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OZET

Glioblastomlarda Metil Guanin Metil Transferaz Prom oter Bdlgesinde
Metilasyonun Polimeraz Zincir Reaksiyon YontemiyleGosterilmesi, Klinik ve
Histopatolojik Prognostik Faktorlerle iliskisi

Amagc: Bu calsmada, glioblastomlarda Metil Guanin Metil Transte(8MGMT)
geninin promoter bdlgesindeki mutasyonusairenak, timor olgumunda oynagh rolu
ortaya koymak ve bu bulgularin histopatolojik progtik faktorlerle ilgkisini
belirlemek amaclanmgiir. Ayrica uygulanacak tedavide O6zellikle temozoid gibi
alkilleyici ajan seciminde beklenen yarari ortaggikak hedeflenngtir.

Gereg ve Yontemler: Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Arlahi
Dali'nda 2008-2011 yillari arasinda tani alan dastom olgulari retrospektif olarak
g6zden gecirildi, 55 olgu cama icin secildi. Hastalarin yacinsiyet ve s@ kalim
sureleri argtirildi. Tumorin lokalizasyonu, alt tipi, histomolbjik 6zellikleri: nekroz,
vaskiler endotelyal proliferasyonu ve immuino histofasal olarak p53Epidermal
growth factor receptoEGFR), Ki-67 boyanma sonuclar glendirildi. Polymerase
chain reaction (PCR) yontemi ile MGMT promoter bdlgesinde metias varlgi
arastirildi. Sonuglar istatiksel olarak Cukurova Unisieesi Tip Fakiiltesi Biyoistatislik
Anabilim Dali’'nda dgerlendirildi.

Bulgular: Yas, cinsiyet, lokalizasyon, histomorfolojik 6zellikleve immiino
histokimyasal parametreler: Ki-67, EGFR ileglalim siresi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi (p> 0,05). p53 bayanderecesi ile survey arasinda
pozitif bir korelasyon belirlendi (p=0,003). Olgula 32 (% 58,2)'sinde metile MGMT,
23 (% 41,8)'inde unmetile MGMT DNA’sI saptandi. Uetie olgularin metilize
olanlara gore daha uzun siurga@g gozlendi (p=0,02).

Sonu¢ Bu calgmada alkilleyici kemoterapotik ajan verilecek gliadtom
hastalarinda beklenen prediktif ve prognostik faktdrtaya koymak icin PCR ile

MGMT promoter bdlgesinin metilasyon durumuna bakdmmin faydali ve yardimci bir
yontem olabilec@ sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Glioblastom, PCR, MGMT

Vi



ABSTRACT

Demonstration of Methyl Guanine Methyl TransferasePromoter Methylation in
Glioblastomas by Polymerase Chain Reaction Methodorrelation of Clinical and
Histopathological Prognostic Factors

Aim: The aim of this study is to evaluate the mutationpoomoter region of
Methyl Guanine Methyl Transferase (MGMT) gene, tthle of tumor pathogenesis and
to detect correlation of clinical and histopathabad prognostic factors. As a result of
this, temozolamide therapy may be intended for mgement of those patients.

Material and Methods: The glioblastoma cases which were diagnosed in
Cukurova University Faculty of Medicine Departmeoft Pathology between 2008-
2011 were reviewed retrospectively, 55 cases welected for the study. All cases
were evaluated for age, gender and survival timeo Aumor localization, subtype,
histomorphologic features: necrosis, vascular drelat proliferation and
immunohistochemical staining for pSBpidermal growth factor receptor (EGFR), Ki-
67 staining results were evaluated. The presenogettiylation in the MGMT promoter
region was investigated by Polymerase Chain Rea¢B&€R) method. The results were
statistically analysed in Cukurova University, Haguwf Medicine, Department of
Biostatistics.

Results: There was no statistically significant differencetieen age, gender,
location, histomorphologic features, immunohistooloal parameters: Ki-67, EGFR
and survival time (p> 0.05). Immunohistochemical3 pStaining was statistically
significant with survey (p = 0.003). Thirty two défty five cases (58.2 %) had
methylated MGMT DNA and 23 cases of them (41.814)l unmethylated MGMT
DNA. The patients without methylated MGMT DNA hazhger survival compared to
methylated group (p= 0.02).

Conclusion: It was concluded that in order to demonstrate tlespected
predictive and prognostic factors in patients whoould take alkylating

chemotherapeutic agent for glioblastoma, evalgatite presence of methylation of
MGMT promoter region with PCR might be a usefultinoel.

Key Words: Glioblastoma, MGMT, PCR

Vi



1. GIRIS ve AMAC

Glioblastom, astrositomun en ileri formudur. gkmlerde beyin timdrlerinin
yaklasik % 60’'in1 olwturur. Erken tanisiyla ilgili zorluklar, hizli progsyon ve sik
rekiirrens nedeniyle yami airi derecede tehdit eden malign bir tiimértitiHastalarda
saskalim stiresi ortalama bir yildir*

Standart tedavi 1970’lerin sonunda cerrahiyi takilsadyoterapi olmgtur.*®.
Uzun vyillar kemoterapinin yeri tagmali kalmstir.® Giinimiizde ise, mimkiin olan en
geng cerrahi rezeksiyon sonrasinda adjuvant radyotevapuygun olan hastalarda
kemoterapi uygulamasi tercih edilmektedilvapilan cakmalar tedaviye temozolomid
eklenmesinin, medyan g&alimi 12.1 aydan 14.6 aya cikamh gostermitir.®

DNA tamir enzimi olan &metilguanin metiltransferaz (MGMTguaninin &
pozisyonundan bir alkil grubunu uzafimarak DNA onariminda etkili bir rol oynaf.
Temozolomid ise ayni bolgeye metil grubu ekleyeaebrmal DNA onarimina zemin
hazirlar*** MGMT geninin metilasyon yolu ile inaktivasyonu, fi@zolamid’in bu
sitotoksik etkisini ve timdrde antikanser etldii artirir.

MGMT geni, promoter bolgesinde bulunan CpG adaiarmetilasyonu sonucu
sessizlgir.??* MGMT ekspresyonunun epigenetik susturulmasi, géondisinda ba
boyun, kolorektal, melanom ve afer tiimorlerinde siklikla gercektmektedir®*81°
Oldukca pahali olan alkilleyici ajanlarla tedaviaplanan bu hastalarda, timoérde
metilasyon durumu incelenerek, o6ncelikle ilaciryati grubun belirlenmesi uygun
olacaktir. GUinimuzde promoter bdlgenin metilasyomubelirlenmesinde en yaygin
kullanilan yontem PCR’dIr.

Bu ¢alsmamizda 55 glioblastom olgumuzda PCR yontemi ileNiGoromoter
bdlgesinin  metilasyon durumunu belirlemeyi, bunualkilleyici ajan verilecek
hastalarda beklenen yararini ve prognostik 6nearatirmayi hedefledik. Metilasyon
durumu ile olgularimizin klinik, histomorfolajikpimunohistokimyasal 6zelliklerini ve
sg kalim surelerini kanlastirdik. Ayrica bu yontemin laboratuvarimizda rugitarak

calismaya acilmasina onculik etmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tumorleri

Beyin timdrleri tum kanserlerin % 1,5'inden ve &kare bl oOlumlerin %
2'sinden sorumluduf Yirmili yaslardan 70 yana kadar giderek artan binklikta
izlenir. Tim ya gruplarinda erkeklerdeadinlardan daha fazla gorilmektedir.

Bu timdrler primer veya sekonder olarak siniflahdi Primer olanlar glial
dokudan, ndronlardan, meninkslerden, damarlardaya vendokrin hicrelerden
kaynaklanir. Gliomlar destekleyici glial dokudankk® alan ndroepitelyal timorlerdir.
Astrositik, oligodendroglial, oligoastrositik ve epdimomlar olmak Uzere 4 gruba
ayriimaktadir?®

Santral sinir sistemi (SSS) timdorleri olduk¢dddrm. Gunumuzde siniflandirma
patolojiye gore yapilmaktadif®?’ Diinya Sglk Orgiitii (Vorld Health Organization,
WHO) tarafindan en son siniflama 2007’de gunceligtir. Bu siniflandirmaya gore
sinir sisteminin bglica timorleri;

* noroepitelyal,

* metastatik,

e germ hcreli timorler,

» kraniyal ve paraspinal sinirlerin timorleri,
* meninksin timdarleri,

» sellar bolgenin timorleri,

+ lenfomalar ve hematopoietik neoplazmlardarsoti®>

Astrositomlar bu sisteme gore noroepitelyal doimdrleri icerisinde yer alir
(Tablo 1). Histopatolojik goériinimlerine gore 4 geate inceleni® Prognoz grade
artisi ile giderek kotulgr. Grade I'de yer alanlar, iyi farklifanis gliomlardir. Bu terim
subependimal dev hucreli ve pilositik astrositorm igullanilir. Difflz astrositomlar
Grade II'dir. Anaplastik astrositomlar (AA) gradB tliizeyindeki tumorlerdir. Malign
astrositom veya yuksek dereceli astrositom olarakbdinirler. Glioblastom grade

I\V'tir ve en malign glial timérdif®*°



Tablo 1. WHO 2007- SSS’nin Néroepitelyal Doku Tiimderi. 3%

NOROEPRITELYAL DOKU TUMORLERI GRADE

1. Astrositik timorler

A. PiloSItiK aStrOSItOMA .......vuviivt e e e e e
Pilomiksoid astroSitOMa ............ceeemmeivvieeiiiieeeeieeeeereeeeaan,
b. Subependimal dev hiicreli astrosSitom ..............oooovvviiiieeennns
C . Pleomorfik KsantroastroSitOma ..... . .eeveeeeerriierevneereninnnns
d. DIffliz @StrOSItOMA ......uiiviiiii i ieemm e
1. Fibriler astrositom
2. Gemiositik astrositom
3. Protoplazmik astrositom
d. Anaplastik astrositom ... I
€. GlIODIASIOM ...t e e
1. Dev hucreli glioblastom ... I
A €110 1SY= 1 C0] 1 o

f. GlIOMALOZIS SEIEDII.. e e e 1l

2. Oligodendroglial timorler

a. 0Oligodendrogliom ..........coooeiiiiiiiiii et I

b. Anaplastik oligodendrogliom..........ccccceeeeviiiiieiiiiiiiiiieeeen, I
3. Oligoastrositik timaorler

A. OligoastroSItOM ........coiiiiiiiiiiiiimmmmmm e
b. Anaplastik 0ligoastroSitoOm ..........ceeeeeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeiinnnnns

4. Ependimal timorler

F= WIS U] o 1=T 01T oo 111 ¢ o] o 4 1
b. Miksopapiller ependimom ............ococeeeiiiiiiiiiii e
C. EPendimom ...
1. Selltler
2. Papiller
3. Clear cell
4. Tanisitik
d. Anaplastik ependimom..........coooi e

5.Koroid plexus timorleri
a. Koroid pleksus papillomu ...

b. Atipik koroid pleksus papillomu ......ceceeeeeeeeeieeeeiiiiiiiiiiiiiins
. Koroid pleksus KarSinomu ..........cccooveeiiieeiiiiiiiiceeeiiiiiinnn




6. Diger noroepitelyal tumorler

AASIIODIASIOM ..o Il
b. Uclnci ventrikiltn kordoid gliomu .......cccoeeeeeeeiiiiiieeeeiiiiiiiinns Il
C. ANGIOSENtrik gliom ......oooeiiiie e I

7. Noronal ve mixt néroglial timdorler

a. Serebellumun displastik ganglioSitOMU .ceeee.eeeeeeeieiiiiiiiiiiiis 0
b. Desmoplastik infantil astrositom / gangliomn ...........ccccceeeennn.. I
c. Disembriyoblastik ndroepitelyal tUmor .coo.......ooevvviiiiiiiiiiinneennn. 0
d. GanglioSItOMA .........cocviiiiiiiiiiceeeee e Q

€. Ganglioglioma ..........oooiiiiiiiiii e .

f. Anaplastik gangliogliom ..............eeeeeeeieeiiei i, 11
0. Santral NOrOSITOM ......cooeiiiiiiiiieeeeeee e .
h. Ekstraventrikiler NOroSitom .........ccceeevviiiiiiiiiiiiie Il
I. Serebellar IPONOIOSITOM ... eeeeeeeee e I.. 1
J. Papiller gliondral thmoOr ...........coceeemveviieie e ...
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2.2. Glioblastom

Glioblastom egkinlerde en sik gorilen (ortalama her yizbinde guplve en
malign beyin timérdiit intrakranial timérlerin % 12-15'ini ve astrositikupun ise %
50-60'In1 olyturur®®*? Her yata gorilebilir, ancak olgular en sik 45-75sya
arasindadir. Cocukluk gada nadir gorilur. Erkek/kadin orani 1,5/ 1 cimdadir®®

Glioblastomlar % 90’1 primer, % 10'u ise seker olan iki grubtan okur. ileri
yasta kendine 6zgu ortaya c¢ikan lezyonlar “primer’rakatanimlannytir. Bunlar glial
oncu htcrelerden direkt gedin ve ilk histopatolojik incelemede glioblastom 1san
konulan timorlerdir. Hizlh gefiikleri icin ilk 3 ay icinde klinik belirti verirle. Primer
olanlar (60 ya), sekondere gore (30-40gydleri yaslarda daha fazla goriilmektedfr.
Sekonder glioblastomlar gliik dereceli gliomlardan (grade Il ve lll) progresyo
gostererek gelirler. Bu timérler kadinlarda daha yiiksek insidasahiptir. Dusiik
dereceli astrositomlarin glioblastoma démiési icin ortalama 4-5 yil stre gecmesi
gerekir® Her iki grupta morfolojik olarak ayirt edilemez.abta ya dikkate

alinmadginda ikisi de kétii prognoza sahipfir.

2.2.1. Etyoloji

Beyin tumorlerinin olgumuna neden olan etken veya etkenler tam olarak
belirlenememitir. Cssitli teoriler ileri surilmigse de bu konuda kesin bir sonuca
ulasilamamstir. Travma, hormonal faktorler, cevre ve genetdktdrler Uzerinde
durulmaktadir® Kansorejen madde iceren, ozellikle petro-kimyaayarartiklari ile
temas edenler ile manyetik alan icerisinde sealarda bu timortin goérilme sgkli
artmstir.*® Radyasyon en 6nemli risk faktorii olarak gostegtimf®>’ Son yillarda cep
telefonu kullaniminin beyin timérlerinde aatiyol actg bildirilmistir.*® Diger risk
faktorleri arasinda sigara, alerji ve viral enfgksi (izerinde durulmytur.3%4°

Ailesel bir takim hastaliklarin (Noérofiboromatoziguberoz skleroz, Turkot
sendromu, Li-Fraumeni sendromu) glioblastom ildikiglik gosterdgi belirtilmistir.
Genetik yatkinlik, Ollier's hastal, ailesel kolon adenokarsinomu (DNA mismatch

tamir enzim eksiklii) ve Maffucci sendromunda bu tiimérdile eden bir faktordir®**



2.2.2. Glioblastom’da Klinik Ozellikler

Glioblastomlar, bglica serebral hemisferlerde yesila gosteren infiltran
timoérlerdir®®*? En sik tuttgu lokalizasyon frontal, en az tufu lokalizasyon ise
oksipital lob’dur®® Serebral hemisferlerde, 5. ve 6. dekatlarda tiripsidans gosterir.
Beyin sapindaki timdorler cocuklarda meydana geledikt Serebellum her y& nadir
yerlesim yeridir. Cok nadir olarak optik siniri de tutdihi’

Glioblastom makroskopik incelemede c¢evre normakudan iyi sinirla
ayrilmaktadir. Mikroskopik olarak incelerginde ise kitleden uzakta normal doku igine
infiltrasyon gosterebilif® Yiksek derecede invaziv 6zelliklere sahip @duicin
timoriin cevresindeki normal beyin dokusunda 6deenekgpansiyona neden olurfar.

