kaybolur ve kanser hiicresi biiylimesini bastirir, pS3 aracili transkripsiyonel
aktivasyonu uyarilir ve segici p53 hedef genleri, aktive olan MEG3 yiiksek normal insan

beyinde eksprese edilir.

NRF2 geni, temel 16sin fermuar (bZIP) kiigiik bir protein ailesinin bir iiyesi olan
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Kodlanmis transkripsiyon faktorii, antioksidan tepki
elemanlar1 (ARE) ihtiva genleri diizenler. Bu genlerin bir ¢ogu, serbest radikallerin
tiretilmesini igerir. Farkli izoform kodlayan birden fazla transkript varyantlari, bu gen
icin karakterize edilmistir. Niikleer eritroid 2 ile ilgili bir faktér 2 (Nrf2) antioksidan

yanit elemanlar: aracili gen ifade merkezi diizenleyicisidir (9-12).

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi iiyeleri hiicre Oliimiiniin 6nemli
regiilatorleridir. Bu ailede hem apopitotik hem antiapopitotik iiyeler bulunmaktadir.
Bcl-2 proteini antiapopitotik proteinlerdendir ve mitokondrinin dig membrani, niikleus
membrant ve endoplazmik retikulum membranmda lokalizedir. Bel-2 geni ilk kez B
hiicreli folikiiler lenfomada klonlanmis bir onkogendir. Asir1 sentezi apoptosisi
engelleyerek lenfomaya neden olmaktadir. Lenfoma ve losemiler yaninda barsak,

meme, akciger ve deri kanserinde de asir1 sentezi gosterilmistir (13).



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. SiNiR SISTEMIi

Sinir sistemi veya sinir ag1, canlilarin i¢sel ve digsal ¢evresini algilamasma yol agan,
bilgi elde eden ve elde edilen bilgiyi isleyen, viicut icerisinde hiicreler ag1 sayesinde
sinyallerin farkli bolgelere iletimini saglayan, organlarin, kaslarin aktivitelerini
diizenleyen bir organ sistemidir. Bu sistem 2 kisma ayrilir; Merkezi Sinir Sistemi (MSS)
ve Cevresel Sinir Sistemi (CSS). CSS tiim viicudu sinir hiicresi ile sarar ve MSS
viicudun diger kisimlar: ile iletisimini saglar. CSS, motor noronlari, dolayli istemli
hareket, otonom sinir sistemi, sempatik sinir sistemi, parasempatik sinir sistemi, diizenli

istemsiz islevler ve enterik sinir sisteminden olusur.
2.1.1. Merkezi sinir sistemi anatomisi

MSS beyin ve omurilikten meydana gelir. Beyin kafatasi, omurilik ise omurgalar
tarafindan sarilmigtir. Her iki organ da bu korunakli yapmin icerisinde Beyin-Omurilik
Swvist’nin (BOS) igerisinde yiizmektedir. MSS anatomik yapist Sekil 1°de sematik

olarak gosterilmistir.
2.1.2. Merkezi sinir siteminin embriyolojik gelisimi

Sinir sistemi ektoderm yapragindan koken alir. Gelisimin 3. haftasinda notokord,
izerindeki ektodermi uyararak noral plak olusumunu saglar. Daha sonra noral oluk
olusur. Bu oluk zamanla noral tiip denen yap1yr meydana getirir. Beyin ve omurilik bu

noral tiipten meydana gelir.
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Sekil 1. Merkezi Sinir Sistemi'nin anatomik kisimlar1

2.1.3. Merkezi sinir sistemi histolojisi

Beyin dokusundan koronal bir kesit alindiginda makroskopik olarak 2 farkli yapi
goriliir. Di1s kisimda hiicrelerin gdvdelerinin bulundugu gri cevher ve i¢ kisimda hiicre

aksonlarinin bulundugu beyaz cevher bulunur.

Mikroskopik olarak incelendiginde beyin dokusunda farkli hiicre tipleri gozlenebilir.

Fakat bu hiicreleri 2 temel gruba ayrabiliriz; noronlar ve glia hiicreleri
Noronlar

Noron sinir sisteminin temel fonksiyonel birimidir. Baslica islevi bilgi transferini
gerceklestirmektir. Insan sinir sisteminde yaklasik olarak 100 milyar iizerinde ndron
oldugu tahmin edilmektedir. Normal bir sinir hiicresi 50.000-250.000 kadar bagska
noronla baglantihidir. Yaptiklar1 6zellesmis islere bagli olarak farkli sekillerde ve
cesitlerde olabilirler (61).

Glia Hiicreleri

Glia hiicreleri noronlar disindaki beyin hiicrelerinin genel adidir. Mikroglia ve

makroglia olmak iizere 2 gruba ayrilir ; Mikroglia ve Makroglialar



(a) Mikroglia

Immiin sistem hiicreleri olan makrofajlarin beyin dokusundaki 6zellesmis tipidir. Koken
aldig hiicre tipi ile ayni islevi sinir siteminde yerine getirmektedir. MSS’nin her yerinde
bulunurlar. Diger beyin hiicrelerinden daha kiigiiktiirler. Bu nedenle mikroglia olarak

isimlendirilmistir. En kiiciik glial hiicrelerdir (61).

Makroglialar

Biiyiik yapili glia hiicreleridir. Farkl islevleri olan 7 farkli tip makroglia mevcuttur.
1. Astrositler

Noronlar1 destekleyen baslica glia hiicreleridir. Yildiz seklindedir. Noronlarin
biiylimesinde gorev alirlar. Damarlarm dis ¢eperlerine gonderdikleri uzantilar yoluyla
damarsal gecirgenligi diizenler ve cevresel ortam konsantrasyonunu ayarlarlar.
Noronlarda ¢ogalma oldukca sinirli iken , astrositler 6miir boyunca hizli bir sekilde
cogalabilirler. Beyinde eger ki bir tahribat meydana gelirse, astrositler o bolgede hizla

cogalarak bu tahribat sonucu olusan boslugu doldururlar (61).
2. Oligodendrositler

Az sayida uzantili hiicrelerdir. Uzantilar1 ile ndron hiicrelerinin aksonlarini sararlar. Bu
sayede miyelin kilif denen yapiy1 olustururlar. Bu kilif noron hiicrelerinin iletim hizini

artirir. Sadece MSS’de bulunurlar (61).
3. Ependimal hiicreler

Beyinde bulunan i¢ bosluklari, yani ventrikiilleri orterler, duvar yapisini olustururlar.
Beyin ve omurilik i¢i bosluklar1 dolduran beyin-omurilik sivis1 (BOS) dedigimiz siviy1
salgilamakla yiikiimlii koroid pleksus adi verilen yapiyla Merkezi Sinir Sistemi
arasindaki iligkiyi saglarlar. Ependimal hiicreler sivi ile temastadwr. Kan-Beyin

bariyerinin olusumuna katilirlar. Sadece MSS’de bulunurlar (61).
4. Radyal Glialar

