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ONSOZ

Kanser tedavisinde karsilasilan giigliikler artik timoér dokusunun molekiiler karakterinin
fenotipik karakterinden daha biiylik Onem tasidigini gostermistir. Beyin tiimorleri,
ozellikle molekiiler degisikliklerin birbirini yakindan etkiledigi ve uygulanacak olan
tedavi bicimiyle bu degisikliklerin yakin iliskide oldugu bir tiimdr grubudur. Bu ¢alisma
ile saptanacak olan molekiiler degisiklik-tedavi-sagkalim etkilesimleri, bu alanda
mevcut olan birikime eklenecegi gibi hastalara uygulanacak tedavinin se¢iminde de
yardime1 olacaktir. Gelecekte artik sadece molekiiler karakterine gore degerlendirilecek
olan gliomalarin 6zgiin tedavilerinde de problem olan molekiiler yolagin hedeflendigi
biyoteknolojik ¢oziimlerin ortaya ¢ikacagi diisiiniilmektedir.
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1.0ZET

Diisiik dereceli gliomalarin seyrinde dnemi ispatlanan degiskenler yas ve operasyonla
tiimoriin  ¢ikartilmasidir; ancak glial tiimorlerin  biyolojik 6zelliklerinin giin 15181na
cikartilabilmesi de gerek tedavinin segilmesinde, gerekse sagkalimin uzatilabilmesinde
etkili olacaktir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalar erken evre gliomalarin %60’ 1mnin TP53
geni mutasyonu tasidigint ve p53 islev kaybimmin %70-80 oraninda oldugunu
gostermistir. pS3 islevini etkileyen pl4ARF ve mdm-2’nin diizensizlikleri erken evre
tliimoriin ileri evreye gegisini kolaylastiran unsurlardir.

Hiicrelere farklilasma ve biiylime sinyali ileten PDGFR-a, EGFR ve bu yolaklar
baskilayan PTEN proteinleri gliomalarin tedavisini degistirebilecek degiskenlerdendir.
Tiim bu molekiiler degisimler, histopatolojik olarak tanimlanmasi gii¢ olan bu tiimor
grubunun genetik tanisinin dogrulanmasi veya histopatolojik taninin tekrar gézden
gecirilmesini saglamanin yaninda prognoz hakkinda bilgi alinabilmesine de imkan
verecektir.

Bu c¢alismada Nisan 1999- Ocak 2005 arasinda arastirmaya katilmayi kabul eden,
glioma cerrahisi gegiren, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Beyin Cerrahisi AD
kontroliindeki 39 ve Haydarpasa Numune Hastanesi kontroliindeki dokuz hastanin
tiimor dokular1 alinmig; DNA izolasyonunu takiben SSCP teknigi kullanilarak TP53
mutasyonlart saptanmistir. mdm2 amplifikasyonu ve pl4 delesyonu multipleks PZR
yontemiyle incelenmistir. Ayrica tlimorlerin parafin dokularinda p53, MGMT, EGFR,
PDGFR-a ve PTEN proteinlerinin  varligit immunohistokimyasal yodntemle
arastirilmustir.

Calismaya alinan 12’si astrositoma, 16’s1 oligodendroglioma ve 20’si oligoastrositoma
tanist konulan 48 hastadan 22’sinde TP53 mutasyonu saptanmistir. p53 proteini
anlatiminin ti¢ histopatolojik grupta da mutasyonlu 6rneklerde mutasyon tasimayanlara
oranla anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur. Sagkalim analizlerinden TP53
mutasyonu tagityanlarin sagkalim siiresinin tagimayanlara gore daha kisa oldugu
saptanmistir. Bu bulgulara ek olarak astrositoma ve oligoastrositomalarda EGFR,
PDGFR-a ve PTEN anlatimlarinin arttign saptanmistir. Ayrica MGMT ve p53

anlatimlariin tiimor yerlesimine gore degisiklik gosterdikleri gdzlemlenmistir.



Anahtar Kelimeler; Diislik dereceli glioma, TP53 mutasyonlari, EGFR-PDGFR-a-
PTEN anlatimi, MGMT anlatimi, sagkalim.



2.SUMMARY

ABERRATIONS IN EGFR, PTEN, PDGFR-a, MGMT EXPRESSIONS, TPS3
AND pS53 PATHWAY (MDM-2 AND P14ARF) GENES IN LOW GRADE
GLIOMAS AND THEIR CLINICAL EFFECTS

Age and surgical resection of tumor mass are accepted variables effective on glioma
progression but distinction of biological properties of glial tumours is important for both
selection of appropriate treatment and prolongation of the survival. Researches
confirmed that TP53 mutations are present in 60% of the initial stage gliomas and 70-
80 % of all gliomas had loss of TP53 gene function. pl14ARF and mdm?2 aberrations
especially found on progression through higher grade gliomas.

Differentiation and growth signal transmission modulator PDGFR-o and EGFR and
their suppressor PTEN create faith of glioma cells. Determination of these aberrations
could help verifying the genetic diagnosis and reviewing histopathological diagnosis in
this complex tumour group. Not only confirmation of the diagnosis but also getting idea
about the prognosis could be possible.

In this study, tumour tissues of 39 and nine patients, accepted informed consent and had
glioma surgery, applied to Marmara University Neurosurgery Department and
Haydarpasa Numune Hospital between April 1999- January 2005 respectively are used;
Following DNA isolation TP53 mutations were detected by SSCP. mdm2
amplifications and pl4 deletions were studied with multiplex PCR. Simultaneously
from the paraffin tissues, p53, MGMT, EGFR, PDGFR-a and PTEN expressions were
detected immunohistochemically.