En yaygin belirtileri ba agrisi, bulanti kusma, epileptik ndbetler, néGromotor
fonksiyon kaybi, 3. ve 6. sinir tutulumlar ve mantesisikliklerdir. Tutulan tGmor
lokalizasyonuna bz fokal bulgular da olgabilir.**irritatif etkiye bal olarak epileptik
bulgularin ortaya cikmasi frontal ve temporal ygndi timaorlerde siktir. Bgagrisi,
meninkslerde kan damarlariylaskili olan, griya duyarl sinir uclarinin irritasyonu ve
lokal gerilimi sonucu ge§ebilecesi gibi, intrakranyal basincin agtiile de ortaya
Bulanti-kusma orta hat ve posterior fossa timoileriliskilidir. Mental dezisiklikler
frontal ve temporal lob tiimérlii hastalarda en sikiten bulgulardan biridit>*®

Norolojik bozukluklar, beyinin tutuldiu alana bgmli olarak ortaya cikar.
Pariyatel lob tumorlerinde afazi, agnozi, kortikapreksi, hemipleji veya parezi;
temporal yerlgimlilerde yakin hafiza kaybi, aurali nodbetler velldgnasyonlar
izlenebilir. Frontal lob lokalizasyonunda anosmijsilk degisiklikleri, olfaktor
hallusinasyonlar; oksipital lob timorlerinde gornaani bozukluklarr ve aleksi

gorulebilir *®*°Glioblastomda ¢ok nadiren intrakranial kanama dilabi

2.2.3. Glioblastom’da Radyolojik Ozellikler

Son 20 yildir, Magnetik Rezonans (MR) ve BilgisdyaFomografi (BT),
intrakraniyal ve spinal lezyonlarin tanisinda sthé&ullanima girmi tekniklerdir.

Glioblastom genellikle BT'de ‘hipodens’ lezyondancak ‘izodens’ de olabilir.
Kontrast madde enjeksiyonunu sonrasi BT'de kontrasin bolgeler, tum6r dokusunu
yansitir. Bu tutulum, neovaskdilarite vgrlile iligkilidir. Kanlanmanin zayif oldgu



veya nekroz bolgeleri, kitle icinde yer alan sdk dansiteli alanladir. TuUmor
cevresindeki ayni gorinim ise 0demi gosterir. Bihl tve cerrahi rezeksiyon sonrasi
tedavilere temel okiuracak rezidiel timorin boyutunu belirlemek icire d
kullanilmaktadif®®

MR ise; normal anatomik yapiylr ve beyin parankideki deisiklikleri daha

detayl gosterif”*°

MR’de glioblastom heterojen kitlgeklinde gorinir. Bu heterojen
gorinim nekroz ve/veya kist glumuna bghdir. T1A gortintistinde genellikle santral
yerlesimli hipointens alan mevcuttur. Bu hipointens algewvreleyen kalin, dizensiz
duvar ve solid noduller parankime goére izointengaviafif hipointens sinyal paternine
sahiptir. T2A incelemede heterojen yapida hipenstgérinum vardir. Cevresel 6dem
alani T2A goruntilemede belirgindirintraven6z gadolinyum sonrasi  yapilan
incelemelerde opakjma her zaman saptanir. Bu boyanma genellikle timdalin
diizensiz duvarinda halkasal olmakta§ekil 1).°

Bu radyolojik bulgular glioblastom i¢in oldukcarkkteristiktir. Grade Il ve Il

astrositomdan ayirt etmeye de yardimci olutlar.

A

Sekil 1. Sg temporal lobda glioblastomlu bir olgumuzun manyetk rezonans goérintilemesi. (A)
Aksial T1A goruntilemede hipointens lezyon (beyazk) olarak goruliyor. (B) T2A goruntilemede
bu lezyon hiperintens gorinimde (siyah ok) ve etrafida yaygin 6dem bolgesi mevcut.

Pozitron emisyon tomografi (PET); malign biyimelemyle, metabolizmasi
hizli alanlarin farklilamasi sonucunda ortaya cikan, dokigigkenligini saptamaya

yardimci olan bir tani yontemidir. ‘Single photomisyon tomography’ (SPECT) ve



PET, tumo6r metabolizmasini anlamak ve radyasyorrozekdan, neoplaziyi ayirt
etmek icin kullaniimaktadir. Malign htcrelerin daHazla glukoz kullan@inin
bulunmasi Uzerine, ‘18F-florodeoksiglukoz’ (FD&,IPET cakmalari gergletilmistir.
‘FDG-PE’in tani ve tumor yonetiminde kullaniimasiirdok fayda sglamistir.
Malignensinin derecesi, biyopsi alaninin lokalizasy, tedavi sonrasi metabolizma
Olctimleriyle tumor nuksunun tespiti ve tiumor nukitnadyasyon nekrozundan ayirt
etmek olanakli hale gelstir. ‘Talyum 201’ (201 TI) tutulumunun, timoéri ¢cevbeyin
dokusundan ayirt egfinin bulunmasi ile, stereotaksik biyopsi alaniniokalize
edilmesinde kullaniimtir. TUmoér nuksunun ghisinde oldukga duyarl bir tekniktir.
Radyasyona [ gelisen deisikliklerden, timadr nuksunu ayirt etmekte ise duyel
yetersizdir. ‘TI 201've ‘Tc 99m hekzametilpropilemin—oksim’ (99mTcHMPAOQ)'in
birlikte kullanimi ve bu maddelerin agtk tutulumlari sonucunda; radyasyon nekrozu
ve niks gliom ayirt edilebilngiir. ‘TcCHMPAQO’ kan beyin bariyerini gecebilir. Ne&tik
dokuda kan akimi azalgh icin, radyasyon nekrozunu tespit etmede yardimcid
Manyetik rezonans spektroskopi (MRS); gliom metamoasi caymalarinda yeni bir
goruntileme tekgdir. MRS ile fosfor 31 ve hidrojen oOlcimleri yagnbk, enerji
metabolizmasinin haritasi ¢ikarilabilir, hiicre zarilipid metabolizmasi ve ger hiicre
unsurlari tanimlanabili¥®

Opere olamayan hastalarda gorunttleme teknikrery@rdimiyla stereotaktik
biyopsi yapilir’ Kesin tani biyopsi veya eksize edilen lezyonun dmatolojik

incelenmesi ile konuft’

2.2.4. Glioblastom’da Makroskobik Ozellikler

Glioblastomlar diizensiz ve kéti sinirhdiHemoraji, kist formasyonlari ve
nekroz alanlari icerit:*? Kiiciik, tromboze venler yaygindirKesit yiizeyi csitli
renktedir. Taze dokularda nekroz ve kanama alantaoldigu yerler sari, kirmizi ve
kahverengi olarak gozlenir.Makroskobik kistler, diffiiz astrositomdaki retaymn
kistlerinden farkli olarak likefiye nekrotik timdaokusunu yansitan sivi igerir. Kitle
genellikle tek taraflidir. Beyin sapi ve korpusl&almda bilateral ve simetrik olabilir.
flerlemis lezyonlarda, korpus kallosumun govdesinden herhixnisfere de yayilan

neoplasm kollari bir kelelyekine benzemektedir. Buna kelebek gliomu adi ireril



(Sekil 2).” Glioblastomlarin ¢pu serebral hemisferlerde yeyite Bu intra parankimal
kitlelerin merkezi beyaz cevherdedir. Stperfisiyatlesimli kitleler leptomeninks ve
dura ile ilgkilidir. Bu lokalizasyonda neoplazmlar siklikla kgenden zengindir, cerrah
ve nororadyolog tarafindan metastatik karsinom gargenenjiom gibi ekstra aksiyel
lezyon olarak yorumlanabilir. Bazi dev hicreli dgli@astomlarin siniri belirgindir ve bu

durum metastatik karsinomla kgtrrilabilir.”

Sekil 2. Glioblastomun kesitte gériinimu. Burada neofazinin kar si hemisfere
de gectiine dikkat edin. Buna kelebek gliomu adi verilir®’

2.2.5. Glioblastom’'da Mikroskobik Ozellikler

Glioblastomlar histolojik ve sitolojik varyasyomlagOsterir. Yaygin patern,
pleomorfik, hiperkromatik niukleus ve genisitoplazmali hicrelerin  dizensiz
karisimimdan olgur. Dainik pleomorfik htcreler siklikla gérulir. Hucrelemirgogu
kiicik ve bipolardir. Niikleolus belirgin gitdir ve atipik mitozlar goriilebilir.
Mikrovaskdler proliferasyon ve nekroz glioblastondia tani igin karakteristik iki
onemli 6zelliktir. Tamoran iskemik alanlarinda (e vaskiler endotelyal biyime
faktori gibi vazojenik faktérler proliferasyona sgbolmaktadir. Endotelyal hiicreler ile

birlikte diiz kas hucreleri, perisitler ve advenéisglementler de bu proliferasyonda rol



alirlar” Nekroz glioblastomun ayirici bir ézeidir. Koagulatif tipteki bu odaklar
sadece neoplastik dokuyu gle vaskuler sistemi de sarabilir. Kugik buyitmede
neoplastik hicrelerin belirgin ve klasik periferdizilimi nekroz boélgelerini ana
hatlariyla belirler $ekil 3). Palizatlanan hiicreler arasinda apoptaithar bulunabilir’
Gemistositik astrositlerce ve dev hilcre varyanitzi zengin olanlarda perivaskuler
lenfositler ve plazma hiicreleri goriilebifir.

Sekil 3. Glioblastomda palizatik nekrozun mikroskobik gérinimu. Yogun selllarite,
carpici pleomorfizm ve glioblastomanin tipik karekeristik 6zelligi olan koagulatif nekroz
alanini siralayan ‘palizatik’ tumor hicreleri. H&E X 100

Glioblastomlarin sitolojik kompozisyonu gerbir yelpazeye sahiptir. Tek dize
kiguk hticre neoplasmlarindan dev hiicreler icerenpamente kadar uzanabilir. Elik
grade’li astrositik neoplazmlar progresyon gosteirdy. Ayni 6rnekte glioblastom ile
birlikte iyi diferansiye ve anaplastik astrositorokd paternleri bir arada olabilir. Bu
varyasyon sekonder glioblastomun ayirici 6ggelli. Kortekste, satellitosis,
perivaskuler birikim ve tumor hicrelerinin subptaplanmasi gibi sekonder yapilar

izlenebilir.”

Kiaguk hucreler glioblastom da yaygin olarak géridme rgmen onlarin
baskin ve 6zel alt grubu Kiguk Hucreli Glioblastatarak bilinir. Bu alt tip kiguk,
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yuvarlak, hafif uzamg, orta derecede hiperkromatik ntkleuslu, ylksek legrk
sitoplazma orani olan, minimum atipiye sahip nmmndik hiicre populasyonu igerir
(Sekil4) 223 Glial fibriler asidik protein (GFAP) immunreakiifi sitoplazma miktari
ile orantili olarak azdif.Mikrovaskiler proliferasyon, nekroz belirgindir. Bumor
fenotipi Epidermal growth factor receptdEGFR) amplifikasyonu, p1%8“® homozigot
delesyonu, Phosphatase and tensin homold®TEN) mutasyonlari veLoss of
heterozygosity(LOH) 10g gosterir. EGFR ve bunun varyanti olan HRG VIII

ekspresyonu yaygindif:*

Sekil 4. Kaguk hicreli glioblastomda kugtk, yuvarlak, uniform hicreler ile
normal ve atipik mitoz

Kucuk, uniform hiicreler oligodendrogliomaya befikegdsterebilir’ Kiigiik
hiicreli glioblastomun nikleusu oligodendrogliomumiform nikleer yuvarlakfiindan
yoksundur. Perivaskiler psodorozetler genellikleetr ve ependimomdakilere
benzemektedir. Cevre dokulara infiltrasyon gosferiKiicilk Hiicreli  ds

glioblastomlarla kawlastirildiginda surveyde énemli farklilik yoktd?.

Glioblastom oligodendroglioma benzeyen alanlaregr. Bu alanlar cgtli
blyuklukte ve siklikta olabilir. Klasik glioblastdardan daha iyi prognoza sabhiptirler.
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WHO 2007 siniflamasinda bu tumorler icin ‘oligodsygliom komponentli

glioblastom’ taniminin kullanilmasi énerilgtir.*°

Dev hicreli glioblastom, primer olarak c¢okblu ve multinukleer buytk
hiicrelerden meydana gelir. Kiicik hticrelerinde darabildig kollajenden zengin bir
stroma ile karakterizedirKisa bir klinik hikaye ve %30 oraninda PTEN mutasy
vardir. Gen¢ hastalarda, sekonder glioblastom ifikte bulunur. Tumor baskilayici
protein (TP53) mutasyonu. % 70’den fazla bir orandaedir. EGFR amplifikasyonu
daha az gorilif® Proliferasyon indeksi diik olan bu timér uzun dénemgsiealimla

korelasyon gostermektedf?.

Glioblastomlar epiteloid gérinumla hicreler tandfn olgturulabilir. Miksoid
zemin bu lezyonlarda yaygin gorulir ve tumoére mkeal gorinim verir.
Psodoglandlarda medulloepiteliom benzeri patern taen skuaméz farklilema

bulunabilir.’

2.2.6. Glioblastomunimmunohistokimyasal Ozellikleri

Neoplastik htcrelerin icinde glial filamentlerinrigi GFAP immuinohistokimya
(IHK) boyasi ile kanitlanabilir. Spindle hiicreleritoplazmalarinda ve gemistositlerin
periferinde bu filamentdz protein reaktivitesi datk ceker. Kucgik hicre
komponentinde boyanma vyetersizdir. GFAP’In negatihasi glioblastom tanisini

dislamaz. Dokunungri islenmesi immiino reaktivite kaybina neden olaBilir.

p53 proteini, pl6é ve p2l gibi timor inhibitér prFmlerle harmonize
calismaktadir. TP53 geninde meydana gelen mutasyon engalbozarak gliomlarda
daha malign formlara dogiime yol agmaktadir. Tim astrositik timdrlerde goetebu
mutasyon AA'da (% 64), glioblastomdan (% 26) dateld bulunmstur. p53
proteininin &ir1 ekspresyonu sekonder glioblastomlarda >% 90, ikemer tipte <% 35
saptanmtir.®*

EGFR amplifikasyonun primer glioblastomun gelesinde ilk molekuler

aberasyon oldgu disiintilmektedir*?®°>* Asiri ekspresyon, denovo grubun % 40-
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50’sinde, sekonder tipin % 0-9.5’'inde 35sya altindaki hastalarda meydana ggidi
belirlenmitir, 434354

Glioblastom’un Ki-67 ile boyanma indeksi oldukdagisiklik gostermektedir.
CDKN2 (p16) delesyonu olan timodrlerde yuksek sdetybildiriimistir. Bu indeksin

prognozda kullanimi azdfr.

2.2.7. Glioblastom’un Ultrayapisal Ozellikleri

Elektron mikroskopisi glioblastomun tanisinda c¢akdin kullanilir. Secilmy
orneklerde lezyonun nonepitelyal yapisi gosteritebiimor hicrelerinde dizensiz
baglanti noktalari siktir. Tonofilament iceren iyi deszom balantilari yoktur’

2.2.8. Glioblastom’un Molekiiler ve Sitogenetik Ozdikleri

Glioblastom’un genetik yapisi heterojendir. Farkéstalara ait 6rneklerde ve
ayni tumor dokusunda genetik yapiggenektedir. Bu yuzden hastalik ‘multiform’
olarak isimlendirilmitir.**** Son molekiler parametreler, glioblastomlari ‘priimees
‘sekonder’ tipler olarak alt siniflara ayirgtir. Her iki tip tUmérde sitogenetik
farkliliklar da vardir? Diisiik dereceli astrositomlardan glioblastoma kadan glenetik
degisiklikler Sekil 5'te 6zetlenmgtir. Dev hucreli glioblastom ise ara 0zelliklere
sahiptir. Dger alt tipler ve genetik anormalliklerin prognostikemi hentiz aciklama

beklemektedir’
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TP 53 mutasyonu (%50)
PDGF-A air1 ekspresyonu

Disuk Dereceli Astrositom

LOH 19q

P14*"F amplifikasyonu

CDK4 amplifikasyonu/ sir1 ekspresyonu
LOH 13qg/ 11p kaybi

Anaplastik Astrositom

LOH 10q

PDGFR amplifikasyonu
P14*"F delesyonu (%20)
EGFR amplifikasyonu (%10)

TP53 mutasyonu (%65)
MGMT metilasyonu (%75 )
PTEN mutasyonu (%5)
RB1 metilasyonu (%40)

L

P16V*“2delesyonu (%30)
RB1 metilasyonu (%15)
EGFR amplifikasyonu (%40-60)
LOH 17p, 22q

CDKNZ2A amplifikasyonu
CDK4 amplifikasyonu
TP53 mutasyonu (%30)
PTEN mutasyonu (5%)
MGMT metilasyonu (%36 )
MDM2- 4 protein Uretimi
LOH 10g/ kr 10 monozomi

Sekil 5. Primer ve sekonder glioblastom geymesinde meydana gelen genetik

25,28,32,55

degisiklikler

Sekonder glioblastom icin p53 mutasyonu, primem EGFR amplifikasyonu

karakteristik genetik dgsikliklerdir.>* Sekonder grupta platelet kokenli biyiime faktorii
reseptori. A (PDGFRA), PDGFRA ligandi ve TP53 geniie caitli genetik

degisiklikler saptanmygtir. p16™“4

, retinoblastom yatkinlk lokusu protein 1 (pRB1)

genlerinde mutasyon, siklin ganl kinaz (CDK) 4/6 ve insan double minute 2
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(HDM2)'de amplifikasyon, kromozom 10 delesyonlarda gdsterilmitir.23? 19q
kromozomundaki heterozigosite kaybi bu grupta detyin goriilmektedif.