Norogenez, yani sinir iretiminin baglangicinda goriilen gliya tipidir. Diger sinir
hiicrelerine gore farklilagmalar1 ¢ok daha sinirhidir. Beynin ve sinir sisteminin geligimi
sirasinda farklilasan sinir hiicrelerinin yerlerine tasinmasinda gorev alirlar. Yetiskin bir

sinir sisteminde ise sadece beyincikte ve goziimiizde bulunan retina tabakasinda



bulunurlar. Beynin plastisite gibi degisken Ozelliklerini diizenler ve onlara katki

saglarlar (61).
5. Schwann Hiicreleri

Diger sinir hiicrelerinin aksine sadece Cevresel Sinir Sistemi'nde bulunurlar, Merkezi
Sinir Sistemi'nde gorev almazlar. Schwann hiicreleri CSS’nin glial hiicreleridir.
Gorevleri aksonlar1 ¢evrelemektir . Aksonlar1 sararak miyelin kilifi iiretirler. Ayrica
noronlarin biiylimesi sirasinda ortaya cikan artik maddeleri temizlemekle gorevlidirler

(61).
6. Uydu Hiicreler

Duyusal, simpatik ve parasimptik sistemlerde (bunlara ileride girilecektir) noronlari
sararlar. Oldukca kiiciik hiicrelerdir. Noronun dis kimyasal ortamini diizenleyici
gorevleri vardir. Hasara ve iltihaplanmaya kars1 asir1 hassastirlar ve hemen miidahale

ederler. Sadece CSS’de bulunurlar (61).
7. Enterik Glialar

Sindirim sistemi i¢in ¢alisan ndronlarm olusturdugu 6beklerde bulunurlar. i¢ dengenin
saglanmasi1 konusunda Onemli gorevleri vardir. Bunlar sadece Cevresel Sinir

Sistemi'nde bulunurlar (61).
2.2. BEYIN TUMORLERI

Beyin tiimorlerini “Metastatik Beyin Tiimorleri (MBT)” ve “Primer Beyin Tiimorleri,
(PBT)” olmak iizere 2 ana gruba ayrabiliriz. MBT, beyin dokusu digindaki bir dokudan
koken almig ve intrakraniyal bolgeye yayilim gostermis tiimorlere denir. PBT ise beynin
kendi hiicrelerinden koken alan tiimorlerdir. Beyin dokusunda bulunan temel hiicre

tiplerinden yukarida bahsedilmistir.
2.2.1. Smiflandirma

Beyin tiimorleri ilk olarak 1829’da Cruveilhier tarafindan makroskobik olarak
tanimlanmig, sonra 1836’da  Bressler  tarafindan makroskobik olarak tekrar
smiflandirilmuglardir.  1lk  kez ‘‘glioma’ tarifi makroskobik ve mikroskobik
ozelliklerinden yararlanarak Wirchow tarafindan yapilmistir . Daha sonra , Diinya
Saglik Orgiitii 2016 yilinda beyin tiimorlerini yeniden siniflandirmustir (14). Bu

simiflandirma Tablo 1’de belirtilmistir.



2.2.2. Evreleme

Histolojik evrelemenin amaci, bir tiimoriin biyolojik davranigini tahmin edebilmektir.
Klinik uygulamada, bu evreleme sayesinde tedavi stratejileri belirlenmektedir.Evreleme,
ozellikle radyoterapi ve kemoterapi stratejilerinin belirlenmesinde etkili olmaktadir.
Daha 6ncede histolojik smiflandirmalar yapilmis olmasima ragmen (15) DSO’niin 2016
yilinda yaptigr smiflama ayrica genis bir evreleme skalasi da sunmaktadir. Siniflara
ayrilmig bazi tiimorlerin literatiirdeki vaka sayilar1 ¢cok diisiik oldugu i¢in evrelemeye

uygun degillerdir. PBT nin evrelemesi Tablo 1’de verilmistir.

Evre I tiimorler diisiik proliferatif potansiyele sahip tiimorlerdir ve tedavi cerrahi
rezeksiyon yeterli olmaktadir. Evre II tiimorler diisiik proliferatif potansiyele sahip
olmalarma ragmen infiltratif 6zellik gosterirler ve niiksetmeye meyillidirler. Ornek
olarak diffiiz astrositom, anaplastik astrositoma ya da glibloastomaya doniisebilir.
Benzer doniisiim oligodendrogliom ve oligoastrsitomda da goriilebilir. Evre 11 tiimorler
histolojik olarak malign 6zelliklere sahiptir. Hiicresel atipi ve aktif mitotik aktiviteye
sahiptir. Tedavi icin adjuvan kemoterapi ve/veya radyoterapi uygulanmaktadir.
Tiimoriin boyutu, 6zellikleri ve yayilimma bakarak koruyucu tedavi olarak uygulanan
yontemlerle (kemoterapi, hormon tedavisi, akilli ila¢ ve radyoterapi tedavileri), kanserin

yenilenme ihtimalini azaltmay1 hedefler.

Evre IV tiimorlerde sitolojik malignensi ve yer yer nekroz odaklar1 mevcuttur. Yogun
mitotik aktivite vardir. Glioblastoma ve embriyonal tiimorler evre IV tiimorlerin

ornekleridir.

Evreleme sistemi hastalarin sag kalim siireleri ile ilgili 6nbilgi verebilmesine ragmen
hastanin yas1, klinik bulgulari, norolojik durumu, tiimoriin yerlesimi, timoriin
radyolojik ©zellikleri (kontrast tutup tutmamasi), cerrahi rezeksiyon yapilmasi,
proliferasyon indisi gibi degiskenler ile beraber degerlendirilerek daha saglhikli bir sag
kalim siiresi 6ngoriilebilir. Evre II hastalarm ortalama sag kalim siireleri 5 yildan fazla
iken, evre III hastalarin ortalama sagkalim siireleri 2 — 3 yildir. Evre IV hastalarin sag
kalim siireleri tedavi imkanlar1 ile yiiksek oranda iliskili olmasmin yaninda
glioblastoma hastalarinin cogu, ozellikle yash olanlar, ilk bir yil icerisinde hastaliga
yenik diismektedir. Radyoterapi ve kemoterapi varligmmda 5 yillik sag kalim oranlar:

%60 — 80’e bulabilmektedir (1).



Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii Beyin tiimorleri siiflandirmasi

WHO grades of select CNS tumours

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
Diffuse astrocytoma, |DH-mutant
Anaplastic astrocytoma, IDH-mutant

Desmoplastic infantile astrocytoma and ganglioglioma
Papillary glioneuronal tumour

Rosette-forming glioneuronal tumour |
Central neurocytoma Il
Extraventricular neurocytoma Il

Glioblastoma, IDH-wildtype v Cerebellar liponeurocytoma Il
Glioblastoma, IDH-mutant 1% : 3

Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant 1% Ejmgu'tso?: the pineal region |
Oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/199-codeleted I P:e Icy :h al timour of Intemediete difierentiation & lLor Ll
Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and P:ngibf;asrgrﬁay &I lumour o intermediate: cilierentiaton < Lo y

1p/13g-codeleted i Papillary tumour of the pineal region Ilorlll
Other astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma | Embryonal tumours

lloblastoma (all subtypes) 1\
Subependymal giant cell astrocytoma | Medu 2 ;
Pleomorphic xanthoastrocytoma 0l Eﬂrgg{])lzlgr:; fﬁgﬂgﬁ ;Mth multilayered rosettes, C19MC-altered :x
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma Il CNS embryonal tumour, NOS v
Ependymal tumours Atypical teratoid/rhabdoid tumour 1\
Subependymoma | CNS embryonal tumourwithrhabdoid features \
ggéﬁﬁ?%% ependymoms l: Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Ependymoma, RELA fusion-positive lorlll azhm?%ngxg :
Anaplastic ependymoma Il Loror

Perineurioma |

I, 1 or IV

Other gliomas
Angiocentric glioma |
Chordoid glioma of third ventricle Il

Malignant peripheral nerve sheath tumour (MPNST)

Meningiomas

Meningioma |
Atypical meningioma I
Anaplastic (malignant)meningioma Il

Choroid plexus tumours
Choroid plexus papilloma |
Atypical choroid plexus papilloma I

Choroid plexus carcinoma i Mesenchymal, non-meningothelial tumours

Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma (N[ eall]

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum (Lhermitte~Duclos)

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours Haemangioblastoma |
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour | 4
Gangliocytoma I Tumours of the sellar region
Ganglioglioma | gramophar);ngmma :
I S o ) Il ranular cell tumour
aplastic ganglioglioma I Pituicytoma |
|

Spindle cell oncocytoma

2.2.3. Epidemiyoloji

Genel kanser verilerine bakildiginda, 1992 — 2007 yillarmin geriye doniik olarak
tarandig1 genis capli bir arastirmada kanser insidansinin 2003 — 2007 yillar1 arasinda
yillik % 0,8 azalma gosterdigi tespit edildi. Buna ragmen ¢ocuk yas gurubunda (0 — 19
yas) kanser insidans1 2003 — 2007 ve 1992 — 2007 yillar1 arasinda yillhik % 0,6 artis
gosterdigi tespit edildi.

PBT agcisindan bakildiginda 2003 — 2007 yillar: arasinda insidansin erkeklerde azalma
egiliminde oldugu, kadinlarda ise stabil kaldig1 goriildii. Mortalite oranlarina
bakildiginda her iki cinsiyette de azalma oldugu tespit edildi (16). Bu gerilemede etkili
bir kag¢ faktor sayilabilir. Etiyolojide rol alan faktorlerin belirlenmesi ve bunlara yonelik
onlemler alinmasi ya da tedaviler uygulanmasi bunlardan biridir. Ozellikle AIDS
hastalarinda goriilen MSS lenfomalarinin AIDS’e kars1 gelistirilen giiclii antiviral ilaclar

sayesinde insidans1 azalmistir (16). Ileri goriintiileme yontemleri ve tiimor markirlarinin



kullaniminin artmas ile erken tani olanaklar1 artmistir. Bu sayede erken tani ve tedavi
olanaklar1 dogmustur. Gelisen cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olanaklar1 da tiimor

mortaliteleri tizerine olumlu etkiler saglamistir (61).

Eriskin yas grubunda (>19 yas) benign PBT, malign olanlardan 2 kat daha fazla
goriilmektedir. Kadinlardaki yiiz binde 26,55 PBT insidansina karsilik erkeklerde yiiz
binde 22,37°dir. Malign tiimorler arasinda en sik goriilen histolojik tip noroepitelyal
doku tiimorleridir ve erkeklerde daha sik goriiliir. Glioblastoma noroepitelyal tiimorlerin
en sik goriilen alt tipidir ve erkeklerde kadinlara oranla 1,6 kez daha sik goriiliir. En sik
goriilen benign PBT meninjioma’dir. Kadinlarda 2,3 kat daha sik goriiliir. Kadinlardaki
insidans1 yiiz binde 12,42 iken erkeklerde yiiz binde 5,46’dir. Noroepitelyal tiimorlerin
malign olma olasiligi %94,9 iken meninjiomalarm malign olma olasilig1 sadece

%?2,1’dir (16).

Cocuk yas grubunda PBT insidans1 eriskinlere gore cok diisiiktiir. Insidans1 milyonda
48,47 dir. Fakat cocuk yas grubundaki tiimorler malign olmaya daha yatkindirlar.
Cocuk yas grubunda goriilen tiimorlerin %65,2°si malign iken bu oran eriskin yas
grubunda %33,7’dir. Noroepitelyal doku tiimorlerinin insidansi erkeklerde hafif artmig
olsa da erigkin yasgrubundaki kadar yiiksek degildir (Erkeklerde milyonda 35,2 vs
kadinlarda milyonda 32,62). Meningeal tiimorler cocuklarda malign olmaya daha
egilimlidir ve insidans her iki cinsiyette de benzerdir. Ayrica eriskinlerde noroepitelyal
doku tiimorleri malign olma egilimi gosterirken, ¢ocuk yas grubunda germ hiicreli

tiimorler daha malign seyrederler (16).
2.3.MEG3 GENi VE FONKSiYONU

Maternal eksprese edilen MEG3 geni, insanlardaki kromozom 14q32.3'de bulunan
baskilanmis DLKI1-MEG3 lokiisiine ait bir baskilanmis gendir. Fare ortologu, aymi
zamanda gen kapani yer 2 (Gtl2) olarak da bilinen Meg3, 12. kromozomun distalinde
bulunur. MEG3 geni on ekzondan olusur. Insan maternal olarak eksprese edilen gen 3
(MEG3) ~ 1,6 kb'lik bir uzunluga sahip mRNA benzeri RNA'dir. MEG3 geni
kodlamayan uzun bir RNA'y1 (IncRNA) kodlar ve bircok normal dokuda eksprese edilir.
Bununla birlikte  MEG3 ekspresyonunu, primer insan tiimorlerinin bircogunda
genisleyen bir listede ifade olmaz ve promotdr hipermetilasyonu ya intergenik
diferansiyel metile bolgenin hipermetilasyonu tiimorlerde MEG3'tin ifade kaybina