Of the 48 cases, composed of 12 astrocytomas, 16 oligodendrogliomas and 20
oligoastrocytomas, 22 patients had TP53 mutations. p53 expression was increased in
mutation positive specimens. TP53 mutation carriers lived shorter compared to non-
carriers. PDGFR-a, EGFR, PTEN expressions were increased in astrocytomas and
oligoastrocytomas and according to tumour location MGMT and p53 expressions were

different.



Key Words; Low grade glioma, TP53 mutations, EGFR-PDGFR-a-PTEN expressions,

MGMT expression, survival.



3. GIRIS ve AMAC

Beynin merkezi rolii ve néronal yikimin yol agtigi islevsel kayiplar primer beyin
tiimorlerinin  6nemini gostermektedir. Tiim intrakranial tiimoérler, en iyl huylu
olanlarinin bile invazyon ve ileri evreye doniisebilme oOzellikleri nedeniyle,
oldiirtictidiirler. Tiimor 6rneklenmesi yetersizligi nedeniyle degisik fenotipte hiicreleri
birlikte bulunduran tiimorlerin tanimlanmasinda tiimor bilesenlerinin oranlarina gore
gelistirilen smiflandirma yontemleri goreceli kalabilmektedir (12, 24). Bu nedenle
histolojik taninin tek basina yeterli olmadig: disiiniilmektedir (12, 22, 24, 33). Sagkalim
siiresi ortalama olarak astrositomalarda 5-8 yil, oligodendrogliomalarda ise 12-16 yildir
(23).

Gliomalarda histopatolojik tan1 disinda prognozu etkileyen iki ana etken yas ve cerrahi
yoluyla tiimoriin ¢ikartilmasidir (85). Geng yas grubunda gliomalarin 1iyi prognozlu
oldugu bilinmektedir (15, 85). Son yillarda glioma insidansinin artig gosterdigi yaslh
populasyonda sagkalim siiresi olduk¢a kisadir (15).Biyolojik degiskenler
arastirildiginda bu timorlerin - % 60’inda  TP53 mutasyonlarinin bulundugu, ayrica
%70-80’inde ise p53’e baglanarak yikimina yol agan mdm-2’nin artis1 nedeniyle islev
kayb1 olustugu saptanmustir. p53’tin DNA’ya baglanma bolgesini etkileyen
mutasyonlarin %75’1 G:C den A:T’ye doniisiime yol agan mutasyonlardir ve bu

mutasyonlarin  %50’si CpG adaciklarinda konuslanmistir (71, 77). Bu durum

metillenme sonras1 devreye girip TP53’iin bu boélgelerinde olusan 06—metilguaninin
demetilasyonu i¢in gerekli olan MGMT enzimine dikkat ¢ekmektedir. Kromozom 9p21
bolgesinden alternatif kirpilma ile olusan p16 ve p14ARF proteinleri, hiicre dongiisiinii
G1 ve G2 safhalarinda duraklatarak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin engellenmesini
saglarlar. Hiicre dongiisiinii kontrol eden p53 ve Rb yolaklarinin kavsak noktasini
olusturan bu iki proteinin kodlandig1 9p21 bolgesinin mutasyon ve kii¢iik delesyonlari
ileri evre (anaplastik) gliomalar ve GBM’de  saptanmistir. Bu gen {iriinlerinin
inaktivasyonu diisiik dereceli gliomalarda daha biiyiik bir oranda pl6 ve pl4ARF
metillenmesi ile ger¢eklesmektedir (91). Gliomagenezde etkin olan ¢ift etkili fosfataz
enzimi olan PTEN’in veya bulundugu lokus 10g23’{in delesyonu 6zellikle GBM’lerde
%70-80 gibi yiiksek oranlarda saptanmistir (90, 91). Lipid fosfataz ozelligi ile hiicre
icinde fosfatidil 3 fosfati azalttigindan PTEN inaktivasyonu Akt yolagini aktif hale



getirir ve bOylece hiicre ¢ogalmasina yol agar. Yapisal olarak hiicre iskeletinde etkin
olan Tensin’e benzerlik gostermektedir ve hiicre yayilimi ve hareketliligini onledigi
diisiiniilmektedir (19). PTEN’in baskiladigi Akt’'nin Mdm?2’yi fosforile ederek p53
yikimina dolayli olarak katkida bulundugu gosterilmistir (75). Tiimdr baskilayict genler
disinda  biliylime faktorlerinin degisimi de tlimor alt tiplerinin belirlenebilmesi ve
tiimore etkin tedavi gelistirilmesi i¢in arastirilmaktadir. Biiylime faktorii reseptorleri
PDGFR-a ve EGFR birer tirozin kinazdirlar. PDGFR-a anlatiminin ventral alanda 11.
embriyonik glinden sonra oligodendrosit nciillerinde bulundugu histolojik ¢aligsmalarla
gosterilmistir (5). Diigiik dereceli gliomalarda PDGFR-a anlatim artisi ve TP53
mutasyonunun varligi arasinda onemli bir iliskinin bulunmas1 dikkat ¢ekicidir
(88).EGFR geni GBM lerin %35’inde amplifiye olmustur. EGFR amplifikasyonunun
yabanil tip TP53 bulundurmayan tiimor hiicrelerinde daha sik gergeklestigi saptanmustir.
pS3 ve biiylime faktdrleri arasindaki bu iliski gliomagenezde genetik olarak iki farkl
yolagin bulundugunu gostermektedir (18). Gliomalarda tedavi konusunda da bugiine
kadar standart bir protokol saptanamamistir. Astrositomalarin radyoterapiye,
oligodendrogliomalarin ise kemoterapiye duyarli oldugu bilinmektedir (12, 23, 24).