Primer glioblastom bircok anormdin sik goruldi@gu alt tiptir. EGFR
amplifikasyonu ve @ri salinimi, PTEN’de delesyonlar, siklingenli kinaz inhibitori 2
(CDKN2A) (pl16)'da homozigot delesyonlar ve kromozalfg23'te heterozigosite
kaybi (LOH) en sik saptanan genetikggéliklerdir. LOH olgularin %60-80’'inde
meydana gelmektedir ve bu bdlgede tiimér baskilayan PTEN geni bulunmaktadtt.
Tp53 gen mutasyonu primer grupta daha azdir veyggg ortaya cikarMirine Double
Minutes (MDM2) proteini p53’'e kapn gelisen bir proteindir. MDM2'nin i
ekspresyonu, MDM2 geninin amplifikasyonu ve p53 asybnu bulunmayan primer

glioblastomlarda saptangir.®*

Kromozom 10 kaybi, PTEN gen delesyonu, primes&konder glioblastomda
saptanan ortak genetik ggkliklerdir. Ancak bu siniflandirmanin kesin si@am yoktur.
Her iki tipte de p53 mutasyonu ve CDK4 amplifikasyogibi genetik dgsikliklere
rastlanabilir>>*

Tirozin kinazlarin aktivasyonu Ras onkogeni agacdle mitojen aktive edici
protein kinaz (MAPK) yolgini tetikler. Bu aktivasyon, glia hicresindesgm ve
blyumeyi kontrol eden genlerin ekspresyonuna netlen Glioblastomda tirozin kinaz
reseptorlerinde mutasyon efuasi sinyal yolaklarinin kontrolsiiz aktivasyonurmeaen
olmaktadir. Son yillarda, oksidatif streseska&orumada yer alan izositrat dehidrogenaz
1 (IDH1) geninde mutasyonlar da dikkat cekiini**

Sitogenetik yapi bakimindan glioblastomlarda sdyv&e yapisal kromozomal
anomaliler sik gorulmektedir. t(15;19) ve t(10;1fgnslokasyonlari ve 9p, 10p, 10q,
13qg, 17p ve 19q bolgelerinde ki kayiplar sik saptamnomalilerdir. Kromozomal

kayiplarin, kazanimlardan daha fazla @duablo 2 de gorilmektedif:>
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Tablo 2. Glioblastomda Genetik Dgisiklikler *

Gen

Multible

Multible
CASP8

KLF6
MGMT
NF1
NF2
pl6-pl4
p16INK4a
pl4 ARF
p53
PTEN
RB 1
RUNX3
TES
TMS1/ASC
CDK4
CDK®6
COL4A2
CSEIL
EGFR
EGFRuvIII
ESR
FGR
GLI
MDM2
MYC
MYCN
NRAS
PDGFRA
PGY1
PIK3CA
SLA/LP
SDTIM2
TNFSF13B

Kromozom

1p, 6q, 79, 9p, 10p, 10q, 13q, 14
15q,17p,18q, 19q, 22q,Y
1q, 3q, 4p,4q,7p, 7q, 12q, 13q, 19

2033

10p15
10926
17g11
2211
9p21
9p21
9p21
17p13
10923
13q14
1p36
7931
16p11
12q14
7921
13934
2013
7921
7p21
1p35
12913
12g15
8024
2p24
1p13
4912
7921
30926
4p15
4p15
13933

Mekanizma
Kayip

Kayip
promotor metilasyonu
amplifikasyon
mutasyonla inaktivasyon
Metilasyon
mutasyonla inaktivasyon
Delesyon

homozigot delesyonu
delesyon ve metilasyon
delesyon ve metilasyon
mutasyonla inaktivasyon
mutasyonla inaktivasyon
mutasyonla inaktivasyon
Metilasyon
Metilasyon
Metilasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Mutasyonla aktivasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon
Amplifikasyon

Glioblastomlarin ydnetiminde kullanilabilecek biarkerlar icin

Siklik (%)
2-75

80

12

argtirmalar

devam etmektedirilk calismalar, balica imminohistokimya ile tanimlanan protein

seviyelerine ve tumor dokusundaki

molekiler genetikormalliklere dayalidir.

Gunimuzde ise timor markerlarina, plazma, serunB®&'ta bakiimaktadit® En

onemli biomarkerlar Tablo 3'te drneklenyt.
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Tablo 3. Glioblastom icin Varsayilan Biomarkerlar ve Biyolojik Rolleri **

Biomarker Biyolojik Fonksiyonu Glioblastom’da Onemi

Timor Doku
Markerlari

Hucre siklusu kontrol noktasi ve  Mutasyon sekonder glioblastomda primere

DNA tamiri oranla daha yaygindir
Yasli ve primer glioblastomda
Proliferasyon, invazyon amplifikasyonu ya da over ekspresyonu daha
yaygindir

Biyolojik rolu bilinmiyor,
oligodendroglial morfolojiye baml Kodelasyon seyrek ve énemi kesirgile
kodelesyon ve olumlu sonug

Promoter metilasyonu sonucu alkilleyici

DNA tamiri ajanlara kan artan sensitivite

Biyolojik rolu bilinmiyor,

muhtemelen proanjiojenik yolaklarz Sekonder Glioblastoma @ia mutasyonlar ve

bagiml| pozitif G-CIMP
Fonksiyon bilinmiyor, marker CD133+ hiicrelerin miktari ya da daha kotu
glioma-bglatici hiicrelerle ikkili sonugcla ilgkili ekspresyon
Serum
Markerlari

DNA tamiri Doku testi icin vekil marker
Anjiogenez Anjiojenik aktivite indikatori

Kan damarlarinin bazal membrani Vaskuler normalizasyonun indikatori

Bilinmiyor

Gen ekspresyonunun regulasyont

2.2.8.1. p53

Tumor baskilayict gen olan Tp53, genom koruyucu#ladladg! protein p53;
hipoksi, ultraviyole, radyasyon ve ila¢ gibi nedsig hicrenin strese maruz ka&di
durumlarda p21, pI#", MDM2 ve bax aktivasyonu yapar. Bu durum G1, G2tkol
noktalarinda siklusun durdurulmasina ve apoptozdemeolmaktadir. Astrositom
onkogenezinde Tp53 geninde mutasyon veya gen lokuigine alan allel kaybi olmasi
kodlanan proteinin fonksiyon kaybina neden olum@ma yabanil (wild) p53 yokfju

ile hiicre cgalmasi kontrol edilemez ve hiicrede apoptoz olaygejdesemez>*°°
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Gliomu da igine alan kanserler icinde, Tp53 gertasyonu en yaygin molekuler
genetik dgisiklikler arasindadif’ Kromozom 17p13 lokusunda oturan bu genin
mutasyonu glial tumoérler icinde en sik diffiz asttomlarda saptangtir. Bu durum
astrositom onkogenezinde ilk adimlarda gerggiie bir mutasyon oldiunu
gostermektedir! Mutasyonun orani, sekonder glioblastomda % 65 jxémer de %
10'dur3* Glioblastomda bu mutasyonun prognostikzete net dgildir.>® RT veya

alkilleyici ajan KT’sine alinan cevabin tahminindeemi heniiz belirsizdit?

2.2.8.2. EGFR

Kromozom 7qll.2’de oturan EGFR sinyal yolu de nogboblastom
gelismesinde temel genetik gigikliklerden biridir. Genin amplifikasyonu ve sai
ekspresyonu glioblastomlarin % 35'inde bulugtu®* Bu ekspresyon tiimérde argmi
proliferasyon, invajinasyon ve direncli apopito;zslranuglannl.5 EGFR’ler tirozin kinaz
reseptor ailesine kadir.3* Mitojen ile Aktive Protein Kinaz (MAPK) gibi hiicrém
cogalmasi ve ygamindan sorumlu sinyal yollarinin aktivasyonunaemedlmaktadir.
MAPK’'In asirt ekspresyonu, RT'ye kar direncle ve koti prognozla uyumlu
bulunmutur. *>** AA'nin glioblastoma déngiimiinde MAPK aktivasyonu da sorumlu
tutulmaktadir*

vlll varyanti (EGFRVIIl), EGFR amplifikasyonu olaglioblastomalarin % 20-
40'inda belirlenmitir.***>" Gliomlara 6zgii bu varyant ekson 2-7'nin delesydauy
karakterizedir*

Hem yaban tip EGFR hem de vlll mutantin glioldastia net prognostik rolt
belirlenememitir.****>"> Bazi calsmalarda overekspresyonu kétii prognozlakili
bulunmutur.®® viI'in glioblastomdan ¢ok AA vakalarinda progndstolabilece;
bildirilmistir.** Glioblastomlarda EGFRvIIl negatifinin hastalarda prognostik
oldugunu, pozitifliginin ise prognostik nemi olmagibelirtilmistir.>® Tedaviye yonelik
EGFR varyantlll reseptérine karasilama stratejisi ile ilgili cakmalar devam
etmektedir>
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2.2.8.3. Ras ve PI3K/Akt

Ras association domain family proteifRASSF1A) insan DNA tamir proteini
ile etkilesime girer. Bu proteiningri ekspresyonu sonucunda mitotik siklinler staaili
olur ve hiicre prometafaz safhasinda durur. RASSRBS'In apopitozdaki roliine

aracilik edef?

Invazyon, yer dgstirme, hiicre sa kalimi ve proliferasyonu gibi durumlari
RASSF1A,PI3K/Akt Uzerinden yonetir. Aktive PI3K/Akt yofa tumor grade’nin
artmasi, apopitozun azalmasinda etkili bir yoffurRas''n MAPK (izerinden
aktivasyonu, radyasyon direncine, vaskullarizasyaartmasinina ve proliferasyona yol
acar. p-MAPK, glioblastom hastalarinda daha kigaksdim siresi ve zayif radyasyon

cevabina neden oldf:®?

TUmor sltpresor gen oldRASSF1A3p21.3 lzerinde yede. Cesitli kanserlerin
tumoregenezisi sirasinda, en ¢ok promoter boélgeretilasyonu yoluyla inaktifkgr.
RASSF1AIn metilasyonu gliomlar dahil farkli primer tumérde yiksek oranda
bulunmutur. Astrositomlarin % 32-% 70'inde metilasyon sonuBASSF1Agen
ekspresyon kaybi olur. Bu gen inaktivasyonu adtosibglangici ve progresyonunda
rol alir. Metilasyon orani ile tiimér grade’i artma#lir’® Ras inaktivasyonu yiiksek
grade’li gliomlarda yaygindit* Metilasyonu normal dokularda nadiren gorilir. Erke
tumor tespiti ve hastgin izlenmesinde promoter metilasyonunun tanisat atarak

kullanimi énerilmgtir.®°

2.2.8.4. Kromozom 10 Kaybi

Glioblastomda kromozom 10 heteroziggtinun kaybi sik goérilen molekuler
alterasyonlardandir. Primer ve sekonder glioblakioa yaklaik % 60-80’inde
meydana gelir. LOH; tim kromozomun veya kolun kaglabildigi gibi delesyonlu
bblge olarak da ortaya cikabilir. 10p14-15, 10923v2 10g25-PTEN yaygin gorilen
delesyonlu bolgelerdir. 10qg'daki delesyonlar dahak ¢sekonder glioblastomda

gorulurken, 10p ya da tim kromozomun kaybi, saqeaeer grupta gorultr. LOH
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10g’'nun kisa donem gaalimda orani yuksek (% 73) bulungtwr. Uzun dénem $a
kalimda orani ise % 50 olarak bildirilgtir.**

2.2.8.5. 1p ve 19q Kromozom Kodelesyonu

1p/19q kodelesyonu, bir hibrit kromozomun kaybingncilik eder.
Heterozigotlgun kaybina neden olan dengesiz bir translokasyamucso olgur.*
Dengelenmengi bir tim-kol translokasyonu ile gercekdm bu delesyon RT ve KT'ye
cevapta prediktif, glcli bir prognostik faktordiBu kromozomlarin kodelesyonu
oligodendroglial timér okumunda erken genetik bir olaydfr. Dusik dereceli
astrositomlarin, anaplastik astrositom veya glistamlara dongiimtnde rol oynar.
Kromozom 19qg’da ki bu kayip; sekonder glioblastorfti®4 gozlenirken, primerde %
6 diizeyinde saptangtir.>*°3

1p/19q delesyonu, p53 mutasyonu ve EGFR amplijikas ile ters dgerken,
MGMT promotor metilasyonu ve IDH1/2 mutasyonu ilérliktelik gosterir. Bu
kodelesyonun yuksek grade’li gliomlarda iyi progleozlgili bir pronéral gen-

ekspresyon profili oldgu gosterilmgtir.®*%°

2.2.8.6. Kitinaz 3-like 1 (CHI3L1)

Kitinaz  benzeri  protein, glioblastomda gei SSS  tumorleriyle
karsilastirildiginda air eksprese edilen bir gen trinudir. CHI3L1'In gk serum
seviyesi gliomun grade’i, potansiyeli ve tumor yuké paralellik gosterir. Yg
hastalarda gorulens@a ekspresyonu radyasyon direncine neden olmakt&HI3L1

tumér yukiinun gosterilmesi icin 6nerilghir markerdir'®

2.2.8.71zositrat dehidrogenaz (IDH)1/2 Mutasyonu

izositrat dehidrogenaz, Krebs devrine katilan bairadir. Nikotinamid Adenin
diniikleotid (NAD) NADH’a donisiirken, a-ketogluterat ve C@iireterek izositratin
oksidatif dekarboksilasyonunu katalizler. NAD rethilglutatyonun rejenerasyonunda

onemli rol oynar. IDH1 dolayl olarak oksidatif ggte antioksidan gorev almaktadir.
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IDHL1'in arjinin  bulunan 132. aminoasit pozisyonund@132) bir mutasyon
saptanmgtir. En yaygin (% 90) amino asit glgimi, arjininin histidine dongumadur
(R132H)!* Glioblastomlarin % 6-12’sinde bu mutasyon belirlégtn®* Sekonder
glioblastomda % 50-88 oraninda gorilen bu mutagydmer grupta % 3-7 oraninda

saptanmtir.®®

Tum gliomlarda, IDH mutasyonu olan timdrler, wiid icerenlere oranla daha
az agresiftirler>>* IDH1 mutasyonu, bilinen Kklinik ve molekiler progsii
faktorlerden sonra gaalim ile giiclu bir iliki icindedir™* Mutasyona sahip grubungsa
kalim suresi daha uzundtr'®°**>%1DH statiistinui belirlemek, RT ya da KT'ye verilen
yanitlari tahmin etmeye yardimcigielir. > Giiniimiizde hedefli tedavilerin dizayni icin
IDH1 R132 mutantlari agarma konusudut’

2.2.8.8. MGMT

Metil Guanin Metil Transferaz, 207 amino asittelusan (24 kDa), enzim
benzeri kuguk bir proteindir. Yaromri 24 saatteazlédir ve nispeten stabil bir
proteindir®® Ribozomlarda sentezlendikten sonra sitoplazmadakirdgse gelir.
MGMT, hucresel genomu alkilleyici ajanlarin mutdjeretkilerinden koruyan en
onemli DNA tamir proteinidir® MGMT’nin varliginda, alkilleyici ajanlarin toksisitesi
azalir, guaninin ® pozisyonundaki eklentilerin ojumu tersine déner ve oldiiriicii
capraz bglarin olsumu inhibe olur. Bu protein aktivitesi nitrozoire t¥emozolomid
gibi alkilleyici ilaclara kag! direncin altinda yatan major bir mekanizmddiPromoter
metilasyonunun sakalimla giicli birsekilde iliskili oldugu gosterilmgtir, 141315164

Kemoterapotik ajanlar tarafindan indiiklenen DNKRilakyon bolgelerinden biri
olan guaninin & pozisyonundan alkil gruplari, MGMT tarafindan ukzakrilir.*? Bu
alkil gruplari baskilanarak, dolayisiyla alkilleyajanlarin etkileri sinirlandiriimaktadir.
MGMT, birbirine konyu DNA dizileri arasindaki ¢apraz gdormasyonunun oniine
gecmek icin dizayn edilngiir.®®> Promotor bélgenin metilasyonu ile MGMT geni
epigenetik olarak susturulur. Bu inaktivasyon MGMKspresyon kaybi ve azakmi
DNA tamir aktivesi ile sonuclantf. Ekspresyon diizeyi, promotor bélgesindeki sitozin
fosfat guanozin (CpG) adalarinin hipermetilasyonle iters orantilidif?