katkida bulundugu gosterilmistir (17,18).
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MEG3 bir tiimor baskilayict gen olarak gorev yapar ve ektopik ifade hiicre
proliferasyonu'nu engeller. insan glioma hiicre hatlarinda apoptozu tesvik edebilir (19).
Ayrica, p53 (TP53) protein birikimi ve hedef genin ekspresyonu kismen MEG3 ile
uyarilan hiicre proliferasyonunun engellenmesine katkida bulunur (20). Bir c¢ok
deneysel caligmalar, bu genin kodlayan tiimor supresor oldugunu gostermektedir.
MEG3 fonksiyonel proteinleri kodlamayan RNA gibi davranir. MEG3 RNA'nin
katlanmasi ve islevinde 6nemli bir rol oynamaktadir. MEG3'iin gec¢ici ifadesi p53'u
aktive eder ve P53, hedef geni GDF15'in ekspresyonunu uyarir. Bununla birlikte,
MEG3, p53'in yoklugunda hiicre proliferasyonunu inhibe edebilir. MEG3
ekspresyonunun kaybmin tiimor gelisimine katkida bulundugunu ileri siiriilmektedir.

MEG3 ekspresyonu epigenetik kontrol altindadir (21-39) .
2.4.NRF2 GENI VE FONKSIYONU

Bu gen, temel 16sin fermuar (bZIP) protein ailesinin bir iiyesi olan bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar. Kodlanmis transkripsiyon faktorii, antioksidan tepki elemanlar1
(ARE) ihtiva eden genleri diizenler; Bu genlerin bir ¢ogu, serbest radikallerin
tiretilmesini igerir. Farkli genler tarafindan kollanan, genel aktiviteleri ayn1 olan cesitli
formlar1 kodlayan birden fazla transkript varyantlari, bu gen i¢in karakterize edilmistir.
Niikleer eritroid 2 ile ilgili bir faktor 2 (Nrf2) antioksidan yanit elemanlar1 aracili
genlerin diizenleyicisidir. Bu koruyucu oldugu amach asagi akis hedefleri cesitli
ekspresyonunu indiikler antioksidan yanit eleman ile etkileserek oksidatif strese adaptif

tepkilerde 6nemli bir role sahiptir (40-43).

Niikleer eritroid 2 ile iligkili faktor 2 (Nrf2) yiiksek bir transkripsiyon faktorii Oksidatif
strese duyarlilik, ¢ekirdegin ARE'lerine baglanir ve transkripsiyonunu destekler. Nrf2,
Keap1'in bitisigindeki hiicre iskeletinde bulunur. Nrf2, bir 16sin fermuar / CNC proteini,
bir polipeptiddir. 66 kDa'lik bir molekiil agirhigina sahiptir ve yaygin sekilde ifade
edilmistir (44-47). Nrf2 hiicre direncinde 6énemli bir rol oynamaktadir. NRF2 akciger
kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli insan dokularinda yaygin olarak ifade edilir (48-54).

2.5.BCL2 GENi VE FONKSIYONU

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi iiyeleri hiicre Oliimiiniin 6nemli
regiilatorleridirler. Bu ailede hem apopitotik hem antiapopitotik iiyeler bulunmaktadir.
Bcl-2 proteini antiapopitotik proteinlerdendir ve mitokondrinin dig membrani, niikleus

membrani ve endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir.
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Bcl-2 geni ilk kez B hiicreli folikiiler lenfomada klonlanmis bir onkogendir. Asiri
sentezi apoptosisi engelleyerek lenfomaya neden olmaktadir. Lenfoma ve l6semiler

yaninda barsak, meme, akciger ve deri kanserinde de asir1 sentezi gosterilmistir (13).

Calismamizda Primer beyin tiimorlerinin etiyolojisinde sorumlu olabilecek genleri
(BCL-2, MEG-3 ve NRF2 ) tespit edilmesi amaclandi. Bu genlerin tespit edilmesinin,
ileri ki donemlerde primer beyin tiimorlerinin tanisinda, tedavisinde veya prognozunda

etkili olabilecegi diistiniilmektedir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMANIN TURU
Arastirma deneysel bir caligmadir.
3.2. ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Bu arastirma Ocak 2016 Temmuz 2016 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tibbi
Genetik Anabilim Dah, Erciyes Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nin ortak
calismasi ile gerceklestirildi. Laboratuvar islemleri Erciyes Universitesi Tibbi Genetik

Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

3.3. ARASTIRMAYA DAHIL EDILEN GRUPLAR

Bu calismada hasta ve kontrol olmak iizere iki grup kullanildu.
3.3.1. Hasta grubu

Erciyes Universitesi Norosiriirji Anabilim Dali’na bagvurmus ve beyninde tiimor oldugu
saptanmis olan hastalar caliymaya dahil edilmistir. Ameliyata uygun goriilen
hastalardan ameliyat sonrasi, uygun olmayan hastalardan otopsi sonrasinda tiimor
dokular1 eksize edilip Erciyes Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dalr’na
gonderilmistir. GoOnderilen materyallerin  parafin  bloga gomiilerek incelenmesi
sonrasinda Primer Beyin Tiimorii (Grade 2, grade 3 ya da grade 4 astrositom) olarak

tan1 konulmustur. Yukaridaki 6zellikleri tagiyan hastalar bu calismaya dahil edilmistir.

Calismaya 50 adet hasta dahil edilmis olup , bunlardan 7 hastanin parafin bloklarindan
elde edilen materyaller analiz i¢in uygun olmadigindan caligmaya dahil edilmemistir.

Bu nedenle, calisma 43 hasta ile tamamlanmustir.
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3.3.2. Kontrol gurubu

Beyin tiimorii ile ilgisi olmayan farkli bir nedenle 6len kisiler ¢calismamizda kontrol
grubu olarak kullanildi. Bu bireylerden otopsi sirasinda normal beyin dokusu alindi ve

parafin bloga gomiildii.

Calismaya 25 adet kontrol grubu hastasi dahil edilmis fakat ¢aligmadan dolay1 23

kontrol grubu ile tamamlanmustir.