Kemoterapiye diren¢ bir DNA tamir proteini olan MGMT nin anlatiminin azalmasiyla
gelismektedir (84). TP53 mutasyonu tasiyan astrositomalarda ise radyoterapiye direng
s6z konusudur (84). Ozellikle TP53 mutasyonlarinin sik karsilasildign diisiik evre
timorlerde radyoterapiye yanitin degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu yaklagimla
MGMT proteinin artis1 ile kemoterapiye direngli olabilecek vakalar onceden tayin
edilebilir. p53°in etkiledigi PTEN ve onun bask1 altina aldig1 biiytime faktorleri EGFR
ve PDGFR-a yolaklar1 tiimoriin prognozu yoniinden c¢ok onemli noktalar1 acikliga
kavusturacaktir. Yukarida 6zetlenen bilgilerin 1s181nda planlanan ve yiiriitiilen bu tez
calismasinda tan1 konulmasi gili¢ olan ve tedavi bi¢imleri, klinik seyirleri konusunda
standart bir gorlis bulunmayan gliomalarin molekiiler kimliklerinin tanimlanmasi ve
klinik seyire etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Gliomalarin farkli  histolojik
tiplerinin olusum nedenlerinin yaninda tedaviye yanitta da etkili olan molekiiler
degisimler bu tiimorlerin hem tanimlanmalarinda hem de takiplerinde yol gosterecektir.
Bu calismada TP53 mutasyonu varlig1 ve hedef proteinlerin anlatimlarinin sagkalim ile
arasindaki iligki arastirilarak {i¢ diisiik dereceli histolojik glioma grubunda bu

degisimlerin prognoza, sagkalima ve birbirlerine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1.Glial Timorler ve Molekiiler Diizensizlikler

Beyin tiimorlerinin %60°1n1 olusturan, ndron destek dokusundan kaynaklanan gliomalar
fenotipik olarak Oligodendroglioma, Astrositoma ve Oligoastrositoma seklinde {i¢ ana
gruba ayrilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) 2000°de gelistirmis oldugu
simiflandirma ile Gliomalar dort ana derece grubu olusturacak sekilde, anaplastik
degisiklikler olan mitoz, nekroz, ¢ekirdek atipisi, mikrodamar artis1 degerlendirilerek

siniflandirilir(Tablo.1)(8, 25, 43).

Tablo 1. GLIOMALARIN WHO DERECE (GRADE) SINIFLANDIRMASI

« ASTROSITOMALAR

 Pilositik WHO DERECE I

* Astrositom WHO DERECE I

* Anaplastik WHO DERECE 111

» Glioblastoma Multiform WHO DERECE 1V

« OLIGODENDROGLIOMALAR

* Oligodendroglioma WHO DERECE II

» Anaplastik Oligodendroglioma WHO DERECE III
* Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV

- EPENDIMOMALAR

* Subependimoma WHO DERECE I

* Ependimoma WHO DERECE II

» Anaplastik Ependimoma WHO DERECE III



» KARMA GLIOMALAR

» Oligoastrositoma WHO DERECE II

* Anaplastik Oligoastrositoma WHO DERECE III
* Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV

Astrositomalar igerdikleri hiicrelerin morfolojilerine gore 3 alt gruba ayrilirlar (25):
Fibriler Astrositoma yaygin sitoplazmasi ve ince uzantilar1 bulunan hiicrelerin
olusturdugu fibrilden zengin tiimdr stromasi ile tanimlanir.

Protoplazmik Astrositoma mikrokistik veya mukoid matriks i¢ine gomiilmiis seyrek
uzantilar1 bulunan kiiciik eozinofilik sitoplazmali neoplastik astrositlerden olusur.

Gemistositik Astrositomada tani, tiimor biitiinii i¢inde bulunan gemistositik neoplastik

astrositlerin tiim hiicrelerinin %20’si1 ve lizerinde bulunmasi ile yapilabilir (Sekil 1).

Sekil 1. Astrositler (yesil renkli hiicreler) ve Oligodendrositler (aksonlarin g¢evrelerinde

yerlesen sari tarali alanla gosterilen hiicreler)

Derece I, cocuk yaslarda saptanabilen, prognozu iyi olan pilositik astrositoma olarak da
adlandirilan evreyi olusturur. Derece II, 20’li 30’1lu yaslarda saptanan, yavas ilerleyerek
Derece III ve IV’e doniisebilen evredir (18). Derece III anaplastik degisimlerin sik
goriildiigli.  ve hizla derece IV’e gecis gosteren tiimorlerdir (12). Derece 1V,

gliomalarda yolun sonu olarak degerlendirilir. Sagkalim 1-2 ay ile smirhdir.



Glioblastoma Multiform (GBM) olarak da isimlendirilir. GBM’ler iki ayr yolla olusur:
Primer GBM (de novo); 50 yas iizeri hastalarda saptanir . Sekonder GBM ise diisiik
dereceli gliomalarin zaman i¢inde degisime ugramasi ile olugan TP53 mutasyonlarindan
kaynaklanir ve daha ¢ok geng yas grubunu etkiler (8, 49).