Glioblastomlardaki ilk catmalarda MGMT promotor metilasyonunun kemoterapiye
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cevapta bir prediktif faktor olabilegedisunulmistir. Son ¢cakmalarda gelinen nokta
ise metilasyonun, RT ve KT'ye cevapta iyi bir pigdi marker oldgunu

g('jstermitir 12,15,16,54,31

Alkilleyiciler tarafindan olgturulan DNA eklentileri ve 6zellikle guaninin 0
pozisyonunun alkilasyonu, mutasyonlarinin sadasina ve kanserin indiklenmesine
neden olur. MGMT molekilt, sitotoksik alkilleyicilesiklere maruz kalan hicrelerde
alkil eklentilerini kendi iizerindeki sistein amimsidine transfer edéf.Bu mekanizma
sekil 6’da gosterilmgtir. Olusan alkilasyonun mutajenik etkisini ortadan kaldirir
MGMT, alkilleyici ajanlarin sebep olgu DNA hasarini tamir ederek bu molekillere
karsi gelisen direng mekanizmalarindan birini giilurmaktadn7.l Bu tamir mekanizmasi
saglikhi hicreleri alkilleyici ajanlarinin sitotoksiletkilerinden korumaktadir. Kanser
hiicrelerinde ise tedavi etkilerine kardirenc gekmesine neden olur. Bu cghili
durum MGMT enzimini daha da énemli kilmaktadir. Emziizeyi yliksek olan timor
hicrelerinin alkilasyon ajanlarindan TMZ'ye direngldugu saptanmtir.”> MGMT

duizeyi digiik olan hiicrelerde ise TMZ duyargiyiiksek belirtiimitir.”>"*
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Sekil 6. Alkilasyon ajanlarinin sitotoksik etkisi ®°

TMZ, DNA iskeleti boyunca bir ¢cok bolgeye alkil uglarini sokarak, DNA
replikasyonunu bozar. Guaninin® @ozisyonunu alkilleyerek sitotoksik bir etkiye yol
acar. DNA'ya zarar vererek hucre dlumunilaar. Alkil gruplarini ya da alkillenngi
nikleotidleri uzaklgtiran DNA tamir proteinlerinden biri de Alkil GuaniTransferaz
(AGT)'dir. O°-Metilguanin-DNA-metiltransferaz geni tarafindandkanir. Guaninin &
ve timinin &' pozisyonunda, etkin bir bicimde DNA bazlarini tamdler. TMZ’ye bali
hiicre dlumindn 6ntine gecerek, alkil eklentilermaklastirir (Sekil 7). AGT tarafindan

onarilamayan mutagenik lezyonlar, yardglesme onarim (MMR) enzimleri tarafindan
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taninirlar ve bu enzimler, yeni glan DNA ipligindeki timin bazini eksize ederek®0O
metilguanin:timin baz ciftleri arasindaki yaneslesmeyi onarirlar. Bununla birlikte ©
metilguanin lezyonu dokunulmadan birakilirsa, tintiar defasinda yeniden yanh
eslesir. MMR proteinlerinin girgimleri basarisiz olur, ve araliksiz enzimatik sikluslar,
sonunda DNA ipkinde kopmalara ve kalici kirilmalara yol acar. Hijcbunun
sonucunda, apopitozaggnamadan once G2/M evre ggode durdurulur. Bu nedenle
diger alkilleyici ajanlar gibi temozolomid de, genbir hicre toplulgu aktif olarak

bslinme durumundaysa, daha biiyiik bir anti-timdsiegosterebilir §ekil 8-9 )7°
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Sekil 7. Unmetile MGMT'ye sahip gliom hiicresinde TMZe olan kemorezistans mekanizma.

a. Normal MGMT etkinli gine sahip gliom hucresi. b.TMZ tarafindan ekleneralkil grubu MGMT
tarafindan DNA Uzerindeki guanine tasinir. c. Kemorezistans timdrde DNA capraz bglar
kesilmis canli timor hiicresi®®
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Sekil 8. Metile MGMT'ye sahip gliom hicresinde TMZ duyarlili g1. a. Metil gruplariyla inaktive
MGMT'ye sahip gliom hiicresi. b. TMZ ile ¢capraz bagli DNA iplik¢i g MGMT tarafindan tamir
edilemez. c. Capraz bgli kalan DNA ve hiicre 8lumii®®
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MGMT Ekspresyonu ve Duzenlenmesi

MGMT vyapisal olarak tim hicrelerde eksprese editeddr, ancak, tumor
dokularinda ekspresyonu daha yuksektir. MGMT atdsinin kolon, pankreas ve
akciger tumor dokularinda yuksek, beyindeki neoplazndande dgik oldusu
saptanmytir. Niiks glioblastomlarda ise MGMT aktivitesinimttaz! bildirilmektedir®°
Beyin timodrlerinde tedavi etki@inin tahmin edilmesinde MGMT ekspresyonunun
etkin bir belirtec oldgu 1srarla vurgulanmaktadit.’”” MGMT geni 10g26'da
lokalizedir, ortalama 145 kilobaz (kb) buyulglinde, 5 ekzon ve 1 intron icermektedir.
Bununla birlikte, MGMT geninde bir kac varyant alleanimlanmgtir. MGMT
promotor boélgesi CpG acgisindan zengindir, TATA w&AT kutularindan yoksundur,
10 tane Sp1l adi verilen transkripsiyon fakttglaama bolgesi ve 2 adet glikokortikoid
yanit elementine (GREs) sahiptir. GRE v@rlglikokortikoidler tarafindan kontrol
edilebilen bir MGMT transkripsiyon kontroliinearet etmektedif®’® MGMT gen
transkripsiyonu c¢gtli  didzenleyici mekanizmalarla kontrol edilir. MGM
metilasyonunun en Onemli gen susturma mekanizmadgugw bilinmektedir®®
Ekspresyonundaki azalmanin MGMT pomotorundaki mpile CpG adaciklarnyla
ili skili oldugu saptanmstir.*®"%®! Sitozin-guanin diniikleotidlerindeki 6zellikle sitio

niikleotidinin metilasyonu ile gercelsie®?

MGMT Tamir Mekanizmasi

MGMT tim bazlarda ki alkil eklentilerini kaldirmem r&men, en aktif olarak
guanin bazindaki alkil eklentilerini kaldirmaktadiMutajenik ve sitotoksik etki
acisindan guanin eklentilerigdirlerine gére daha etkilidir. MGMT’nin bu fonksiyon
aslinda bir oto-inaktivasyon reaksiyonudur. Ayrssabest bazlar da MGMT igin birer
substrattir ve bunlarda MGMT'Yyi inaktive edebilmettir®® MGMT proteinindeki
arjinin amino asidinin (128. pozisyon) konformasgbdesisiklik icin belirleyici oldugu
belirtiimektedir. Arjininde meydana gelen bir mutasun MGMT’nin &-meG tamir

kapasitesini bilyiik 6lciide azafitsaptanmtir.®®
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MGMT iliskili Tedavi Alternatifleri

MGMT geni metile hiicrelere sahip hastalarin,lai§fon ajanlarina kar daha
duyarli old@gu gosterilmitir.®® MGMT metilasyonunun, timéregenez siirecinin
baslangicinda ve siklikla kolon, bae boyun, beyin ve akger, melanom kanserlerinde
meydana geld rapor edilmitir.’® Alkilasyon ajanlarinin terapétik etkiginin
arttinlmasi icin MGMT aktivasyonunun veya ekspr@synun inhibe edilmesi 6nemli
bir anti kanser tedavi yalklemidir. Bu tedavi yakkami cercevesinde, MGMT
inaktivasyonu icin farkli alkilasyon ajanlarininrliite kullaniimasi, Ribontkleik asit
interferans (RNAI), viral proteinlerin uygulanmasayilabilir. MGMT inhibitdrlerinin
gelistiriimesi (izerinde cagilan diger aratirma konusuduf? Alkilasyon ajanlari
kombine kullanildginda, MGMT aktivitesinin azal@l ancak toksisitenin argii ve bu
durumun timoér cevabina herhangi bir katkglamadgl belirtiimektedir. Alternatif
stratejiler icerisinde en uygulanabilir ve Gzering® ygun calsilani MGMT

inhibitorlerinin gelitirilmesidir.2°

Metilasyonun Tespiti

MGMT’nin metilasyon durumunu belirleyen tekniklenetilasyon spesifik PCR
(MSP), semikantitatif MSP , prosekans RNRe@l time reverse transkripsion P&
protein ekspresyonunu gosterdrii{ ve Western Blot) yontemleridir. MSP tekijle
belirlenms MGMT durumu ve IHK ile saptanmy MGMT protein ekspresyonu
arasindaki korelasyon zayiftir. Prosekans ile leglen spesifik CpG yerlerinin
metilasyonu ve MGMT ekspresyon seviyesi arasindambnbir uyumsuzluk vardir.
DNA'yl baz alan metodlar 6zellikle kantitatif olamldaha giivenilir bulunngtur.*®

2.2.9. Metastaz ve Yayilim

Infiltratif yayiima butun diffiiz astrositik timorler ortak bir 6zellgi olsa da,
glioblastomlar korgu beyin yapilarina hizli invazyonlariyla gherdur. TuUmorin
korpus kallozum boyunca kontralateral hemisferlerateral yayillmasi yaygin bir
ozelliktir. Internal kapstul, forniks, anterior komissur ve optiklyasyona da yayilim
gorulebilir. Subaraknoid Btugu nadiren tutarak serebrospinal sivi yoluyla matast
yapabilir. Perivaskiler tuklar icinde ve boyunca ilerlemesi infiltrasyonimbaka

bir modudur. Damar lumenlerinin invazyonu ise nagiirtlir. Ventrikiloperitoneal
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sant yoluyla peritoneal metastaz go6zlestmi Duraya, venodz sinise ve Kkefai
penetrasyon yapabilmektedit®

2.2.10. Ayiricl Tani

Glioblastomlar da bir ¢cok neoplastik lezyon ileakef olaylar sorgulamak
gereklidir. Gelgen bir enfarktis hem klinik hem de radyolojik olartklit edebilir.
Makrofajlarin akimi sayesinde, vaskiler lezyonlddu&ca selliler godzukebilir.
Mikrovaskuler hipertrofi ve hatta hiperplazlig edebilir. Enfarktiis buyik damarlara

yaylilabilir. Nekroz makrofajca zengindir ve likefijonedir’

Demiyelinize hastagin kontrast tutan alanlarinda selltlarite ve rdadgtrositler
aldatici olabilir. Makrofajlar diffiz olarak lezyarninfiltre ederler. Lenfositlerle birlikte
damarlar cevresinde toplanirlar. Astrositlegit eolarak d&ilmistir ve uzun vyildiz
seklinde izlenebilir. Bazi glioblastomlar da polinfamtikleer |6kositler cok fazladir.
Absenin bir parcasi gibi gortntr. Neoplastik dokuyelirlemek icin derin kesitleri

gormek gerekebilif.

Glioblastom ve dier anaplastik glial neoplazmlar arasinda molekhigolojik
ve tedaviye yonelik farklar vardiPilositik astrositom, pleomorfik ksantoastrositom v
desmoplastik infantil gangliom glioblastom takligapan timdarlerdir. Bu t¢ timadrde
tedavide RT’'ye gerek kalmadangdealim artmstir. MR’da, her Ug¢l, keskin sinirlanyla
tanimlanabili’® Grade Il astrositomun ayriminda nekroz ve vaskigedotelyal
proliferasyon varf glioblastom lehinedif.

Glioblastom da kuaglk bir hicre varyantt malign repeomay! andiran
Ozellikler tgiyabilir. Tumoér yapisina ve norogoruntilemeye dikletmek tanida
yardimcidir. Yiksek grade’li ependimomlar solidtiyj sinirlanmstir ve parankime

yayllmaz’

Metastatik karsinomlar da ayiricl tanida yer .alBlioblastom infiltratif
Ozelliktedir ve nekroz paterni kendine 6zgudur. Mikaskiler proliferasyon yaygin
gorulurken, metastazlarda bunlar sinirhdir. Metilstkarsinom hucreleri genellikle
daha buyiik ve daha epitelyaldir.
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Primer ve sekonder malign lenfomalar glioblastoamdiran infiltratif kitleler
olarak gorulebilir. Primer SSS lenfomasi, nadir iydresi, homojen paterni ve
radyolojik 6zelliklerinden dolayisiphenilmelidir. Lenfoma da retikilin boyasi ile
neoplastik hicrelerin perivaskiler ve intramurafikinin egiliminde olmasi taniya
yardimcidir. Buyuk vezikiler nukleus, ¢entikli merablar ve belirgin ¢ekirdekgik gibi
sitolojik 6zellikler dikkat cekicidir. CD45 ve spék& lenfoid alt kime markerlari ile
immuinboyanma, glial hiicrelerden ayirt etmeglaa’

Radyonekroz ayirici tani gerektirengeli bir durumdur. Baya da boyundaki
neoplazmlarin radyoterapisini takiben ortaya cikablotal dozun 50 Gy'yi ge¢cmesi
etkendir. En az 1 yili bulan siregten sonrasgelRadyonekroz subkortikal beyaz
maddedeki mikrokalsifikasyonlarla birlikte, psodbpatlanmanin gik etmedgi
koagulatif nekrozu kapsar. Dejeneratif ve distrotikgisiklikler, fibrinoid nekroz,
telanjektazi ve damarlardaki hiyalin kaligheayla karakterizedir. Gergek
vazoproliferatif dgisiklikler nadiren gorilir.