3.4. VERI TOPLAMA ARACLARI

3.4.1. Demirbas Malzemeler

. Buzdolabi (+4 °C Hotpoint Ariston)

° Derin Dondurucu (-20 °C Beko)

J Mikropipet seti (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)

° Vorteks (IKA Vortex Genius 3)

o Real Time PCR cihazi (LightCycler 480 II - Roche Diagnostics GmbH)
. Blok 1sitict (HLC)

° PCR cihaz1 (Thermal cycler) (Labcycler - SensoQuest GmbH)

° PCR cihaz1 (Thermal cycler) (T100™ Thermal Cycler - Bio-Rad)
o Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

. Mini Santrifiij/Vorteks (Combi—Spin FVL-2400N — Biosan

3.4.2. Sarf Malzemeler

Ekspresyon analizi i¢in gerekli sarf malzemeler

Parafin dokudan RNA izolasyon kiti

High Pure FFPET RNA Isolation Kit(Roche)

c¢DNA sentez kiti

Ipsogen RT Kit, (Qiagen)

Tlgili genlere gore dizayn edilmis primerler ve problar

RealTime ready Catalog Assays (Roche)
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RealTime ready Designer Assays(Roche)

Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢cin Prob mastir miks
LightCycler 480 Probes Master (Roche)

Light Cycler 480 cihaz ile uyumlu plate

LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (Roche)

3.5. YONTEMLER

3.5.1. Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) oligoniikleotid primerler kullanarak DNA’nin
ilgilendigimiz bolgesinin in vitro ortamda ¢ok sayida kopyasmi olusturmaya yarayan
reaksiyonlar biitiiniidiir. PCR yOntemi denatiirasyon (tek iplikli DNA doniisiimii),
baglanma (annealing — primerlerin DNA’ya baglanmasi) ve uzama (DNA polimeraz
sayesinde yeni DNA ipliginin olusmasi) asamalarindan olusan tekrarlayan termal dongii
temeline dayanmaktadir. Konvansiyonel PCR’da iiriinler ancak PCR islemi
sonlandiktan sonra degerlendirilebilir. Real-Time PCR’da ise diziye spesifik ya da
diziden bagimsiz floresan problar ve boyalar kullanilarak PCR ¢ogaltimi gergek zamanl

olarak gozlemlenir (55).

Real Time-PCR’da kullanilan prob sistemleri ve boyalar

A. Dizi-Bagimh saptama yontemleri

o FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
o Tagman

o Molecular Beacons

o Scorpion Primerleri

o Hibridizasyon Problar1

B. Dizi Bagimsiz saptama yontemleri

o Syber Green |

o Etidyum Bromid
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Bizim ¢aligmamizda da hidroliz (Tagman) prob tibi kullanildi. Hidroliz problar: ile RT-
PCR uygulamasi sirasinda sekans spesifik PCR primerlerine ek olarak floresan
isaretlenmis oligoniikleotid bir prob kullanilir. Bu probun 6zelligi 5° ucunda “Reporter”
ve 3’ ucunda “Quencher” bulunmasidir. Bu prob spesifik bdlgesine bagli olmadigi
zaman 1s1ma verecek olan raportdr ucunun isimasi, Ortiicli (quencher) u¢ tarafindan
bloklanir. Bu prob PCR’in annealing asamasinda spesifik oldugu bdlgeye yapisir.
Uzama asamasinda 5’ ekzoniikleaz aktivitesi olan 1s1ya dayanikli polimeraz enzimleri
(Taq, Tth) tarafindan prob DNA dan uzaklastirilmaya baslar. Oncelikle 5° ucundaki
raportor bolge uzaklastirildig i¢in ortiicti bolgeden uzaklasir ve 1s1ma verir (Sekil 2).

1. Komponentler
S N
ST Prob :
Forward Primer s et Reverse'Prlmer
FAM boyasi (Raportor) Quencer (Ortiici) ALARAE.
5’ 3
s DNA kalibi
Jetlinnnnnnanaaaa J,LLLQE
7
3 5
2. Denatiirasyon ve Baglanma S Fe 3
‘ Luuy U
QNA Prob Reverse Primer
T polimeraz &/H.\ull?un@
Forward Primer \ \
)),L,I_LL.J,I,LJNLLJAL.LJ_L_LLLI duuuaaaand _LLJ,JAL_LLLJ,ALJ_‘LJAJJ_‘LLLS
3 5
. . . o . . I s
3. Polimerizasyon ve Sinyal Uretimi U raeee— T T 3
bl bl : CULULCEL™ ™™™
“Reverse Primer
w by
Forward Primer ‘;&f’
s . . .
T L T T e T e
3 5

Sekil 2. Real-Time PCR’da hidroliz problarinin ¢aligsma prensibi
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PCR amplifikasyon egrilerinde eksponansiyel, lineer ve plato fazi olmak iizere 3 faz
gozlenir (Sekil 3). Eksponansiyel fazda reaksiyon verimi tamdir, iiriinler geometrik
olarak artar. Real-Time PCR’da degerlendirmeler bu fazda yapilir. Lineer fazda
reaksiyon bilesenleri tiikkenmeye baslar ve reaksiyon yavaslar. Plato fazinda ise
reaktifler artik tiikenmistir, {iriin yapimi durur (56). Real-Time PCR’da pozitif
reaksiyon floresan sinyallerinin birikimi ile saptanir. Ct (Cycle threshold / Esik dongii)
degeri bu floresan sinyallerin esik seviyeyi astigr dongii sayisidir. Ct degeri ile hedef
niikleik asit miktar1 arasinda ters orant1 vardir. Diisiik Ct degerleri ornekte daha yiiksek

miktardaki hedef niikleik asit varligin ifade eder (55).

Plato Fazi C——
= . 000000 Pozitif Ornek

Lineer Faz

Floresans

Exponential Faz .
0-0-0~0-0-0-0-0~0-0-0~0-0-0-0-0-0-0-8--0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0— Negatif Ornek

0 s "0 15 20 Pl » i3} 0

" Déngii Saytsi
Sekil 3. Gercek zamanli PCR’nin fazlar1.
Uygulama Prosediirleri
Parafin Dokudan RNA izolasyonu
Deparafinizasyon

= 2 ml’lik ependorf tiiptine 10 pm kaliliktaki 100 mm? alana sahip parafin doku
koyuldu.Uzerine 1000 pl ksilen eklenip vortekslendi.

= 37°C ‘de 20 dk inkiibasyon gerceklestirilir.

= 16000xg hizinda 5 dakika santrifiij yapildi. Pellet dagitilmadan siipernatant atildi.

Cokme gerceklesene kadar bu isleme devam edildi.
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Bu islem ii¢ kez tekrar edildi.

1000 pl %100’liik etanol eklenip kisa vorteks yapild.

Bu islemin ardindan 37°C ‘de 30 dk inkiibasyon gerceklestirildi.
16000xg hizinda 2 dakika santrifiij yapildi.Bu islem ii¢ kez tekrar edildi.

Pellet oda 1s1s1nda 10 dk inkiibasyona birakildi ve alkolden uzaklastirildi.