Gliomalarin cerrahi olarak tiimiiyle ¢ikartilmasi, normal beyin dokusunun i¢ine yogun
olarak niifuz etmis olmalar1 nedeniyle giictlir. Ayrica diger sistem tiimorlerinin cerrahi
yaklagiminin tersine tiimor dokusunun yaninda normal beyin dokusuna olabildigince
dokunulmamasi hastalarin ameliyat sonrasi yasam kalitesi ve Olim oranlarinin
belirlenmesinde etkilidir. Bu nedenle ameliyat sonrasi goriintiileme yontemleri ile
kalint1 tiimor kitlesi saptanmasi genel bir yaklasimdir. Bu durum rekiirrens ve
prognozda etkili bulunmustur (31, 40, 85).

Johannesen ve arkadaslarimin yaptiklar1 uzun izlem siireli, populasyon kaynakli
calismada, 1970-1981 ile 1981-1993 zaman dilimleri karsilastirildiginda, 15-49 yaslari
arasindaki geng, noro-epitelial tiimorlii yetiskinlerin sagkalim siirelerinin uzadigi
(%16.5 ve %33.1) saptanmistir. Bu farkliligin cerrahi sonrasindaki kalinti tiimor
kitlesinin goriintiileme teknikleri ile daha dogru olarak saptanmasi ve tiimor
orneklemesinin daha dogru yapilabilmesinden kaynaklandigi belirtilmistir (40).

2

Timoriin histolojik olarak ’1yi’ tanimlanabilmesi ile sagkalimda kaydedilen basari
molekiiler karakterinin belirlenmesi ile de tedaviye yonelik acilimlar getirecektir (40).

Sagkalim ile bu iki degisken disinda iligkilendirilebilecek biyolojik unsurlar
arastirildiginda bu tiimorlerin @ % 60’inda  TP53 mutasyonlarinin bulundugu ayrica
%70-80’inde ise p53’e baglanarak yikimina yol acan mdm-2’nin artis1 nedeniyle islev
kayb1 olustugu saptanmistir. Baglangicta yapilan yayinlarda TP53 mutasyonlarinin
glioma hastalarmin sagkalim siirelerine etkisi konusunda tartigmali sonuglara
ulagilmistir, ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda tiimoriin hayli heterojenik olmasi
nedeniyle bu ¢eliskinin dogdugu sonucuna varilmistir (60). Astrositomalarda fenotipik
olarak eliptik hiicrelerin olusturdugu gemistositik astrositoma grubunda sagkalim
siiresinin  diger gruba gore daha kisa oldugu bilinmektedir. Gemistositik

astrositomalarda TP53 mutasyonlar1 siktir. Bu kotii prognozlu astrositoma alt grubunda

TP53 mutasyonlarinin kétii prognoza isaret ettigi belirlenmistir (60).



Oligodendrogliomalarda 1p, 19q delesyonu, astrositomalarda ise TP53 mutasyonu en
sik rastlanan molekiiler diizensizliklerdir. Tablo 2 ve 3’de sirasiyla oligodendroglioma
ve astrositomalardaki molekiiler diizensizlikler goriilmektedir.

Tablo 2. Oligodendrogliomalarin derecelere gore tasidiklari molekiiler 6zellikler (25, 61)

AL | RRRR LR TRAR iR 0R LR AR
Oli_godendrositler ve GEial OnLci'll Hi'lcreleLr

LAY 1 p FEGFR  Anlatmn Aats
LAXH 1%9q PDCF/PDHCFR Aunlatin Aats
TOH 4q

PS3 INUASYON  (Seyrek)
CDENZAMR, pI4*"" hipermetilazyon

Oligodendroghicma WHO Derece IT

CIMKNZA Lomomgot delesyon CDES, EGERR, PDGPRA, MY
RN 2C moutasvonhomozigot delesyvon amplifikkasyon {seyrel)
FIEMN moatasyon YEGEF anlatmm artisa

Anaplaztik Oligodendroglhioma WHO Derece IIT

Tablo 3. Astrositomalarin derecelere gore tasidiklart molekiiler 6zellikler

Diisiik Dereceli Anaplastik ]
Astrositoma — Astrositoma — Glioblastoma
Sagkalim 2-10 yi 2-3 yl 9-12 ay
Proliferasyon +/- 4 4 L e e ol
Invazyon ++ ++ R
Anjiogenez —_ S FIN
o -~ = +++
Tedaviye Cevap -— R -—
r ErETTE ) ]
p53 mutasyonlar RB mutasyonu EGFR amplifikasyonu
PDGF/R anlatim CDK4 EGFR mutasyonu
artisi amplifikasyonu INK4a/ARF kaybi
INK4a/ARF PTEN kaybi
kaybi RB mutasyonu
PTEN kaybi PTEN mutasyonu
DMBT1 kaybi
19q kayb:
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TP53 mutasyonlarindan kodon 175 Arg —Gly degisiminin ozellikle kisa sagkalim
stiresiyle iligkili oldugu bulunmustur(32, 36). Ayni sekilde kodon 175 mutasyonu
tagityan kolon ve meme tiimdrlerinde de sagkalim siiresinin belirgin olarak kisa oldugu
bilinmektedir (38, 51). Diger yogun mutasyon noktalar1 olan kodon 248 ve kodon 273
degisimleri sonunda ise p53’iin DNA’ya kismen baglanabildigi ve tiimor baskilama
Ozelliginin tamamen ortadan kalkmadigi gosterilmistir (15, 18). Bu grupta prognoz
kodon 175 mutasyonu tasiyan gruba gore daha iyidir. DNA’ya baglanma bdlgesini
etkileyen mutasyonlarin %75’1 G:C den A:T’ye doniisiime yol acan mutasyonlardir ve