2.2.11. Prognoz

Glioblastom, tedavisi zor kanserlerden biridirkgék morbidite ve mortaliteye
sahiptir. Kiratif tedavisi yoktuf> Hastalarin ygam siresi, en gahis tedavi
uygulamalarina gmen ortalama 14.6 aydit>°°" Hastalarin % 10’luk bir kisminin 2
yillik yasam siiresine ufabildigi bilinmektedir®®

Bu gune kadar yapilan molekuler gatalar uzun sire hayatta kalagilardeki
tumorler hakkinda tek bigey tanimlamayi b@ramamgtir. Geng yata olmak, ameliyat
oncesi semptomlarin uzun siresi, preoperatif yuksekofski performans skoru, kadin
cinsiyet ve total eksizyon orani uzun surveyglagan faktorlerdir. Rezeksiyonun
derecesi hayatta kalmay! en cok etkileyen faktdderbiridir. Dev hiicre varyanti bir
dereceye kadar iyi prognoz olarak sunulsa da buudancalgmalar devam
etmektedir’*®® Primer tipin sekondere karprognostik olarak énemi olup olmadi
net deildir. ’

Glioblastomun serobrospinal yollarin ve perikranyapilarin icine dgrudan
ilerlemesi yaygin d&ldir. Lezyon bazen subependimal bolgelere ilerl€amorin
akciger, plevra, lenf nodlari, karag@r veya kemik gibi sistemik bolgelere yaylimasi

oldukca nadirdir. Bu yayilim cerrahi giiini ya dasant takilmasini takiben olabilfr.
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2.2.12. Glioblastom Tedavisi

Uzun yillar olgularda standart tedavi olarak ceirra RT kullaniimaktaydt>°
Gunumuzde belirlenen optimal tedavi modalitesi, rkiim olan en geni cerrahi
rezeksiyon sonrasinda adjuvan radyoterapi ve uyglam hastalarda kemoterapi

uygulamasi tercih ediimektedit®’

2.2.12.1. Glioblastom Tedavisinde Cerrahi

Cerrahi tedavide de amag, noérolojik harabiyete enedlmadan timdorin
maksimum cikartiimasidf¥. Timériin boyutu ve lokalizasyonuna gére kismi vieyal
rezeksiyorseklinde yapili#® Cerrahinin genligi sag kalimi arttiran ve adjuvan tedavi
sonuclarini etkileyen 6nemli bir prognostik faktord®

Glioblastomun infiltratif yapisi nedeni ile tamam c¢ikartiimasi neredeyse
imkansizdi?® Geni bir cerrahi sonrasinda bile alinamayan mikroskolik timor
rezidisi nikse neden olmaktadir. Cerrahi sonraksinite kalan timoér parcasinin
etkinligini ortadan kaldirabilmek icin radyoterapi ve kesrapi uygulanmaktadir.
Tumoérun cerrahiye elveti olmayan bir bolge lokalizasyonunda ise operasyon
histopatolojik tani icin biopsi almak veyant, eksternal dekompresyon gibi palyatif
tedavi amaciyla yapiimaktadit®*

Alternatif olan stereotaksik biopsi; derin lokasyonlu kitlelerde, lezyonun
konuwma merkezi gibi kritik alanlarda lokalize olglu durumlarda, birden ¢ok lezyonun
varliginda yapilabilir. Lezyonun asemptomatik, hastaragli weya genel durumunun
kraniotomiye elvessiz oldigu durumlarda ,doku tanisi amaciyla da kullaniimdikta
Stereotaktik biyopsi; morbidite ve mortalitesi dkga digik, tanisal dgrulugu oldukca
yiiksek bir yontemdir?

2.2.12.2. Glioblastom Tedavisinde Radyoterapi

Cerrahi uygulamaya adjuvan radyoterapinin eklemnaeg tedavi yakkamidir.
Ancak sadece biyopsi yapilan olgularda radyotetagitedavi yontemidir. Postoperatif
radyoterapi, tumor ilerlemesini ve rekirrensini igBanektedir. Boylece hastalarin
ortalama sgkalim sireleri artmakta ve g@m kalitelerinde duzelme gortulmektedir.

Bununla birlikte 5 yillik yaam siiresinde cok belirgin bir sai s&lanamamytir.%*%*
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Fraksiyon, radyoterapide tim tedavi boyunca heiséans igin verilen addir.
Fraksiyon baina digen dozlar , primer/definitif tedavi igin 1,8 Gy, lpatif tedavi igin 3
Gy'dir. Tedavi sureleri (gun/hafta) ve toplam tedalozlari matematiksel olarak
belirlenir®® Glioblastomda konvansiyonel RT kullaniimaktadonvansiyonel RT,
hafta sonlari hari¢ haftada soeyiin, toplam alti fraksiyon olarak uygulanan RT
semasidir. Toplam 60 Gray (Gy)lik dozun tumor yarmem 6 haftada dizenli

periyodlarla verilmesi hedeflenif.

2.2.12.3. Glioblastom Tedavisinde Kemoterapi

Gunumuzde primer glioblastom olgularinda, cersdmrasi sirasiyla veya ayni
anda radyoterapi ve kemoterapi uygulamasi stanaavi modelidit>®® Yiiksek
dereceli beyin tumoérlerinde kemoradyoterapinin yada radyoterapi uygulamasina
gore s& kalim oranini % 10 arttirgh saptanmtir.*> Kemoterapétik maddenin secimi,
dozu, uygulama siresi ve hastanin genetik yapisnoterapi surecini dgudan
etkileyen unsurlard®* Bu tiimérlerin kemoterapotik ajanlarla tedavisirdasilasilan
sorunlarin banda kan beyin bariyeri gelmektedr.

Glioblastom tedavisinde alkoloidlerden vinkristin,antimetabolitlerden
hidroksitire, 6- tioguanin, 5-florourasil ve alkij@® ajanlar kullaniimaktadif:"*
Alkilasyon ajanlarinin son yillarda 6zellikle temcedildikleri gorilmektedit®** Bu
ajanlar; Azotlu Hardallar, Etileniminler, Nitrozagler, Alkilstlfonatlar, Trizan ve
Hidrazin turevleri (Dakarbazin, Prokarbazin, Temlonud) olmak lzere 5 gruba
ayrilir.  Triazin bilgikleri olarak adlandirilanlar glioblastomda sikgaull&nilan
kemoterapotiklerdif?

Kemoterapotikler DNA  Uzerinde gosterdikleri  fonj@n  acisindan,
kloroetilasyon ajanlari ve metilasyon ajanlari akaiki gruba ayrilir. Etilasyon ajanlari
DNA bazlar tzerine etil grubu, metilasyon ajankda metil grubu ekleyerek etkilerini
gosterirler. Her iki grubun, garlikh olarak guaninin 6. pozisyonuna etil veya tihe
eklentileri olyturarak hiicreyi apoptoza yonlendirdikleri saptagtm?® Alkilasyon
ajanlarinin olgturduklari baz eklentilerinin stabiliteleri birbérinden farkhdir. &
metilguanin (GMeG) oldukca stabil bir eklentidir ve daha az omrfe? 8) meydana
gelen eklenti tipi olmasina gmen mutajenitesi ve toksisitesi en giicli olafdr.

Metilasyon ajanlarinin kullanimi sonucu hiicre DNita olgan &F-MeG
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eklentisi, MGMT tarafindan tamir edilerek metilagydaldirilir. Bu eklenti tamir
edilmezse, &MeG hiicrenin ilk replikasyonu sonunda gama tamamlayici baz olarak
timini alir. Olusan yanlg baz cifti yanlg eslesme tamir merkanizmasi (MMR) tarafindan
tamir edilmeye cayilir. MMR sisteminin tamir edemegli yanlis eslesmis bazlar
replikasyon sonunda hucrede cift zincir DNA kirrkian olusmasina ve son olarak
apoptoz yolginin tetiklenmesine yol acér.

Yapilan bircok cabma MGMT enziminin, alkilasyon ajanlarina kagelisen
direncte en dnemli faktdr olgunu belirtmektedit?’®%*°* Bunun yani sira yanli
eslesme ve baz c¢ikarim yoluyla tamir sistemleri de alkylon ajanlarina kgrgelisen
direncte rol almaktadi ™
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3. GEREC VE YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Arlahi Dalinda 2008-2011
yillari arasinda glioblastom tanisi alan olgulaata. Elli bg olgu calsma kapsamina
alindi. Olgulara ait hematoksilen eozin (HE) boyateparatlar sik mikroskobunda
incelendi. Raporlama sirasinda g#din p53, Ki-67 ve EGFR immunohistokimyasal
boyalar tekrar dgerlendirildi. Her olgu icin nekroz ve kanama icegme en uygun
parafin bloklar secildi. Hastalarin gam sureleri ve son durumlari ile ilgili bilgiler $ta
takip dosyalarindan ve telefon aragilie kendilerinden ve yakinlarindan égrenildi.

3.1. PCR YOntemi

|- Basamak

Parafin doku’yu 1,5ml. Ependorf tiipiina sekilde alindi: Once kesit yapilan
mikrotom aleti iyice hipolu gazli bezle silindi santemiz bir gazl bezle tekrar silindi
ve kurulandi. Parafin dokudanu®’lik kesitler halinda 5-10 adet ( yaprak) ince ikes
yapildi &25-50mg). Bu yapraklar bir kirdan yardimi ile {d,5lik Dnase-Rnase free
ependorf tupine kesitler steril bgekilde alindi. ve DNA elde etmek icidYMO
RESEARCH EZ DNA Genomic DNA Tissue Mini Prep-Cat Bx3050 Kit kullanilarak
asagidaki islemler yapildi.

A.Dokudan Parafin Uzaklastiriimasi:

1- Orneklerin bulundgu tlplerin icine 750 pl Ksilekoyuldu ve hizla vorteksle
lsaat oda Isisinda ve arada sirada tupleri aledestek beklendi.10.000 g'de 1 dak.
santrifilj edilip ksilen uzakkurldi.

2- Tuplere tekrar 750 pl Ksilekoyuldu ve hizla vorteksle 1 saat oda isisinda ve
arada sirada tupleri alt tst ederek beklendi. ID@0e 1 dak. santrifij edilip ksilen
uzaklgtinldi.

3- Tuplere 1 ml % 100 Etandloyuldu ve hizla vorteksle 5 dak. oda isisinda
bekletildi. 10.000 g’de 1 dak. santrifij edilip %A etanol uzakkirldi.
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4- Tuplere tekrar 1 ml % 100 Etan&byuldu ve hizla vorteksle 5 dakda
Isisinda beklendi.10.000 g'de 1 dak. santrifiijipdib 100 etanol uzaksarildi.

5- Tuplere 1 ml % 95 Etandioyuldu ve hizla vorteksle 5 dak. oda isisinda
beklendi.10.000 g'de 1 dak. santrifiij edilip % 9&re| uzaklatirldi.

6- Tuplere tekrar 1 ml % 95 Etandloyuldu ve hizla vorteksle 5 dak. oda
Isisinda beklendi. 10.000 g’'de 1 dak. santriflliedo 95 etanol uzakiurildi.

7- Tuplere 1 ml % 75 Etandtoyuldu ve hizla vorteksle 5 dakda 1sisinda
beklendi. 10.000 g'de 1 dak. santrifilj edilip %étanol uzaklgtirildi.

8- Tuplere tekrar 1 ml % 75 Etandloyuldu ve hizla vorteksle 5 dak. oda
Isisinda bekletildi. 10.000g’de 1 dak. santriflijipdo 75 etanol uzakkdurildi.

9- Tuplere 1 ml ddHO koy ve hizla vorteksle 5 dalda isisinda beklendi.
10.000 g’'de 1 dak. santriftij edilip dd® uzaklatirldi.

10- Doku kurutuldu. DNA calsilmayacaksa -88C’de saklandi. Eer DNA elde
edilecekse gagidaki islemler yapildi.

B. DNA izolasyonu:

Karisim:

ddH,0 = 95 yl
2X Digestion Buffer = 95 pl (37C'ye getirilir)
Proteinase K =10 pl

Karisim tiipe konur ve 58C’de 1-3 saat bekletilir veya 1 gece bekletilir Kdo

parcalanmangsa).

1- Ertesi gunsabah ornekleri (tlpleri) alindi. TUpler 1 dak. esiainda bekletildi
ve Genomik Lisis Buffer'ikutusu alt Ust edildi. Sonra her bir 6gneicerisine 700 pl
Genomik Lisis Buffer koyulup ve vorteksle tekrairspown (3 sn. santriftij ) yapildi.
1dak. 1.000 xg santriftij edildi.
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2- Bu 6rnekler spin kolona konuldu ve 1dak. 10.00Gagtriftj yapildi.
3- Spin kolonlardaki alt tap atilip yenileri konuldu.

4- DNA Pre-Wash Buffer kutusunu alt st edildi. SoSgin kolonlardaki her
birinin icerisine 200 pl DNA Pre-Wash Buffer konuldre spin kolonun kapaklari
kapatildi. Kolon alt tst edildi ve 1dak. 10.000samtriftij yapildi.

5- Spin kolonlarin altindaki tapler atildi. Yerinenyieri yerlestirildi.

6- g-DNA Wash Buffer kutusu alt tst edildi. Sonrarsgolonlardaki her birinin
icerisine 400 pl g-DNA Wash Buffekonulur ve spin kolonun kapaklari kapatildi.
Kolon alt Gst edildi ve 1dak. 10.000 xg santrifajpyidi.

7- Kolonlar 1,5 ml ependorf tlplerinin Gzerine numarayazildi ve bu kolonlar
bu tuplerin icine konuldu. DNA Elution Buffekutusunu alt Gst edildi. Sonra Spin
kolonlarin &zi acildi ve lzerine en az 50 ul (en fazla 200 PINA Elution Buffer

konuldu.
8- Ornekler 2-5 dak. oda 1sisnda bekletildi. 13.20@&@0 sn. santrifiij edildi.

DNA elde edildikten sonra nanophotometer (IMPLENProduct:
Nanophotometer, Version:7122VI1.6.1, Seri Numards62) ile DNA miktari élguldi.

II- Basamak

Elde edilen DNA (ZYMO RESEARCH EZ DNA Methylatiosold Kit cat no:
5005 metillendirilir. Bunun icin gagidaki islemler yapildi:

1- CT Conversion Reagergolusyonucalismaya balamadan 6nce isisini 37

%C'ye getirildi ve sonra vortekslendi.
2-20 pul DNA orngi (Basamak I'deki elde edilen DNA 6rnekleri)

130 pICT Conversion ReagkiiKoyu renkli ve toz halde) 200 ul'lik ependorf
tiptine konuldu, kagtirildi. Sonra kisa santrifilj ile tipin etrafindald@mlalar almak

icin santrifdj yapildi.
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3- Termal Cyclera tupler yererildi:

98°C 10 dak.
1 cycler

53°C 3 dak.
1 cycler

53°C 6 dak.

37°C 30 dak.
8 cycler

+4°C saklanir.

4-Uzerine 600 uM-Binding BufferZymo-Spin IC kolona konuldu.

5- 3.’cu gamada hazirlanan orndk-Binding Bufferkonmu olan kolonun igine
(20+130 pl) 150 pl bu soliisyon koyuldu ve tiupgai&apatildi ve tip pek cok kez alt
Ust edilerek kastirildi.

6- En az10.000 xg. veya daha yuksek hizda 30 sn santuilgie

7- Zymo-Spin IC kolonun Uzerine 100 M-Wash Buffekoyuldu ve10.000 xg.

veya daha yuksek hizda 30 sn santrifij edildi.

8- Zymo-Spin IC kolonun Gzerine 200 M-Desulphonation Buffekoyuldu.
Oda 1sisinda (20-38C’de) 15-20 dak. bekletildi. Sonra 10.000 xg. velgha yiiksek
hizda 30 sn santrifiij edildi.

9- Zymo-Spin IC kolonun tzerine 200 M-Wash Buffekoyuldu ve10.000 xg.
veya daha yuksek hizda 30 sn santriftij edildi.

10- Tekrar Zymo-Spin IC kolonun Gzerine 200M-Wash Bufferkoyuldu.
10.000 xg. veya daha yuksek hizda 30sn santriflgied

11- Zymo-Spin IC kolonun altina 1,5ml Ependorf yetiep kolonun tzerine de
10 pl M-Elution Bufferkoyuldu ve13.000 xg. veya daha yiksek hizda 30 sn santrifij
edildi.
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DNA elde edildikten sonra nanophotometer (IMPLENProduct:
Nanophotometer, Version: 7122 VI1.6.1, Seri Numaras62) ile Metillenmg DNA

miktari 6lculdd.

[1l- Basamak

MGMT PCR

PCR Amplifikasyonu:

MGMT sekansi mutasyon gen dizilimi
[-Unmetile MGMT Primer dizileri: 93 bp

U-MGMT-forward (upstream):5-TTT-GTG-TTT-TGA-TGT-TG-TAG-GTT-
TTT-GT -3

U-MGMT-reverse (Downstream):5-AAC-TCC-ACA-CTC-TFCAA-AAA-
CAA-AAC-A-3

PCR Amplikasyonu i¢in her tipePCR core kit (Promega M7660) ve yukardaki
sekilde duzenlenen primerler kullanilarak,steril @R’lik mikrosantriftij ttpandn icine

her bir 6rnek icin gagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR kagmi hazirlandi:

ektrasyon 6rng =5 pl.(100-200 ng/ul)

10XPCR({0 mmol/L Tris HCI,pH 8.3, 50 mmol/L K¢I = 2.5pl. (Final konsantrasyon 1X)

10 mmol/L dNTP = 0.5ul. (Final konsantrasyon 0.2
mmol/L)

50kU/LTag DNA Polimerase = O)2.

U-MGMT-forward (upstream{2.0umol/L) = 0,9ul. (Final konsantrasyon 5 pM)

U-MGMT-reverse (Downstrear(®.0umol/L) = 0,5ul. (Final konsantrasyon 5uM)

Distile su =15,8l.