RNA izolasyonu

Deparafinizasyon asamasi sonrasinda ,

Elde edilen pelletin tizerine 100 ul RNA tissue lysis buffer ,16 pl %10’luk SDS ,

40 ul Proteinaz K eklendi daha sonra vortekslendi.
Tiiplerin agz1 iyice parafinlendi. 30 dakika 85°C’de inkiibe edildi.

Daha sonra 80 pl Proteinaz K ve 1l glikojen eklendi sonra vortekslendi .
Ardindan 55°C’de 40 inkiibe edildi.

Karisimin iizerine daha sonra 325 pl RNA binding buffer, 325 pul %100’lik

etanol eklendi. Sirasiyla kisa vorteks ve kisa santrifiij yapildi.

Toplama tiipiine filtre tiipli yerlestirildi. Hazirlanan karigim filtre tiipiiniin i¢ine

alindi. 6000g 1dk santrifiij edildi.
Toplama tiipii degistirildi. 14000g’de 1 dakika santrfiij yapildi.

Toplama tiipti degisitirildi. 100 pul DNase working solution eklendi.15°C - 25°C
arasinda 15 dakika bekletildi.

500 pl wash buffer 1 eklenip 6000g’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki

s1v1 atild1.

500 pl wash buffer 2 eklenip 6000xg’de 1 saniye santrifiij yapildi. Toplama

tiipiindeki s1v1 atildi.

Yeniden 500 pl wash buffer 2 eklenip 6000xg’de 1 saniye santrifiij edildi ve

membranin tamamen kurumasi i¢in 16000g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Filtre tiipii 1.5 ml’'lik tiipe yerlestirildi. 25-50pul RNA elution buffer eklendi. Oda
sicaklhiginda 10 dakika bekletildi.



6000xg’de 2 dakika santrifiij yapildi. Filtre tiipii atild1.

Uriin -20 °C’de muhafaza edildi.

cDNA sentezi
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cDNA sentezi Ipsogen RT Kiti (Qiagen) kullanilarak yapilmustir.

RNA konsantrasyonlarina gore her bir hasta i¢in kullanilacak RNA miktarlar:

ayr1 ayri belirlendi. Belirlenen miktarlar 150 pl’lik reaksiyon tiiplerine aktarildi.

RNA ornekleri 65°C’de 10 dakika beklemesi i¢in termal cycler cihazina koyuldu.

Kit icerigindeki iiriinler (RNase inhibitor ve Reverse transkriptaz hari¢) buz

tizerinde c¢oziilmeye birakildi. Vortekslenip kisa santrifiij yapildu.

RNase inhibitor ve Reverse transkriptaz kullanilacagi zaman buz iizerine

cikarilmasina 6zen gosterildi.

Tablo 2’deki miktarlara gore karisim hazirland:.

Kalip — primer karigimini iceren tiiplere revers transkripsiyon i¢in kalan

bilesenler Tablo 3 ’daki miktarlarda eklendi.

Tablo2. cDNA sentezi icin kalip RNA ve primer karisimi (1 reaksiyon i¢in)

Bilesenler Hacim Final konsantrasyonu
RNA Degisken lug
Random Hexamer 2ul 60uM

Primer, 600 pmol/ul

PCR seviyesi su Degisken

Toplam hacim 11,4 pl

Toplam hacim 11,4 pl
olacak kadar




Tablo 3. Revers transkripsiyon karisim bilesenleri
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Bilesenler Hacim Final
konsantrasyon
Transcriptor High Fidelity 4 ul Ix (8 mM MgCl2)
Reverse Transcriptase Reaction
Buffer, 5x conc.
Protector RNase Inhibitor, 0,5 ul 20U
40 U/ ul
Deoxynucleotide Mix, 2 ul 1 mM
10 mM
DTT I ul 5mM
Transcriptor High Fidelity 1,1 pl 10U
Reverse Transcriptase
Toplam hacim 8,6 ul
Final hacim 20 ul

= cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon tiipleri Tablo 4’de belirtilen sicaklik ve

slirelere gore termal cycler’a kondu.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in gerekli sicaklik dongiisii.

Sicakhk (°C) Siire (Dakika)
29 10

48 60

85 5

= Inkiibasyon sonrasi 6rnekler derhal buz iizerine alind1 ve -20°C’de sakland1.

= Preamplifikasyon
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Preamplifikasyon iglemi i¢in RealTime ready cDNA Pre-Amp Master kullanildi.

Ekspresyon primerleri 1:10 oraninda diliie edildi.

Tablo 5’e gore Pre-Amp PCR reaksiyon karigimi hazirland:.

Tablo 5. Pre-Amplifikasyon PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler

Her bir 6rnek i¢in hacim

RealTime ready cDNA Pre-Amp

Master

Diliie edilmis primerler

cDNA

PCR seviyesi su

Toplam hacim

S ul

Her bir primer icin 1,4 pl
S ul
Toplam hacim 25 pl olacak kadar

25 ul

PCR cihaz1 kullanilarak Tablo 6’deki termal dongii kosullar1 uygulanda.

Tablo 6. Preamplifikasyon i¢in termal dongii kosullari

Siire Sicaklik
[k denatiirasyon 1 dk 95°C
Preamplifikasyon 15 sn 95°C
(13 dongii) 4 dk 60°C
Soguma 0 4°C

Preamplifikasyon islemi sonrasi iiriinler 1:40 oraninda diliie edilerek ekspresyon

analizi i¢in kullanima hazir hale getirildi.
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Ekspresyon analizi

. Ekspresyon ¢alismasi LightCycler 480 II (Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz,
Isvicre) cihaz1 ile yapildi. Analizler LightCycler 480 Software (release 1.5.0 SP4)
programu ile yapildi. Her 6rnek iki defa ¢alisildi. Her bir caligmada 2 adet negatif

kontrol ve bir kalibrator kullanildi.
Uriinler asagidaki protokole gore hazirlanip cihaza yiiklenmistir.

= FElde edilen cDNA’lar 1’e 4 oraninda sulandirildi.

= Tablo 7’ye gore karisim hazirlandi. Her kuyucuga 15’er pl dagitilda.

Tablo 7. LightCycler 480 Probes Master PCR karigimi1

Uriin Her bir kuyucuga eklenecek miktar
(ml)

Mastermix 10

(LightCycler 480 Probes Master)

Su 4
Prob(RealTime ready Catalog Assays, 1
Roche;

RealTime ready Designer Assays,

Roche)

Toplam Miktar 15

=  Sulandirilmig cDNA’lar her kuyucuga 5’er pl dagitildi.
= Plate’in iistii bant ile kapatild1.
= Plate perfect spin ile santrifiij yapildiktan sonra plate cihaza yiiklendi.