bu mutasyonlarin %50’si CpG adaciklarinda yerlesmistir (71, 77). Bu durum

metillenme sonrasi devreye girip TP53’{in bu bolgelerinde olusan O® metilguaninin
guanine donlistliriilebilmesi i¢in gerekli olan MGMT enzimine dikkat ¢ekmektedir.
MGMT proteini guaninin 6. oksijen atomuna baglanan alkil gruplarimi kendi sistin
aminoasidine baglayarak guaninin normal yapisina kavusmasini saglar. TP53
mutasyonlart degerlendirilirken intron bdlgeleri mutasyonlarinin 6zellikle intron 3 ve
7’de bulunmasi dikkat g¢ekicidir (71, 77). Ancak bu mutasyonlar proteinin merkez

bolgesinde yerlesim gdsteren mutasyonlara oranla daha seyrektir.

4.2.Gliomagenez

Dis ya da i¢ kaynakli bir onkogenik uyar1 gergeklestiginde normal hiicre, hiicre
dongiisii duraklamasi1 ve DNA hasar1 tamiri veya hasar bliylik ise programli hiicre
O0limii mekanizmalarin1 ¢alistirirken, kanser hiicresi genom kararsizligima ragmen
yasamini devam ettirir. Sekil 2’ deki molekiiler diizensizlikler, gliomalarin
kaynaklandiklar1 noroglial hiicrelerde genomik kararsizlik olusmasinda rol oynayan
baslica diizensizliklerdir.

Noroglial hiicreler astrositler, oligodendrositler ve ependimal hiicrelerden olusurlar. Bu
hiicreler sinir hiicrelerinin korunmasi ve devamlilig1 i¢in dnemlidir. Tiim merkezi sinir
sistemi hiicreleri embriyonun olusumu sirasinda néroektodermden veya noral plaktan
gelisir. Iki oOnciil hiicre dizisinden T1A ve O2A farklilasarak astrositler ve

oligodendrositleri olusturmaktadir ve T1A’nin sinir sisteminde yapisal anlamda rol
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oynadigi ve O2A’nin aksonal iletide islevsel gorevi olan 06zellesmis hiicreleri
olusturdugu diistiniilmektedir (59).

Astrositler sinir hiicrelerine, fiziksel ve biyokimyasal destek saglanmasi, ndéronlarin
alic1 yiizeylerinin yalitimi ve kilcal damar endotel hiicreleriyle kan-beyin sinirinin
olusturulmasinda gorev alirlar ve bunun yaninda hasarlanmis beyinde gliosis denilen
“i1z” dokusunu olustururlar. Ayrica bu hiicreler néronal hiicrelerin goclerinde, sinaptik
gecisin diizenlenmesinde, sinaps sayisinin kontrol edilmesinde ve ndronun enerji
metabolizmasinda rol oynarlar.

Oligodendrositler merkezi sinir sisteminde myelinin {retilmesini ve devamliligin
saglarlar ve periferik sinir sistemindeki Schwann hiicrelerinin benzerleridirler.
Ependimal hiicreler ise tek katli hiicre tabakasi olusturarak serebral ventrikiillerin
ylizeyini kaplarlar. Ayrica diizenli siv1 alig-verisi kan-beyin bariyerinde ve ventrikiiler
ependimada gerceklesir (59).

Glial hiicreler ve yerlesimlerini gosteren Sekil 3’de sinir hiicreleri aksonlarini ¢cepecevre
saran oligodendrositler, uzantilar1 ile damarlar1 ¢evreleyerek néronlar ve kan damarlar
arasinda koprii olusturan astrositler ve ventrikiiler bosluklarin yaygisini olusturan sivi

degisiminde etkin olan ependimal hiicreler izlenmektedir.
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Sekil 2. Normal hiicre ve kanser hiicresinin onkogenik strese verdikleri cevaplar. Dis veya i¢
kaynakli stres durumunda  normal hiicre, DNA tamiri ve programli hiicre Oliimii
mekanizmalarini aktif duruma getirirken, kanser hiicresi yeterli hiicre dongiisti tutuklanmasi ve

apoptoz gerceklestiremediginden genomik kararsizligina ragmen yagamina devam eder (49).
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Sekil 3. Glial destek dokusunu olusturan hiicre tipleri ve yerlesimleri (81).