Toplam =25ul

b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cyclerda:

ilk denatiirasyon icin
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Saat dak sn

1step95C O 5 0 (On denaturasyon)

2 step 95C 0

o

45 (Denature)

3step58C O

o

45 (Anneal)
4step72C O 1 0 (Axtend)
5step goto2

cycle 40'da
6step72C 0 7 0 (Son Extention)
7step+£C 24 0O 0
8 step END

olacaksekilde programlandi.

c- PCR Urinlerinin Gorintilenmesi: PCR amplikasyonundan sonrapl loading
buffer +10ul. PCR 0rinG 0.5 mgr/L etidyum bromid ile boyagréb 2,5'lik agaroz
jelinde uygulanan elektroforegléemi 100V da 60-80 dak. yuratildi. Ayrica PAGE’de
de yuritildi. Orneklerde Unmetile MGMT DNA'larinat ®&3bp‘lik ragmanlarinin
varligl aratirildi.

[I- Metile MGMT Primer dizileri : 81 bp
M-MGMT-forward (upstream):5’-TTT-CGA-CGT-TCG-TAG-GIFTTC-GC-3’
M-MGMT-reverse(Reverse):5-GCA-CTC-TTC-CGA-AAA-CGAAC-G -3

PCR Amplikasyonu icin her tlipePCR core kit (Promega M7660)ve yukardgkilde
dizenlenen primerler kullanilarak,steril 0.2ml.’ hkikrosentriflij tUpUnin icine her bir

ornek icin g@agida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR ksaimi hazirlandi.

ektrasyon ornesi =5 pl. (100-200 ng/ul)
10XPCR({0ommol/L Tris HCl,pH 8.3, 50mmol/L K¢l = 2.5pl. (Final konsantrasyon 1X)

10 mmol/L dNTP = 0.5l. (Final konsantrasyon 0.2 mmol/L)
50 kU/LTaq DNA Polimerase =2
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U-MGMT-forward (upstream{2.0umol/L) = 0,5ul. ( Final konsantrasyon 5 pM)

U-MGMT-reverse (Downstrear(®.0umol/L) = 0,5ul. ( Final konsantrasyon 5 pM)
Distile su =15,8ul.
Toplam =25l

b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cyclerda:
ilk denattrasyon igin

Saat dak sn.

1step95C O 5 0 (On denaturasyon)
2 step 95C 0 0 45 (Denature)
3step58C 0 0 45 (Anneal)
4step72C O 1 0 (Axtend)
5 step goto2

cycle 40'da
6step72C 0 7 0 (Son Extention)
7step+#C 24 0 O
8 step END
olacaksekilde programlandi.

c-PCR Uriinlerinin Goruntulenmesi: PCR Amplikasyonundan sonra {d loading
buffer +10ul. PCR 0riinG 0.5 mgr/L etidyum bromid ile boyagréb 2,5'lik agaroz
jelinde uygulanan elektroforezlémi 100 V'da 60-80 dak. ydratuldd. Ayrica Poli
akrilamid jelde (PAGE) de yurutildi. Orneklerde MetMGMT DNA’larina ait 81
bp’lik fragmanlarinin varfii argtirildi.
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3.2.immiinohistokimya (IHK)

Immunohistokimyasal c¢ama igin uygun parafin blok secildi. Parafin
bloklardan Rotary mikrotom cihazi ile 5 mikron kaiginda 6zel polilizinli lamlara
kesitler alindi. Kesitlere Strept Avidin-Biotin kgpleks immunperoksidaz yontemi ile,
p53 (Neomarker Clone: D 0.7 dilisyonu: 1/100), Ki-§Biocare Clone: MIB.1
dilisyonu: 1/100) ve EGFR (NCL-EGFR 384 1: 80 Clof&sFR.25) antikorlari
uygulandi. Pozitif kontrol olarak p53 i¢in kolorekkarsinom, Ki-67 i¢in tonsil, EGFR
icin plasenta dokulari kullanildimmiinohistokimyasal boyanmaik mikroskobunda

degerlendirildi.

3.3. D&erlendirme

PCR Urini jelin UV sigl altinda, 93 bp’de metillenmemiDNA, 81 bp’de
metillenmig DNA bantinin gortlmesi pozitif kabul edildi. Bargbrilmeyen drtnler
negatif kabul edildi.

p53 ve Ki-67 antikoru icin nukleer boyanma pozk#bul edildi. Her ikisi icin
tim kesitte pozitif boyanan tUmor hicrelerinin gopl tumdr hicrelerine orani
hesaplandi. p53 pozitiflii, boyanan hucrelerin ylzdesine go6re dereceleddiril
Boyanan hiicre <% 10 ise negatif (-) , % 10 ile 284arasinda ise 1(+), % 26 ile % 50
arasinda 2(+), % 50< (izerinde ise 3(+) olarakedendirildi**®> Olgular Ki-67
boyanma oranlari % 1-1@; % 11-20>ve % 20 <0lmak lzere ¢ grupta incelendi.

EGFR antikoru icin membran6z boyanma pozitif kabedildi. Boyanan hticre
yoksa negatif deerlendirildi.

Istatistiksel analiz; PCR sonuglari, immiinohistokassl boyanma, timor tipi,
ve lokalizasyonu, ya cinsiyet, histomorfolojik olarak nekroz ve vasktilendotelyal
proliferasyon, ygam sureleri ile karlastinlarak yapildi. Verilerin istatistiksel
analizinde SPSSPC 15 paket programi kullanildi. MGMPCR dgerleri,
immunohistokimya ve @er parametreler ile ilgili verilerin kautastirilmasi icin Ki-
Kare testi kullanilmy ve p dgeri hesaplanngtir. Anlamlilik i¢in p<0,05 olarak kabul
edildi. Sa&kalim analizi “Kaplan Meier, log rank ve cox regg®n analizi” ile
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu calsmada; 2008-2011 yillari arasinda Cukurova UnivessiTip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal’'nda tani alan hastalar amgsin tarama yapilarak cgaha
grubumuza uygun 55 glioblastom olgusu secildi. @gu ait biyopsi o6rnekleri
histomorfolojik olarak tekrar derlendirildi. Ellibes olgunun klinik, histomorfolojik,
immunohistokimyasal ve PCR bulgular &éastiriidi.

Glioblastom olgularinin yaortalamasi kadinlarda 49,29 (22-70), erkeklerde
54,37 (18-83) iken cinsiyet ayirimyapmaksizin ya ortalamasiise 53,07 (18-83) idi.
Erkek kadin orani 2,9:1 bulundu. Gahaya alinan olgularin 34’G (% 61,8), 505 yee
uzeri idi.

Hastalarin 41'i (% 74,5) erkek, 14’0 (% 25,5) kaddi. Tumorlerin 15i (%
27,2) parietal, 14’0 (% 25,4) frontal, 10'u (% 1Btemporaparietal, 6’si (% 10,9)
temporal, 7’si (% 12,7) oksipital lokalizasyonda (@ablo 4).

Tablo 4. Olgularin yas, cinsiyet ve lokalizasyona gore dalimi

Olgu sayisi
n (%)

21 (38,2)

250 34 (61.8)

Kadin 14 (25,5)

Cinsiyet Erkek 41 (74.5)
E:K 2,9/1

Parietal 15 (27,3)

Temporal 6 (10,9)

Lokalizasyon Oksipital 8 (14,5)

Temporaparietal 10 (18,2)

Frontal 14 (25,5)
Diger 2 (3,6)
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Olgulardan 49'u (% 89,1) primer, 6'si (% 10,9) sed#ler glioblastomdu.
Histomorfolojik olarak olgularin 28'i (% 50,9) pahtik nekroz, 13’0 (% 23,6) goafik
ve 14’0 (% 25,5) her iki nekrozu icermekte idekil 10) Tumorlerin 40'inda (% 72,7)
vaskiler endotelyal proliferasyon izlenirken, 15l@n(% 27,3) gorilmediSekil 11 )
RT alan olgumuz 44 (% 80,0) iken, KT alanlar 458%8) olgu ile sinirhydi (Tablo 5).
Ancak hastanemiz ginda takip edilen hastalarin ka¢ kir KT ve ka¢ se&T

aldiklarina dair sglikh verilere ulgilamadi.

Tablo 5. Olgularin histomorfolojik ve tedavi dwumlarina gore dagilimi

Olgu sayisi
n (%)

Primer 49 (89,1)
Sekonder 6 (10,9)
Var 15 (27,3)
Yok 40 (72,7)
Palizatik 28 (50,9)
Cografik 13 (23,6)
Her ikisi 14 (25,5)
+ 44 (80,0)

_ 11 (20,0)

+ 45 (81,8)

— 10 (18,2)
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Immunohistokimyasal yontem ile p53, Ki-67 ve EGFRydmma paternleri
incelelendi. p53 boyanmasi en fazla sayiya sahip @5 (% 45,5) olgu ile, 1(+)'di.
Primer grubun ggunlugunu (% 51,0) 1(+) ve hi¢ boyanmanin olmadolgulardan
olusurken, sekonder grubun tamaminda p53 boyanmasndiISekil 12). EGFR
pozitifligi 28 (% 50,9) glioblastomda izlenirken, 27 (% 49dlguda izlenmedi.
Sekonder grupta % 66,6 (4/6) oraninda EGFR negedif, primer grupta % 55,1
(27/49) oraninda pozitif izlendiSékil 13). Ki-67 ile proliferasyon indekslerine
bakildginda en fazla 28 (% 50,9) olgu, % 11-20 arasir@abmanin izlengi grupta
goruldu Gekil 14-15). Immunohistokimyasal markerlarin primer ve sekondept

dagilimi tablo 6’da 6zetlenngiir.

Tablo 6. immunohistokimyasal markerlarin glioblastomda dagilimi

Primer Sekonder Toplam
N n n (%)
0 3 0

3 (5,5)

1™ 22 3 25 (45,5)
2(+4) 9 2 11 (20,0)
3(+++) 15 1 16 (29,0)
N 22 4 26 (47,3)
Pozitf 27 2 29 (52,7)
S04 6 2 8 (14,5)
% 11-20 25 3 28 (50,9)
= 18 1 19 (34,5)

49 (89,1) 6 (10,9) 55 (100)
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PCR yoOntemiyle tim glioblastom olgularinda MGMTomproter bdlgesinin
metilasyonu argirldi. Olgularin 32’sinde (% 58,1) metile MGMT32inde (% 42,9)
unmetile MGMT DNA’sI saptandiSgkil 16-17). Onbir (% 20,0) olguda sadece
unmetile DNA banti izlenirken, 12 (% 21,8) olgudeam metile hem de unmetile DNA
banti gézlendi. Bu olgular unmetile gruptageeendirildi®**°>!®PCR sonuglarinin
yas, cinsiyet, lokalizasyon, ve histopatolojik pardraterle iligkisi tablo 7'de
Ozetlenmgtir.

Tablo 7. MGMT'nin klinik ve histopatolojik parametr elerle iliskisi

M- MGMT U- MGMT Toplam
n (%) Degen
>5 34 (61,8) 0,33
<50 14 7 21 (38,2)
Cinsiyet Erkek 21 20 41 (74,5) 0.07
Kadin 11 3 14 (25,5)

Parietal 8 7 15(27,3)
Temporal 3 3 6 (10,9)
Lokalizyon Oksipital 6 2 8 (14.5) 0.87
Temporaparietal 5 5 10 (18,2)
Frontal 9 5 14 (25,5)
Diger 1 1 2 (3,6)
Primer 29 20 49 (89,1)
Tip 0,68
Sekonder 3 3 6 (10,9)
Palizatik 18 10 28 (50,9)
Ehoen Nonpalizatik 7 6 13 (23,6) [
Herikisi 8 6 14 (25,5)
Var 21 19 40 (72,7)
0,08
Yok 11 4 15 (27,3)
32 (58,2) 23 (41,8) 55 (100)
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Elli yas altinda 21 hastanin 14 (% 66,6)'sinda nispeternlengtubun orani fazla
izlenirken istatiksel olarak korelasyon gortulemga0,33). Erkekler icin metilasyon
durumuna bakilgnnda it bir dagilim gortlirken (21 metile/20 unmetile = % 51,2 / %
48,7), kadinlarda ise metile grup 14 (% 78,5) algwaskin izlendi. Ancak istatistiksel
bir fark (p=0,07) bulunamadi. Metilasyon durumu libkalizasyon (p=0,87), nekroz
(p=0,40) ve VEP (p=0,08) arasinda da anlamh lark f bulunamadi. Primer
glioblastomda 29 (% 59,1) olguda, sekonder grupt&46350,0) olguda metilasyon
saptandi.

Tdmorlerin immdadno histokimyasl boyanma 6zellikléle metilasyon durumlari
karsilastirildi. Yapilan Ki-Kare analizi ile p53 i¢in p=01Ki-67 i¢in p=0,86 ve EGFR
ile p=0,07 dgerleri bulundu. Ancak anlaml bir fark saptanam@ablo 8).

PCR sonuclarinin surveye géresdani Tablo 9'de gosterilnsir.

Tablo 8. MGMT’nin immunohistokimyasal parametrelerl e iligkisi

M-MGMT U-MGMT Toplam P
N I\ n (% degeri
0 2

1 3(55)
P53 1(+) 16 9 25 (45,5) 0,10
2(++) 4 7 11 (20,0)
3(+++) 10 6 16 (30,0)
e 7 1 8 (14,5)
Ki67 %11-%20 13 15 28 (50,9) 0,86
%21s 12 7 19 (34,5)
14

Negatif 14 28 (50,9)
EGFR 0,07
Pozitif 18 27 (49,1)
Toplam 32 55 (100)
n(%)

N
w ©

Tablo 9. MGMT ile survey iliskisi

M-MGMT U-MGMT Toplam P
n (%) n (%) n (%) degeri
yasayan 7 (21,9) 15 (65,2) 22 (60,0)
Survey 0,02

eksitus 25 (78,1) 8 (34,8) 33 (40,0)

Toplam
32 (58,2) 23 (41,8) 55 (100)

45



Sekil 10: Glioblastomda palizatlanan nekroz alanlariHE X 100

Sekil11l: Glioblastomda vaskiler endotelyal prolifeasyon H&E X 200
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Sekil 12. Glioblastom olgusunda niikleer 3(+) p53 b@anma x 400

Sekil 13. Glioblastom’da membrandz boyanma EGFR x 40
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Sekil 14. Glioblastom olgusunda yuksek Ki-67 orani 00

Sekil 15. Glioblastom da atipik mitoz H&E X 400
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Marker(100) M+ U+ Hi-M HI1-U H2-M HIU  Marker(30)

1(-1;:%} 1500
00 350
20
T
£00
0
400 400
300
200 200
100
30
1 kuyu 2 ;'u . 3 kuyu 4 Jyu 3 Juyu 6 oy 1 kuyu 8 Juyu

Sekil 16. %2.5'lik agaroz jel'deki gorunti:Agaroz —-M GMT

1. Kuyu:Marker (100bp DNA Ladder)

2. Kuyu:Metile pozitif kontrol(81bp)

3. Kuyu: Unmetile Pozitif kontrol (93bp)

4-5. Kuyu:Hasta orngi (pozitif) (metilenmi)

6-7. Kuyu:Hasta orngi (pozitif) (metilenmi)

8. Kuyu:Marker (50bp DNA Lader)

Marker(100)  U- U+ M- M+  HIU  HI-M HIU  H2M Marker(30)

[bp) E.t;glﬂ

850

P

R R

]

1Lkuyu 2k 3 kuyu 4k 3kuyu 6.3y 1y 3 Juyu Sluye  10Juyu

Sekil 17. PAGE (29:1 oraninda polyakrilamide jel) géintisit MGMT

1. Kuyu:Marker (100 bp DNA Ladder)

2. Kuyu:UnMetile negatif kontrol

3. Kuyu:UnMetile pozitif kontrol(93 bp)

4. Kuyu:Metile negatif kontrol

5. Kuyu:Metile Pozitif kontrol (81 bp)

6-7. Kuyu: Hasta 6rngi 1 (pozitif) (metillenmg)
8-9. Kuyu: Hasta drngi 2 (pozitif) (metilenmg)
10. Kuyu: Marker (50 bp DNA Lader)
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Saggkalim Sonuclart:

Olgularimizin takip suresi 1-40 ay arasindgiglaekte idi (Tablo 18). 12 ayin
sonunda gakalim olasilgl % 81,82 iken, 20. ayda % 32,53’e, 36.ayda % l1@limma
dismektedir (Tablo 19). Kaplan Meier analizinde metile unmetile grup survey ile
karsilastirildi. 1ki grup arasinda ki istatiksel fark anlaml bulunghs+ 0,02). Unmetile
MGMT grubunda beklenen g&alim suresi daha fazla ids€kil 14). Metilasyon olan
grupta ortalama beklenenggen stiresi 12 (8-16) ay iken, unmetile grupta 2634pay
saptanmytir.