= Lightcycler 480 Software acilarak tablo 8’deki programa gore ¢calisma baslatildi.
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Tablo 8. Lightcycler 480 II software programinda ayarlanan sicakliklar ve siireler

Dongii sayisi Sicaklik (OC) Sicakhlik artis / Siire (Saniye)

azahs hizi (OC)
Preinkiibasyon 1 95 4,4 600
95 4,4 10
Amplifikasyon 45 60 2,2 30
72 4,4 1
Soguma 1 40 2,2 30

3.5.2. istatistiksel analiz

Genlerin ekspresyon diizeyi mean+SEM olarak gosterilmistir. Gruplarin istatistiksel
analizleri yapildi. Hasta grubunda Meg3 geninin ekspresyonu (0.011+0.009), kontrol
grubuna (0.342+0.074) gore azalmistir. Nrf2 geninin ekspresyonu da hasta grubunda ,
(0.271£0.179) kontrol grubuna (1.416+0.359) gore azalmistir. Meg3 ve Nrf2 genlerinin
ekspresyonu hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark z-fest ile analiz edilmis, sirasiyla

p<0.001 ve p<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.



4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 68 olgunun 43’ hasta grubunu, 25’1 kontrol grubunu
olusturmaktadir.

4.1. EKSPRESYON ANALIZi SONUCLAR

Bu calismadaki genlerin mutlak kantitasyonu Lightcycler 480 Software 1.5.0
programinda yapildi. Elde edilen C, degerleri kullanilarak rolatif kantitasyon yapildi. Bu
asamada Livak Metodu kullanildi. Referans gen olarak beta aktin geninin C;

degerlerinin geometrik ortalamasi kullanildi.
4.1.1. MEG3 geni

MEG3 geni RT-PCR analizi sonucunda elde edilen C; egrileri Sekil 4’de verilmistir.

Amplification Curves

2 4 £ g T w b e e L E 24 2w 28 A0 % 5 95 9 4m osm 9
Cycles

Sekil 4. MEG3 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon degerleri

Olgularin eslesmis normal ve tiimor dokularindaki MEG3 geni/B-Actin mRNA
ekspresyon seviyeleri bagimli Orneklem t-testi karsilastirildi.  Karsilikli  olarak
eslesmeyen (ayni hastanin tiimor dokusunda Ct degerleri elde edilmis fakat normal

dokuda elde edilememis ya da tam tersi durumlarda) Ornekler istatistiksel analizden
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cikarildi. Analiz sonuglarimiza gore ekspresyon diizeyi beyin tiimorlii hastalarin timér

dokularmda kontrol beyin dokularina gore anlamli olarak azalmistir. (Tablo 9).

Tablo 9. MEG3 geninin normal dokularda ve tiimor dokularinda ekspresyonlarinin

kargilastirmasi

Grup sutunu N Ortalama Standart sapma
MEG3geni normal 23 0,3422739 0,35567384
MEGS3 geni tiimor 45 0,0110112 0,05785452
4.1.2. BCL2 geni

BCL2 geninin Real-Time PCR analizi sonucunda elde edilen Ct egrileri Sekil 5’de

verilmistir.

Amplification Curves

4,365

2,265

Fluorescence (465-510)

Sekil 5. BCL2 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu

BCL2 geni ekspresyon sonuglar1 saglikli ve tutarli sonuclar elde edilemedigi icin

calismadan ¢ikarilmigtir.
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4.1.3. NRF2 geni

NRF2 geninin Real-Time PCR analizi sonucunda elde edilen Ct egrileri Sekil 6’de

verilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 6. NRF2 geninin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon sonucu

Olgularin eslesmis normal ve tiimor dokularindaki NRF2 geni/B-Actin mRNA
ekspresyon seviyeleri bagimli Orneklem t-testi karsilastirildi.  Karsilikli  olarak
eslesmeyen (ayni hastanin tiimor dokusunda Ct degerleri elde edilmis fakat normal
dokuda elde edilememis ya da tam tersi durumlarda) Ornekler istatistiksel analizden
cikarildi. Ekspresyon diizeyi hastalarin tiimor dokularinda normal beyin dokularina gore

anlamli olarak azalmustir. (Tablo 10).

Tablo 10. NRF2 geninin normal dokularda ve tumor dokularinda ekspresyonlarinin

44

karsilastirmasi
Grup sutunu N Ortalama Standart sapma
NRF2geni normal 23 1,4160478 1,72391937

NRF2 geni tiimor 45 0,2707721 1,20105027
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4.1.4. B-ACTIN

B-ACTIN Real-Time PCR analizi sonucunda elde edilen Ct egrileri Sekil 7’de

verilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 7. B-actin RT-PCR ile elde edilen Ct egrileri ve mutlak kantifikasyon degerleri



5. TARTISMA ve SONUC

Biz bu caliyjmada Primer beyin tiimorlerinin etiyolojisinde sorumlu olabilecek genleri
BCL2, MEG3 ve NRF2 genini mRNA diizeylerini inceledik. MEG3 geni, kodlamayan
uzun bir RNA'y1 (IncRNA) kodlar ve bir ¢ok normal dokuda eksprese edilir. Bununla
birlikte MEG3 ekspresyonunun, primer insan tiimorlerinin genisleyen bir listede
kaybolur ve promotdr hipermetilasyonu ya intergenik diferansiyel metile bolgenin
hipermetilasyonu tiimorlerinde MEG3 ifade kaybr katkida gosterilmistir (17,18). Bu
calismada PBT’'nde MEG3 gen ifadesinin normal beyin dokusuna gore anlamli
derecede azalmis oldugu bulundu. MEG3 bir tiimor baskilayici gen olarak temsil edilir
ve ektopik ifadesi hiicre proliferasyonu'nu engeller. insan glioma hiicre hatlarinda
hiicresi apoptozu tesvik eder (19). Bu calismada PBT nde MEG3 gen ifadesinin normal
beyin dokusuna gore anlamli derecede azalmis oldugu bulundu. NRF2 fizyolojik
kosullar altinda Nrf2 aktivitesini diisliriir. NRF2 savunma mekanizmasinin
diizenleyicisidir. Son zamanlarda yapilan calismalar, NRF2 diizenlenmesinin yeni
mekanizmalari, hiicresel detoksifikasyon ve kanser ile iligkili olarak gostermektedir.
NFE2L2 / KEAP1 mutasyonlarindan bagimsiz olarak NRF2 antioksidan yolunu aktive
etmede onkogenler iizerinde bir rolii belirleyen yeni kanitlar ortaya c¢ikmustir (57).
Tersine, NRF2 aktivitesinin restorasyonu veya amplifikasyonu, ¢ok c¢esitli hastalik
durumu i¢in potansiyel bir tedavi hedefi olarak ortaya ¢ikmaya devam etmektedir. Bu
nedenle, hastaligin etyolojisi, ilerlemesi ve tedavisinde NRF2 ile baslatilan antioksidan
aktivitenin rolii artmaya devam etmektedir.Normal hiicrelere kiyasla ,meme kanseri
hiicrelerinde indirgenmis NRF2 ekspresyonu gozlenmistir (58). Son gelismeler, kanserli
hiicrelerin NRF2 diizeylerinin artirmasimin hiicre ici ¢cevreyi azalttigin1 ve hayatta kalma
avantajlar1 ve ila¢c direnci kazandirabilecegini ortaya koymustur. Nrf2’nin bazi
detoksifiye edici enzimlerin ekspresyonunu diizenleyerek tiitiin dumanindaki belirli
karsinojenlere karsi olusturulan savunmada 6nemli rol oynamasi nedeniyle, KOAH