Sekizinci embriyonik giinde ventrikiiler alandaki kok hiicreler Fibroblast Biiyiime
Faktorii 'ne (FGF) cevap vererek ara alandaki radial glial hiicreleri olustururlar. Radial
glial hiicreler ise ventrikiiler alandan go¢ ederken ndronal ve glial hiicrelerin dnciillerini
olustururlar. Onii¢lincii embriyonik gilinde pluripotent kok hiicreler Epidermal Biiylime
Faktorii’'ne (EGF) daha duyarli hale gelerek glia yonlenimli onciilleri olustururlar.
Onsekizinci giinde ventrikiiler alandaki kok hiicreler sadece EGF’e duyarhidirlar ve glia
yonlenimli PDGF R+ ve PDGFR- onciilleri olustururlar (Sekil 4, Sekil 5). Bu hiicreler
de ventrikiiler alandan ara alana go¢ ederek oligodendroglial veya astrositik farklilagsma
sirecine girerler. Oligodendrosit Onciilleri astrositleri ve astrositler ise tekrar
farklilasarak radial glial hiicreleri olusturabilirler. Radial glial hiicrelerin astrositlere ya
da astrositlerin radial glial hiicrelere doniisebilmeleri hiicre potansiyelinden ¢ok cevre

uyaranlarin etkileriyle olusmaktadir (49).
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Sekil.4. Glial Hiicrelerin Embriyonik Gelisimi. Sekilde glial tanimlanmig Onciillerin biiyiime

faktorleri etkisiyle embriyonik giinler 8, 13, 18’ de degisimleri goriilmektedir (49).
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Sekil 5. Embriyonik gelisim sirasinda kok hiicreler, biiylime faktorleri etkisi altinda ventrikiiler
katmandan subventrikiiler, intermediate katmana ve neokortekse go¢ edisleri sirasinda
farklilagarak noronlar (yesil), oligodendrositleri (sar1) ve astrositleri (kirmizi) olustururlar (2,

20).
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Astrositomalarin ve oligodendrositomalarin gelisim basamaklarinda kaynak aldiklar
hiicre tipinin sorgulanmasi iki ayr1 hipotezi ortaya c¢ikartmistir. Birincisi timor
hiicrelerinin dogrudan Onciil hiicreden gelistigi digeri ise tiimor hiicresinin gelisim
siirecini tamamlamis olan olgun astrositten tekrar farklilasma ile olustugu hipotezidir.
Bu hipotezlerin dogrulugu heniiz kanitlanamamistir (Sekil 6). Ancak olgun astrositlerin
deneysel olarak embriyoya ekilmesiyle sadece ekim bdlgesindeki hiicrelerin degil ayrica
ekim bolgesinden farkli  bolgede de radial glial hiicrelere tekrar farklilastiklar:
gbzlemlenmistir (44,49). Holland ve arkadaslarinin yaptiklari ¢caligmada noronal onciil
hiicrelerden glioma hiicrelerine doniisiim gosterilmistir (44).

Ancak Depinho ve arkadaslari ayni1 doniisiimiin olgun astrositlerde de gecerli oldugunu
kanitlayarak hem noronal kok hiicre kimligi tasiyan nestint ve hem de astrositoma

kimligi tastyan GFAP+ hiicrelerin glioma hiicrelerine doniigsebildiklerinin anlagilmasini

saglamislardir (44).
Onciil Hilcre Astrosit
. HORMAL
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2 ?
Dimigim !
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Diéniigiim

Astrositoma Geligimi

Sekil 6. Astrositomalarin gelisimi hipotezleri (44).
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4.3. TPS3 Tiimor Baskilayic1 Geni

4.3.1. p53 Yapisi

P53 DNA’ya diziye 0zgii baglanan 393 aminoasitten olusan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Normal hiicre gelisiminde 6nemli olan DNA hasar tamiri, hiicre dongiisii
duraklamasi, apoptoza gidis, anjiogenez, redox diizenlenmesi, metastaz, nitrik oksit
tiretimi ve protein yikiminda etkili genis gen paneli tiriinlerinin anlatimin arttirir (35).
Anlatimi transkripsiyon sonrasi diizenlenir ve normal hiicrelerde ¢ok az miktarda
bulunur. Mdm-2 p53’e baglanarak aktivasyon islevsel alt biriminin islevini bozar.
Boylece mdm-2 ubiquitin-proteozom yolagi ile p53 proteinin yikimini saglar. DNA
hasar1 olugtugunda p53’iin mdm-2 ile baglanan bolgesine fosfor baglanir. p53 mdm-2
bagi zayiflar ve pS3 mdm-2 baskisindan kurtulur. mdm-2 geni, p53’iin transkripsiyonel

hedeflerinden biridir (Sekil 7) (80).

DNA Hasari

sitoplazma

Sagkahm sinyalleri

\

Protein
" =« | Kinazlar

® 1  r__

"apoptoz’ genleri

Hiicre ¢ogalmasi
sinyalleri

[Re—

tutuklanma’

| -

Tutuklanma Apoptoz

Sekil 7. Sagkalim sinyalleri nukleus i¢inde p53°iin mdm-2 ile baglanmasini saglarken
asir1 hiicre ¢ogalmasi sinyalleri p14ARF etkisiyle mdm-2’nin neden olacagi p53 yikimini saglar

(82).
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Amino ucundan baslayarak sirasiyla; Transkripsiyon-aktivasyon, DNA’ya diziye 6zgii
baglanan merkez ve 0zgiil olmayan DNA ile etkilesim islevsel birimlerinden olusur.
Gorevini yerine getirebilmesi i¢in karboksil ucundaki islevsel birimi yardimiyla

tetramerler olusturur.
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P53 GENI (KROMOZOM 17p13)

Sekil 8. TP53 geni ekzonlar1 ve kodladiklart bolgeler.