1.0

Toplam Sagkalim

0.0

0 10 20 30 40 50

Sire (ay)

Sekil 18. Glioblastom icin kanser spesifik ygam egrisi
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Toplam Sagkalim

p=0.02
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Sire (ay)

Sekil 19. MGMT icin kanser spesifik yaggam egrisi

[HK’sal olarak p53 boyanma p53 1(+) grupta bekleogalama ygam siiresi 9
(5-12) ay iken, 2 (+) grupta 15 (8-23) ay, 3(+)mruise 25 (19-32) ay bulunduddeti
ile survey kagilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli (p= 0,003) lairlf saptandi.

Boyanmasiddeti arttikca beklenen yam stiresi de uzundgekil 20).

Toplam Sagkalim

p=0.003
1.0+
8
L.
61 !
!
e !,,,
44 - ]
|
L Lo
1 7
27 Lo al ‘
! N
1
|
0.0 ‘
-.2 T T T T d
0 10 20 30 40 50
Siire (ay)

Negatif

Sekil 20. p53 i¢in kanser spesifik ygam egrisi
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Immunohistokimyasal olarak cglan Ki-67 (p=0,67) ve EGFR (p=0,07) ile
survey kagilastirildiginda istatiksel olarak anlaml bir fark saptanm@ebkil 21-22).

p=0.670
1.04
.8+
E
g .6+ KI_67
=2 T
0 : 3+
£ :
3 ST 1
S 41 [
- ! -
} 2+
!
27
S © o1+
0.0 ‘ ‘ : ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
SUre (ay)

Sekil 21 . Ki-67 icin kanser spesifik yaam egrisi

p=0.073
1.0

Toplam Sagkalim
|

41 — EGFR
— ©ovar

- yok
0.0

Siire (ay)

Sekil 22. EGFR i¢in kanser spesifik ygam egrisi
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Histomorfolojik olarak VEP ve nekroz 6zellikleragkalima etkisi incelendi.
Yapilan Kaplan Meier analizinde VEP (p= 0,08 )nekroz (p= 0,40) ile anlaml bir
korelasyon bulunamad$é€kil 23-24).

p=0.403
1.0+
‘1
g
.8+ -
N
£ j_;*\ """""""""""" 3
S 6 | 3
£ ] 3 NEKROZ
g hl L
3
£ Ll
S 41
= —_——
2
.24
1
0.0 : ‘ ‘ ; ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
Sure (ay)
Sekil 23 . Nekroz icin kanser spesifik ygam egrisi
p=0.083
1.0+
.8+
€
s .6
<
?
n
£
K]
s 4 VEP
= —_——
var
.24
yok
0.0 ‘
0 10 20 30 40 50
Sire (ay)

Sekil 24. VEP icin kanser spesifik ygam egrisi
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Tablo 10. Cox Regresyon Analiz Sogiari

B Sig. OR %95GA
Min Max
MMGMT 1,005 0,040 2,73 1,04 7,14
P53 -1,808 0,003 0,16 0,05 0,53

Yasam olasilgini etkileyebilecek faktorler Cox regresyon analizie
degerlendirilmistir (Tablo 10). MGMT metilasyonu 6lum riskini 2,7ak (% 95 GA:
1,04-7,14, p=0,04), p53 pozitiginde arty 6lum riskini negatif yénde 0,1 kat (% 95
GA: 0,05-0,53) arttirmaktadir.
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5. TARTISMA

edilebilen timordit® Medyan sakalim siiresi 12-14 aydir. Hastalarin sadece % 2-5'
>3 yil yasarlar>®®°Standart model olan cerrahi, RT ve KT tedavi yakigarina rgmen
basarisizlgin en o6nemli nedeni, tumorin lokal kontrolininglaaamamasidir.
Goruntuleme, cerrahi ve radyoterapi tekniklerindgydedilen ilerlemelere gaen
hastalarinin prognozu kétudir. Bu nedenle dahdi éinoterapdtik ajanlar icin olan
arays cok buyuk ilgi cekmektedi?? Ozellikle molekiiler hedefli tedavi araiari
gindemdedit? Oral alkilleyici olan Temozolomid, malign ve niikgliomlarin
tedavisinde antitimor aktivitesi gosteritmitek ajandit®® DNA onarim enzimi
MGMT'yi tuketir ve bu yolla tedaviyi daha etkili kar. Kemoterapi alan hastalarda,
tumor dokusunda MGMT'nin diiik diizeyde olmasinin daha uzurglsdimla iligkili
oldugu bir cok calymada gésterilngtir.®>'%

Glioblastom her yga gorilebilir.insidans piki 45-70 yaarasidir. Erkek/ kadin
orani 1,5/1 civarindadff Cssitli kaynaklarda da ya 18-70 arasinda ve erkek
dominantlg bildirilmi stir.1328:63.6510510¢ 3| kmamizda cinsiyet ayrimi olmaksizinsya
ortalamasi 53,07 (18-83)'dur. Serimizin % 74,5'erkek populasyonu ojturmustur.
Bu veriler literatiirle benzerlik gostermekted#®>10%1

Glioblastomlar genellikle serebral hemisferlerkalize tiimérlerdif®*® En sik
sirasiyla temporal ve frontal lobda yeitter. Bizim serimizde % 27,3 oranla parietal
lob en sik tutulan bolgedir. Eglu ve arkadglarinin serisinde % 31,0’lik oranla parietal
lob sik bildirilen lokalizasyondut®”’

Primer ve sekonder olarak iki gruba ayrilan glagdmlarin en yaygin (% 90,0)
varyanti primerdit*?®34Bu grup kendilsinden, kisa bir klinik dykiyi takiben gsi.
Hizli progresyon ve kisith gakalim siresi tipiktir. Cajma grubumuzda olgularin %

89,1'i primer glioblastom olup, literatiirle pardilelgostermektedit*
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Ki 67'nin glioblastomlarda prognostik geri son zamanlarda tagtna
konusudur. Ki 67 boyanma indeksi ile ilgili yapilaitka¢ calgmada boyanma astiile
tumor grade’i ve kot prognoz arasinda paraleliizlgnirken, Bouvier Labit ve ark.
kendi serilerinde prognoz arasinda korelasyon batagtir.*®*° Bu farkhlik yiiksek
grade’li timordeki bolgesel heterojeniteye ghaolarak aciklanmtir.**®*%° Bizim
serimizde de Ki 67 proliferasyon indeksi ve sunamasi ilgki istatistiksel olarak
anlamh dgildir (p= 0,67).

EGFR overekspresyonu ile ilgili gen amplifikasyokanserlerin birgcgunda
bulunur'** Glioblastom da yapilan camalarda EGFR amplifikasyonu ve bunaivali
asiri salinimi ile hastalarin g&kalim sdrelerinin azalmasi arasinda belirgin kasgbn
saptanmytir.”**? EGFR salinimi ile survey arasinda tam tekkiiljosteren cagmalar
da vardirt®4 Bu verilere rgmen hem Parsons ve ekibi hem de Bouvier ve ark.
EGFR’deki genetik dasikliklerin tedavide prognostik 6nemi olmagini ileri
siirmiglerdir®” Benzer sekilde biz serimizde EGFR ile prognoz arasindatilstel
olarak anlamli bir fark bulamadik (p=0,075.

Astrositik beyin tumérlerindeki ilk genetik gisiklik TP53 mutasyonudut?®
Sekonder glioblastomda daha yiiksek oranda (% @&&ilig>* TP53 mutasyonunun ve
protein expresyonunun prognostik rolii glioblastantdanet dgildir.*®**° Yapilan bir
cok calgmada TP53 mutasyonu veya p53 ekspresyonuyla slgikey arasinda onemli
bir iliski bulunamamytir.>®1°%11418yzyn dénem sgkalanlarin ayri bir grup olarak
deserlendirildigi iki calismada, p53 ekspresyon oraniniglslim sdreleri arasinda
farklilik gostermemtir.*>*® Parsons ve ark., glioblastom olgularinda yaptikdgmom
analizinde en sik (% 40) gigen TP53 geninin, hi¢bir prognostik g&inin olmadgini
ileri sirmilerdir®’ Yapilan bir cakmada RT ve TMZ ile adjuvan KT alan glioblastom
hastalarinda TP53 mutasyonunun prognostik dnemsimadgini desteklemektedir>

Ohgaki ve arkaddari, ya ayarl cok dgiskenli analizlerinde TP53 mutasyonu
olan ve olmayan hastalar arasindgksamda bir fark olmagini gostermitir. Ancak
populasyon bgi calismasinda TP53 mutasyon vgrhin, tek dgiskenli analizinde
daha uzun sa kalimin prediktifi oldgunu bildirmitir.'** Bizim serimizde p53

ekspresyon derecesi ile survey arasinda KaplanrMe@izinde anlaml (p=0,003) bir
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korelasyon bulunmyur. Immunohistokimyasal olarak p53 ile boyanma yiizdatkaa
s& kalim suresi artmaktadir.

DNA iizerinde GMeG, az oranda (%<8) meydana gelen metilasyon tipi
olmasina ramen mutajenitesi ve toksisitesi en gicli oladdft. MGMT’nin
metilasyon durumununa, metilasyon spesifik PCR (MSBemikantitatif MSP,
prosekans RNA Real time reverse transkripsion PCRe bakilabilir. IHK, normal
calsan gen urini  MGMT protein ekspresyonunu gdsterén yontemdir®
Guniimuizde en sik MSP kullaniimaktathtPCR ile belirlenmi metilize MGMT gen
durumu velHK ile saptanmy MGMT protein ekspresyonu arasinda ki korelasyon
zayiftir. Prosekans ile belirlenen spesifik CpG lg@min metilasyonu ve MGMT
ekspresyon seviyesi arasinda da onemli bir uyurakugbrdir. DNA'y1 baz alan
metodlar 6zellikle kantitatif olanlar daha givenibulunmuytur!® Felsberg ve ark.
imminohistokimyasal olarak MGMT ekpresyonu saptidik olgularda PCR ile
MGMT metilasyonu ve s&alim arasinda anlamli bir korelasyon yakalayangantt
Kang ve ark. 12 gliosarkom olgusunda PCRIiM&’'sal yontemi kagilastirmislardir.
MGMT promoter bdlgesinde PCR analizi ile metilasysaptamalarina gaen bu

olgularda protein ekspresyonu da izlgheidir.**®

Bu uyymazlgl, ekspresyonda,
MGMT pozitif timor dokusuyla kontamine aktive miki@l hicreler, reaktif
astrositler, lenfositik infiltrasyon ve vaskuler dréler gibi nonneoplastik elemanlarin

neden olabilegéne balamislardir>*®

Kang ve ark. MGMT promoter
metilasyonunun tek allelde gercejdeesi sonucu @er unmetile allelin ekspresyona
neden olabilegéni vurgulamslardir*® Nakamura ve ark. ise bu genin formaldehit ve
metal iyonlar varlginda etkilenebilegéni  6ne sirmierdir®® Son yayinlanan
calsmalar daiHK’nin, PCR ile paralellik gostermedli ve metilasyon durumunu
sazlikli yansitmadgl bildirilmistir. Ayrica IHK sonugclarinin survey ile anlaml gkisi
saptanamangtir. °**>*8 Bu nedenlerle biz ¢amamizdaiHK'y1 kullanmayi uygun
bulmadik.

Sekonder gruptaMlGMT promoter metilasyonu serilerde, yaklka % 75
oraninda bulunmyur.>®>®® Buna kagin metilasyonu, primer glioblastomda % 36-68
oraninda bildiren yayinlar da vardir**°Biz serimizde primer olgularimizin % 59,2'de,
sekonder grubumuzun %50,0'de metilasyon saptadi&nl@r birbirine yakin olsa da,

calsmamizda sekonder glioblastom sayimiz oldukca Idsitl (% 10,9).
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Glioblastomda TMZ direncinin belirlenmesinde MGMT efilasyonunun
prognostik bir faktor olabileggne iliskin cok sayida cajma bulunmaktadif?19-1#1-124
Glioblastom hastalarinda bu promoter bdlgenin ragyibn orani yakkak % 30-77
oraninda dgismektedir (Tablo 11§%°>!2312 By calgmada da deerledirilen 55
olgunun 32’sinde (% 58,2) MGMT metilasyonu saptagtimi

MGMT, yasamin ve tedavinin nasil olagain ongorilmesi Uzerine bugine
kadar belirlenen en dnemli belirtectir®® Literatiirii incelediimizde bircok cakmada
metilasyon varffl prognozda pozitif yénde bir belirte¢ olarak butwstur. Esteller ve
ark., MGMT metilasyonunun beyin tumorlerinde klingeyir agisindan onemli rol
oynadgini belirtmistir.®® Paz ve ark.’nin 92 serilik ¢amalarinda metilasyonun klinik
cevapla dgrudan ilgkili oldugu ve hastalarinin TMZ ile tedavisinde, klinik cewab
ongorilmesinde MGMT metilasyonunun 6nemli @duvurgulanmgtir.*?* Bir ok
calismada, glioblastomda bu bdlge metilasyonunun, h&stalrinin klinik takibinde ve

TMZ dozunun belirlemesinde en 6nemli belirtec @aliildirilmistir,°1%72119.123.124

Tablo 11. Yayinlanan serilerde glioblastomda MGMT netilasyon durumu

Metilasyon

ylzdesi
(%)

Esteller ve ark> 12 17 41,3
Nakamura ve ark.” 25 25 50,0
Kamiryo ve ark.™” 33 41 445
Paz ve ark™™ 28 64 30,4
Hegi ve ark. 206 101 67,1
Krex ve ark.* 28 8 77,7
Cankovic ve ark:* 35 45 43,7
Felsberg ve ark'™ 26 40 39,3
Sonoda ve ark>* 11 7 61,1
Dunn ve ark.™* 58 51 53,2
Karayan Tapon ve ark.” 54 26 67,5
Kreth ve ark.™ 24 29 45,2
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Tdm bu vyaymnlarla birlikte, MGMT promoter metilasyunun alkilleyici
ajanlarla kemoterapiye verilen cevabin pozitif prediktif belirteci oldgu digerleri
tarafindan onaylanmastir.®®*?® MGMT promoter metilasyonunun kemoterapiyle
tedavi edilmeyen glioblastom hastalari icin preifli@up olamayacgina dair az sayida
veri mevcuttur-?® Piperi ve ark. 17 glioblastom hastasinda 4 gerompter bélgesinde
metilasyon durumunu armislar ve MGMT icin % 58.8 oraninda metilasyonu
saptamglardir. MGMT metilasyonu survey ve nekroz gdigi ile pozitif korelasyon
gostermgtir. MGMT metilasyonu olan hastalarda, metilasyonu olamye 16 aydan
fazla yaayan hastalara gore medyarglssim siiresi daha az (12 ay) bulungto.®
Bizim serimiz de paralel sonuglar icermektedir. iggabmizda, MGMT metilasyonu
olmayan hastalarin ortalamagkalim siresi daha uzundur. Metilasyon olan grupta
ortalama beklenen yam suresi 12 (8-16) ay iken, unmetile grupta 26-34p ay
saptanmytir. Bu fark yapilan Kaplan Meier istatistiksel #meade anlamli bulunmgtur
(p=0,02). Prognostik ve prediktif faktor olarak @nglen MGMT determinasyonunun
degeri hala net dgéldir. Bazi raporlara gére, MGMT promoter metilagyoradyoterapi
ve alkilleyici ajanlarla tedavi edilen glioblastoemddaha iyi bir sgkalimla
12,54,55,68,121,127 Bazi

ili skilendirilmistir. calgmalar kendi bgna MGMT promoter

metilasyonunun tedaviye bakilmaksizingimasiz bir prognostik faktor olgunu
bildirmistir.*#12®

Kamiryo ve ark. yaptiklari PCR c¢gitnasina Anaplastik Astrositomlari (AA)’lari
da dahil etmilerdir. Hem glioblastom hastalarinda (% 44,6), h&&ili olgularda (%
45,2) benzer metilasyon orani saptdardir. Ancak AA olgularinda MGMT
metilasyonunu uzun donem gkalim ve progresyonsuz survey arasindakiili
bulmulardir. Ayni iliskiyi glioblastomda saptamastardir. Glioblastomda sadece 55
yas Uzeri ve erkek cinsiyet fansiz kotii prognoz gostergesi olarak bulugmu™®
Bizim serimizde ygve cinsiyet ile survey arasinda anlamkikiligoralmedi.