hastalarinin akciger kanserine duyarligina katkida bulunabilir (59). KOAH hastalarinda
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epitel hiicrelerin proliferasyonunu tesvik eden epidermal biiytime faktorii reseptorlerinin
(EGFR) ekspresyonunda artis goriilmektedir (60). Bu genlerin tespit edilmesinin, ileri ki
donemlerde primer beyin tiimdrlerinin tanisinda, tedavisinde veya prognozunda etkili
olabilecegi diisiiniildii. Bu calismada primer beyin tiimorlerinin etiyolojisinde sorumlu
olabilecek genlerin (BCL-2, MEG-3 ve NRF2 ) tespit edilmesi amaglandi. Bu genlerin
tespit edilmesinin, ileri ki donemlerde primer beyin tiimorlerinin tanisinda, tedavisinde
veya prognozunda etkili olabilecegini diisiiniildii. Beyin tiimorlerinde MEG-3 ve NRF2
geninin ekspresyon diizeyleri inceledigimizde kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar
tespit edildi. MEG3 ve NRF2 genin ekspresyon diizeylerinde anlaml azalis tespit edildi.
Her ne kadar calismada anlamli sonuglar elde edilmis olsa da caliymamizda bazi
kisitliliklar oldugu diisiiniilmektedir. Oncelikle ifade diizeyleri sadece mRNA diizeyinde
bakildi. Protein diizeyinde de arastirma yapilmasi konfirmasyon acgisindan ve
proteinlerin hiicre igerisindeki lokalizasyonunu goérme ac¢isindan daha faydali olacag:

kanisindayiz.
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BIiLGILENDIRiLMiS GONULLU OLUR FORMU
BIiLGILENDIiRME

Arastirmanm Adi: PRIMER BEYIN TUMORLERINDE BCL-2, MEG-3 VE NRF2
GEN IFADE PROFILLERININ ARASTIRILMASI

Bu calisma bir arastirma olup, primer beyin tiimorlerinde séz konusu genlerin
diizeylerini belirlemeyi amaclamaktayiz. Arastirmanin siiresi 12 ay olarak planlanmigtir.

Arastirmaya katilmasi planlanan goniillii sayis1 ise 70’dir.

Oncelikle arastirma kapsamma alinacak olan goniilliileri, Erciyes Universitesi Tibbi
Patoloji A.D.’da Glioblastome Multiforme tanis1 almig hastalar arasindan
belirleyecegiz. Bu arastirmada goniilli olursaniz size ait olan ve Tibbi Patoloji
Anabilim Dalinda muhafaza edilen primer beyin dokusundan bir miktar (0,4 mikron
kalinliginda 15 kesit) materyal almacaktir. Bu kesitlerden genetik materyaliniz elde
edilecektir. Biyolojik materyalinizin alinmasindan sonra RNA’nizin elde edilmesi
islemi  boliimiimiiz laboratuarlarinda uluslararasi1 standartlara uygun sekilde
gerceklestirilecektir. Elde edilen RNA Orneklerinden yurtiginde belirlenen merkezde
genetik analizler yapilacak ve veriler analiz edilerek bu hastalarda hedef genlerdeki
genetik degisiklikler belirlenecektir. Bu islemlerin hi¢cbir asamasinda sizden iicret talep

edilmeyecektir. Calisma boyunca size herhangi bir cerrahi girisim yapilmayacaktir.

Genetik testlerin getirebilecegi olas1 riskler: Genetik bilginin kullanilmasina baglh
olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilginin
gizli kalmasi i¢cin alman materyaller Tibbi Genetik A.D.’inda muhafaza edilecektir.
Ayrica materyaller iizerinde kimliginizi agiga c¢ikarabilecek herhangi bir bilgi
yazilmayacaktir. Materyaller {izerine niimerik kodlama yapilarak -etiketlenecektir.
Ancak yapilan testler sonucunda sizin veya ailenizin fertlerinden birisinin ilerde bu
hastaliktan etkilenebilecegi ortaya ¢ikabilir. Bu bilginin ortaya ¢ikmasi sizi ekonomik
ve sosyal yonden olumsuz etkileyebilecegi gibi hastalik durumu sizi psikolojik yonden
de etkileyebilir. Arastirma sonucundaki bilgileri sizin disinizda birisi ile paylagsmamiz
sadece sizin izninizle olacaktir. Genetik testlerin bir diger 6nemli riski de anne ya da
babanin biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagli

kalinacaktir.



Yukarida belirttigimiz durumlar arastirmada yasanabilecek potansiyel risklerdir. Bu
risklerden etkilenmemeniz i¢in ¢aligma siiresince almman materyalleriniz kilit altinda ve
bilgileriniz sifrelenmis dosya ve bilgisayarlarda muhafaza edilecektir. Caligma

sonrasinda sizden alinan materyal imha edilecektir.

Biyolojik materyalinizi kullanmamiz i¢in onay vermeyebilirsiniz. Bu tamamen sizin
isteginize baghdir. Sunu 6nemle belirtelim ki: ISTEDIGINIZ ZAMAN HICBIR
GEREKCE GOSTERMEKSIZIN BIYOLOJIK MATERYALLERINIZIN yok
edilmesini isteyerek onaymizi ¢ekme hakkina sahipsiniz. Boyle bir durumda biyolojik

materyalleriniz en kisa siire i¢inde yok edilecek ve tiim kayitlariniz silinecektir.

Bu arastirmada kimliklerinizi ortaya koyacak kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna
aciklanmayacak, aragtirma sonuglar1 yayinlansa bile kimlikleriniz gizli kalmaya devam

edecektir.

Arastirma Siiresince 24 saat ulasilabilecek kisi ad1 / soyad1 / telefonu / Adresi:

Prof. Dr. Munis Diindar — 0553 531 05 04

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik A.D. Melikgazi Kayseri
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