Onbir ekzondan olusan TP53 geninin DNA’ya diziye 6zgli baglanmasini saglayan
merkez iglevsel birimi 5, 6, 7 ve 8. ekzonlarca kodlanir ve DNA’ya baglanma bolgesi

100. ve 300. aminoasitler arasinda kalan bdlgesini icermektedir (Sekil 8) (80).
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4.3.2. p53 Yolag1 (mdm-2 ve p14ARF)

mdm-2’nin yanisira bu yolagin énemli diger bir diizenleyicisi olan pl4 ARF proteini
9p21 lokusundan kodlanir. (CDKN2A) pl4ARF, p53/mdm2 bilesigine baglanarak
mdm?2 yoluyla olugan p53 yikimini 6nler. p5S3 olumsuz geribesleme yolu ile p14 ARF
nin ekspresyonunu azaltici etki gosterir. E18 ekzonu tarafindan kodlanan p14 ARF nin
amino ug islevsel alt birimi mdm-2 ye baglanip G1 tutuklanmasini saglar. Sekil 9°da
goriildiigii tizere CDKN2A bolgesindeki ekzon 1a, ekzon 2, ekzon 3 p16’y1 kodlarken,
ekzon 1P, ekzon 2 ve ekzon 3 p14ARF’yi kodlamaktadir (49).

E1R Ela E2 E3
a0 u B

<>

Sekil 9. CDKN2A geni yapisi. Alternatif kirpilma ile p14ARF proteinin olugmasi. (49).

Ichimura ve ark. ¢caligmalarinda primer astrositik gliomalarda G1-S kontrol sistemindeki
bozukluklarin hemen hemen her zaman p53 yolagi inaktivasyonu ile birlikte oldugunu
gostermislerdir (36).

Yiiz doksan astrositik gliomada yapilan ¢alismada TP53 mutasyonu Glioblastomalarin
%36’sinda, Anaplastik Astrositomalarin %67’de  ve Astrositomalarin %67 sinde
saptanmistir (36).

mdm-2 amplifikasyonu Glioblastomalarin %8’inde saptanirken anaplastik astrositoma
veya astrositomalarin higbirinde  bulunmamistir. P14 ARF nin 4 mutasyonu
CDKN2A’nin 2. ekzonunda bulunmustur ve 48 glioblastoma ve 3 anaplastik
astrositomada homozigot E1B delesyonu saptanmistir. mdm-2 amplifikasyonu olan
timorlerin  higbirisinde TP53 mutasyonu veya pl4ARF delesyon/mutasyonu
saptanmamustir. Tiim ii¢c gendeki anormallikler birlestirildiginde glioblastomalarin
%76’s1nda , anaplastik astrositomalarin % 72’sinde ve astrositomalarin % 67’sinde ya
TP53 mutasyonu, ya mdm-2 amplifikasyonu ya da pl4 ARF’nin mutasyon veya
homozigot delesyonuna rastlanmigtir. p53 yolaginin ve GI1-S  kontrol genlerinin

diizensizlikleri arasindaki iligki tiim tiimor safhalarinda anlamli bulunmustur (36)
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mdm-2 amplifikasyonunun hemen her zaman RBI1 mutasyonu veya CDK4
amplifikasyonu ile iliskili oldugu goriilmiistiir.(cdk4 ve mdm2 12q13-15 bdlgesinde
birbirlerinden 4Mb uzakliktadirlar) (80).

p53 mutasyonunun glioblastomaya gore astrositomalar ve anaplastik astrositomalarda
daha sik bulundugu, TP53 mutasyonu bulunduran astrositomalarin tekrarlamaya ve
evrede ilerlemeye egilimli oldugu bilinmektedir (37).

Astrositik gliomalarin progresyonunda TP53 mutasyonu tiimoriin erken evresinde, G1-
S gecisini kontrol eden genlerdeki anormallikler ise ge¢ evresinde ortaya ¢ikmaktadir

(36).

4.3.3. TP53 Mutasyonlari

TP53 allellerinin biri ya da her ikisinin kaybi tetramer olusumunu azaltarak biiylimeyi
baskilayict genlerin ifadelerinde diisiise neden olur. Bu mekanizma pek c¢ok timor
tipinde bulunmaktadir. Proteinin yapisinda kesilmeye neden olan anlamsiz veya
kirpilma bolgesi mutasyonlar1 oligomerlesmeyi engelleyerek p53 tetramerlerin ayni
sekilde azalmasia yol acar. Bu mutasyonlar ozellikle akciger, 6zofagus, ve diger
kanserlerde daha siktir. Ugiincii bir mekanizma mutant TP53’i{in baskin negatif etkisi ile
islevsel olarak aktif tetramer olusumunda daha biiylik diisiis yapan anlamsiz
mutasyonlardir. Bu tiir mutasyonlar ise kolon, beyin, akciger, meme, cilt, mesane
kanserlerinde etkindir (80). p53’iin onkogeneze katkida bulundugu dordiincii bir
mekanizma ise servikal kanserlerde HPV’nin E6 geni {riiniiniin p53’e¢ baglanarak
p53°de islevsel kayba ve proteinin yikimina yol agmasidir (80).