MGMT promoter bolgesinin metilasyon durumunu PQRal&i ile géstermek
icin parafinize ve taze dondurulmiudokudan cadilmaktadir. Krex ve ark.’nin
calismasinda glioblastomlu uzun dénem (3 yildan fag#)kalan olgularinda, MGMT
promoter metilasyonu % 77’e ghaistir.*® Krex calsmasinda metilasyon oranini
yuksek bulmgtur. Bu durumu kriyoprezerve doku orneklerinden M@&siimasinin

parafin kesitlere gére daha yiiksek bir sensititsghip olmasiyla aciklagtardir%-%
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Taze doku ve parafin dokulardan MSP ile metilasygaptama hassasiyeti farkl
olabilmektedir. Bizim ¢cabmamizda parafin bloklardan DNA ekstraksiyonu yagptm
Metilasyon saptamaghmiz hasta grubunda bu nedenle kaybimizin olalgiece
distindik.

Normal beyin dokusu, mikroglia, endotel hicrelee lenfositler unmetile
MGMT'ye sahiptirler®%*>Tim bunlarin ekarte edilgii pir canli timér hiicresi
iceren ornekte PCR caillmasi sglikli metilasyonu gostermek icin gereklidir. Ancak
glioblastomlar invazyon ve infiltrasyon gosteren| bekroz iceren tumoérler olg@u icin
bu sartlari sglamak oldukca zordur. Camamiz da tim olgular icin parafin bloklar
secilirken busartlara ve kontaminasyona azami dl¢ide dikkat agiimBuna rgmen
unmetile ve metile MGMT bantlarina sahip 13 olgumvazdir. Bu olgularda, unmetile
bant varlginin, gercek metilasyon durumunu golgeleyebigeoéasiliklar arasindadir.

Parkinson ve ark. 10 glioblastom hastasinda aatefigcesi ve sonrasi 22 6rnek
alarak metilasyon durumunu gnamislardir. 10 hastanin 7’sinde tedavi Oncesi ve
sonrasi elde edilen spesmenlerde MGMT promotermetilasyon durumu dgsmistir.
Dort hastada, MGMT promoteri ilk ameliyatta unmeetiiken, tedavi sonrasi
orneklemede bir miktar metilasyon gostegtni(% 32, 44, 12 ve 4). @er bir hastada,
metilasyon ilk 6érneklemede % 40 iken ikinci 6rneRte68’ e yukselnstir. Kalan iki
hasta bglangicta bir derece metilasyon ortaya koym@ 72 ve % 12), sonraki
ornekleme herhangi bir MGMT promoter metilasyonustgémemgtir. Degisken
metilasyon durumu elde edilmesi intratimdoragigieenlik sebebiyle olabile@ icin,
bayuk glioblastomalarin farkli bolgelerinden 3-4esmen oOrneklenrgtir. Promoter
sekanslama ile tiim 6rneklerde metilasyonda minitegisim gézlenmitir.® Parkinson
ve ark. tedavi ©ncesi ve sonrasigeedendirilen o6rneklerde MGMT’nin farkli
olabilecggini ortaya koymuglardir. Tedavi sonrasinda niks ve rezidi timdrde
olabilecgi gibi, ayni timorin icinde MGMT promoter metilasymda dgisim
gorulebilmektedir. Bizim ¢cagmamizda ise tek parafin blok secilerek MGMT duruaun
bakilmstir. Intra timoral heterojenite nedeniyle PCR ghiken birden fazla tumor
alani iceren farkli drneklerin calimasi daha dgru veriler s&layacaktir. Maddi
olanaklarimizin kisithfii nedeniyle her olguya secilen bir 6rnek ile gal yapiimgtir.
Cok sayida ornekten calmasi ile metilasyon durumu gigebilecei olasiliklar

arasindadir.
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MGMT promoter metilasyonun glioblastomlar boyurg@gunlukla heterojenite
gOstermektedir. ilk biyopside prediktif bir marker olarak MGMT prones
metilasyonunun dgeri gosterilse de, tekrarlayan timorlerde dururpigbilmektedir.
Metilasyon durumunun RT ve KT tedavisinden sonikaaayan veya rezidi timor
eksizyon yapilan olgularda atallmasinin da anlamli olaga disUunulmdstar.
Parkinson ve arkadirinin yaptgl calsmada tedavi sonrasi metilasyon durumunda
farkhliklar bulunmytur. Adjuvan tedavi 6ncesi ve sonrasi ayni timordieman farkl
spesmenler arasinda MGMT promoterinin metilasyoeasinde artma ya da azalma
olabilecgini gostermgtir. Bu dezisiklikler igcin tumor icinde bolgesel varyasyon,
tedaviyle metilasyon Uzerine direkt etki, tedaviylemetile hiicre populasyonlarinin
seleksiyonu ve tumorin daha ileri dediferansiyasyatahil birkac olasi aciklama
vardir.Rezidu ve reklrren timdrlerde metilasyon analizlaganarak daha ileri tedavi
kararlari verilecekse ilk tedavi sonrasi bu arliekrarlanmasi 6nerilmektedir.

MGMT, alkilasyon ajanlariyla tedavide en Onemlresic geni oldgu icin
metilasyon yapisi derlendirilerek tedavinin sekillendiriimesi daha uygun
olacaktir?®2° Alkilasyon ajanlarina kar gelisen hiicresel direncten yilkksek MGMT
aktivitesinin sorumlu olabile@ne iliskin bu calgmalar ortaya ciktikca MGMT
aktivitesini azaltabilecek yeni molekullerin eturulmasina yonelik caimalar hiz
kazanmgtir., MGMT ekspresyonunun ¢ler arasinda ortalama 7,6 katgddenlik
gosterdgi ve ayni ksiden farkli zamanlarda alinan drneklerde bile 1,2-at farkh

MGMT ekspresyonu saptargbelirtilmistir.®°

MGMT promoter bdlgesinin metilasyonu ayni zamandaderde mutasyonlarin
olusumunda argla sonuclanabilir. DNA hasari sonucunda akg#le TP53 yolgl,
MGMT ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alan mekaalardan biridit>° Ancak,
p53 ve MGMT ekspresyonu gkisini argtiran calgmalarin sonuclari arasinda

farkliliklar vardrt30-131.132

Rolhion ve ark.’nin 39 glioblastom hastasina akutla MGMT ve p53 gen
ekspresyonlari (izerine yaptiklar galada, RT-PCR ile MGMT durumunu \EK ile
de yaban tip ve mutant p53 ekspresyongtanaislardir. TP53 geninde mutasyon olan
orneklerde MGMT ekspresyonunun azgldi saptadilar. Bu nedenle gdik MGMT

ekspresyonunun  p53 geninde mutasyonlarin snohsini  tetikleyebilegani
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belirtmislerdir.**®

Benzersekilde Esteller ve ark., her hangi bir olasi mekara
onermeden, MGMT’nin metilasyon yoluyla inaktivasyoinin p53 geninde G:C_A:T

transisyon mutasyonlarinin artmasiylakili olabilecesini bildirmektedir®

Hermission ve ark. gliom hicre dizilerinde yaprkl calgmada, MGMT
ekspresyonunun ve p53 yapisinin hicrelerin TMZ'lgn @luyarhliklarinin tahmininde
yardimci olabilecgini bildirmektedir. Bu gahma, MGMT'nin p53 ile dgrudan ilikili
oldugunu ve TMZ vyanitinin Ongorilmesinde her ikisinin dmemli oldgunu
gostermgtir. !

Literatirde p53 ve MGMT arasindaghantiyr gosteren yayinlara kan tam
aksi gorgler de vardir. Altmgyedi ve 219 serilik olguyu iceren iki ¢cginada MGMT
hipermetilasyonu ile p53sai ekpresyonu arasindaski bulunamamytir.**>*3* Bizim
calsmamizda p53 ile MGMT arasinda bir korelasyon saptanstir (p=0,44). Bu
konu ile ilgili daha geni serili calsmalarda her iki mutasyon arasindglbati netlik
kazanacaktir.

Sonu¢ olarak c¢amamizda, unmetile grubun surveyinin daha fazla
bulunmasinin, parafin dokudan ve tek O&rnekte sgadasina bgli  oldugunu
disinmekteyiz. Olgularin randomize secilmesi, cerrddl, ve RT’'nin standardize
edildigi homojenize bir gruptan ojmamasi, sonucu etkileyebilecekgeli bir faktor
olarak yorumladik. Klinik olarak cerrahi ve gdir tedavi protokollerinin standardize
edildigi daha fazla hasta grubunda timor heterojenitegizi 6niinde bulundurarak,

muimkun oldgu kadar ¢cok sayida parafin bloktan geda yapiimasini uygun bulduk.
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6. SONUC ve ONEHLER

1. Bu calsmaya; 2008-2011 yillar arasinda Cukurova UnivessiTip Fakiiltesi

Patoloji Anabilim Dali'nda glioblastom tanisi al&h olgu secildi.
2.Hastalarin 41'i (% 74,5) erkek, 14’0 (% 25,5) kadir.

3. Glioblastom olgularinin cinsiyet ayirimyapmaksizin ya ortalamasi53.07
(18-83) iken, kadinlarda 49.29 (22-70), erkeklesde87 (18-83)'dir.

4. Olgularin takip suresi 1 — 40 ay arasinda gtegktedir.

5Tumorlerin 15'i (% 27,2) parietal, 14’0 (% 25,4)ofrtal, 10'u (% 18,1)
temporaparietal, 6's1 (% 10,9) temporal, 7’si (% A2Dksipital lokalizasyondadir

6. Olgularin ikisine biyopsi uygulangidiger 53 olguya gros total ve subtotal
eksizyon yapilmtir.

7. Histomorfolojik olarak olgularin 28'i (% 50,9) pzatik nekroz, 13’0 (%
23,6) palizatlamayan ve 14'l (% 25,4) her iki nekrozu icermektedir

8. Tumodrlerin 42’sinde (% 76,3) vaskuler endotelgatliferasyon izlenirken,
13’Unde (% 23,6) gorulmentir.

9. IHK yontem ile uygulanan Ki-67 ile proliferasyon &ksi 8 olguda %10 ve
altinda, 28 olguda % 11-20 arasl, 19 olguda % 2dzeeinde bulunmyiur.

10.Tdm olgulara uygulanan EGFR, 27 olguda ( % 4%azititif, 28 olguda (%
50,9) olguda negatif saptargr.

11.Yapilanistatistiksel analizde; Ki-67 (p= 0,67), EGFR (p818), VEP (p=
0,08) ve nekroz (p= 0,40) @aalimla iliskili gérulmemitir.

12.Olgulara IHK yontem ile uygulanan p53, 25 olguda (% 45,5)duizitif (+) ,
11 olguda (% 20,0) iki pozitif (++), 16 olguda (86,0) t¢ pozitif (+++) boyanma
gosterirken, U¢ olguda (% 5,5) negatif sonug vetimi
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13. IHK yontem ile gosterilen p53 ekspresyonu arttikggkalim olasilgl da
artmaktadir istatistiksel olarak farki (p= 0,003) anlamh bulumor. Glioblastom’da
p53 ekspresyonu prognozu etkileyerginasiz faktorlerden biri olarak ortaya Gikgtr.

14. PCR yontemi ile optimunsartlarda olgularin 32’'inde (% 58,2) metile,
23’'Unde (% 41,8) unmetile MGMT DNA'sI saptarytm.

15. MGMT promoter bdlgesinde metilasyon vgrhi PCR calgilmasi ile
gostermek icin pir timoér dokusundan géhahdir. Normal glial doku, mikroglia,
endotel hdcreleri, lenfositler unmetile MGMT’ye gaholduklari igin  timdordeki
metilasyonu golgeleyebilmektedirler.

16. Glioblastomlarda intra timdral heterojenite neden tumoriun farkl
bdlgelerinden alinan érneklerde MGMT metilasyonutiom varyasyon gosterebilir. Bu
nedenle birden fazla timor alani iceren drneklé?@&R calsilmasi daha dgru veriler

ortaya koyacaktir.

17. Tedavi Oncesi ve sonrasi metilasyon da varyasyogdailebilmektedir.
Glioblastomda tedavi sonrasi rekirren ve reziduotiende alkilleyici ajanlarla devam

edebilmek icin metilasyon analizinin tekrarlanm@serilmistir.

18. Unmetilize grubun gakalim suresi (ortalama 26 ay), metilize olan gruba
gore (ortalama 12 ay) daha uzundur. Bu fark wstizgiel olarak anlamli bulunngtur.
(p=0,02) MGMT promoter bolgesinde metilasyon \@riie survey arasinda negatif bir
ili ski saptanmgtir.

19. Klinik olarak cerrahi ve dier tedavi protokollerinin standardize edgdi
belirli bir hasta grubunda timor heterojenitesitz goniinde bulundurarak, mimkin
oldugu kadar cok sayida parafin bloktan gala yapilmasinin uygun olaga
disUnulmigtar.

20. Baslangic @amasi olan bu ¢gamamizda glioblastom ve ghr timorlerde
PCR ile MGMT metilasyon durumunun anailmasi anabilim dalimizda teknik olarak

oturtulmus ve timorlu olgularda rutin ¢caina yapiimasina olanak@anmstir.
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Ek 1: Olgularin PCR Sonuglarina Gére Listesi

L MGMT Sonug¢
No Biopsi No PCR No OMGMT M MGMT
1 B12378-11 PCR205-11 + +
2 B3808-11 PCR210-11 + -
3 B1427-11 PCR211-11 + -
4 B7989-11 PCR212-11 + +
5 B27370-10 PCR213-11 + +
6 B7804-11 PCR214-11 + +
7 B6839-11 PCR215-11 - +
8 B27893-10 PCR216-11 + -
9 B21987-10 PCR217-11 + -
10 B18635-10 PCR218-11 + +
11 B4322-11 PCR219-11 + +
12 B14382-10 PCR220-11 + -
13 B20670-10 PCR221-11 + +
14 B19669-10 PCR223-11 + -
15 B15012-10 PCR224-11 + -
16 B19599-10 PCR225-11 + -
17 B6594-11 PCR226-11 - +
18 B1881-11 PCR227-11 + -
19 B705-11 PCR228-11 - +
20 B8975-11 PCR229-11 + -
21 B12876-11 PCR230-11 + -
22 B5378-10 PCR231-11 + -
23 B13006-10 PCR232-11 + +
24 B4241-10 PCR233-11 + +
25 B2706-10 PCR234-11 - +
26 B2114-10 PCR235-11 - +
27 B8531-09 PCR236-11 + -
28 B24820-09 PCR237-11 + +
29 B15150-09 PCR238-11 - +
30 B21833-09 PCR239-11 + -
31 B4555-09 PCR240-11 - +
32 B21000-09 PCR241-11 + -
33 B24628-09 PCR242-11 + -
34 B25577-091 PCR243-11 - +
35 B19119-09 PCR244-11 - +
36 B20874-09 PCR245-11 + -
37 B7228-09 PCR246-11 - +
38 B14460-09 PCR247-11 - +
39 B15640-09 PCR248-11 + -
40 B12008-09 PCR249-11 - +
41 B12076-10 PCR251-11 + -
42 B10411-10 PCR252-11 +
43 B19586-09 PCR254-11 + +
44 B11908-11 PCR255-11 + +
45 B3781-09 PCR256-11 +
46 B21047-08 PCR257-11 + -
47 B19594-08 PCR258-11 - +
48 B14129-11 PCR259-11 + -
49 B26390-08 PCR260-11 - +
50 B6658-08 PCR265-11 + -
51 B20748-08 PCR266-11 +
52 B6313-08 PCR267-11 + +
53 B6064-08 PCR268-11 - +
54 B7305-08 PCR269-11 - +
55 B4589-08 PCR270-11 + -
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