Gliomalarda en sik rastlanan mutasyon tipi nokta mutasyonlar1 ya da anlamsiz
mutasyonlardir. Mutasyon frekansi, diisiik evre astrositomlarda %53 ila 83 arasindadir
(74). Watanabe ve arkadaslar yaptiklar1 calismada saptanan TP53 mutasyonlarinin %
88’inin anlamsiz oldugunu saptamislardir. Mutasyon tipi degisik zaman dilimleri i¢inde
aliman biyopsilerde aym kalirken p53 proteininin birikimi tiimor evresi ilerledikce
artmaktadir. Calisma grubundaki vakalarda tlimoriin evre olarak ilerlemesi TP53
mutasyonu varligi ve yoklugu durumlarinda esit frekanslarda gergeklesmistir (83).
TP53 mutasyonu astrositomalarda %58 anaplastik astrositomalardalarda %67

glioblastomalarda %72 oraninda saptanmistir (80).
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Histolojik evreden bagimsiz olarak TP53 mutasyonlarinin saptanmasi, mutasyonlarin
astrositomlarin ilerlemesinden ¢ok tekrarlamasi ile iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir.
TP53 mutasyonu ilk biyopside saptanmaktadir ve immunreaktivitesi hasta sagkalimi ile
ters orantilidir. Kodon 175 mutasyonu bulunan tiimorlerin 6zellikle agresif seyrettigi
saptanmistir (80). Anaplastik astrositoma olarak tekrarlayan astrositomalarin TP53
mutasyonu tagidiklari, ancak glioblastoma olarak tekrarlayan astrositomalarda p53’iin
saglam oldugu bulunmustur. Bu nedenle tiimér progresyonunda birden fazla yolagin

bulundugu diistintilmektedir (83).
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Sekil 10. TP53 geni ve mutasyonlarin sik rastlandigi bolgeler

P53 immunreaktivitesinin evre ile artis gOstermesinin kesin mutasyon varligini
gostermedigi bilinmektedir. Aksine immunreaksiyondaki artisin genotoksik stres veya
ilave genetik diizenlemelerin varlig1 ile birlikte oldugu diisliniilmektedir (83). Schiebe
ve ark. (65) 11pl5 te heterozigosite kayb1 ve TP53 mutasyonu varliinin iyi prognoz
bulgusu oldugunu gostermislerdir. Ayni sekilde Tribolet ve ark. (78) TP53 mutasyonu

tagtyan hastalarin  timor proliferasyonu olmadan yasadiklari siirenin daha uzun
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oldugunu gostermislerdir (38). Ancak Peraud ve arkadaglari, Chen ve arkadaslar1 ve
Stander ve arkadaglar1 caligmalarinda TP53 mutasyonlarinin kotii prognoztik etkileri
oldugu, fonksiyon kayb1 olusturan mutasyonlarda toplam sagkalim, hastaliktan
bagimsiz sagkalim siirelerinin mutasyon tasiyicilarinda anlamli oranda kisa oldugu
saptanmistir (15, 60, 73). Ancak bu ¢alismalarin bir kisminda ¢aligmaya alinan hasta
grubunun evre olarak heterojen bir grubu igerdigi bilinmektedir. Bu durum TP53
mutasyonunun sagkalima etkisi konusunda ¢ikan sonuglarin geligkili olmasina neden

olmaktadir.
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4.4. PTEN ve Reseptor Tirozin Kinazlar

PTEN ¢ift yonli 6zellik gdsteren protein fosfataz (fosfo-serin\treonin ve fosfo-tirozin
alt gruplarina kars1 sadece tirozin fosfataz aktivitesi in-vivo olarak gdsterilmistir) ve
fosfoinositid 3-fosfatazdir (19). AKT ise fosforile durumda hiicrenin devamliligini ve
hiicre siklusuna girisini  diizenleyen bir serin\treonin-kinazdir. Bu nedenle PTEN,
AKT’nin aktivitesini baglatan lipidleri defosforile ederek AKT’yi dolayl1 olarak inhibe
eder (Sekil 11). Boylece PTEN hem proteinleri hem de PI 3- kinaz tarafindan katalize
edilen lipid ikinci mesajc1 fosfotidilinositol-3,4,5 trifosfat (PIP3)’i defosforile eder.
PTEN hiicre proliferasyonu, adezyonu, go¢ii ve devamliliginda rol alir. Onuncu
kromozomda yerlesen PTEN’in mutasyonu ve delesyonu, glioblastomalardaki en sik

genetik diizensizliktir.

Plazma Zarinin ig ":"nprnﬁl

PIF,

Hicre Sagkalim

Sekil 11. PTEN hiicre zar1 intrasitoplazmik yiizeyinde fosfoinositol-3-fosfat’1 defosforile ederek

Akt yolagim baskilar (75).
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PTEN mutasyonlar1 ya da delesyonu GBM’lerde en sik rastlanan genetik degisikliktir
ve GBM’lerin %27-44’ iinde saptanmistir (75). PTEN mutasyonlarinin primer (de novo)
GBM (32%) lere 6zgii oldugu ve nadiren sekonder (6nceki diisiik evreli tiimorden
koken alan) GBM’lerde bulundugu (4%) bilinmektedir. PTEN mutasyonlar yiiksek
evreli astrositomlarda daha siktir (39) (Sekil 12).
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Sekil 12. Glioma olusumunda reseptor tirozin kinaz yapisindaki EGFR ve PDGFR-a

uyarimini takiben timdr hiicresinin sagkalim yolaklar aktiflesir. PTEN islevini kaybetmis ise

hasarl1 genetik yapiya sahip olan hiicrenin canliligini siirdiirmesine engel olamaz (92).

PDGFR onkogenik o6zellik gdsteren bir reseptor tirozin kinazdir.  Homo- ve
heterodimerik protein tiplerini olusturan iki alt iiniteden olusur. PDGFR-a geni 4.
kromozomun uzun kolunda bulunur. Gliomalarda artmus anlatimi siklikla bulunur.
PDGF:PDGFR otokrin bir etkilesim zinciri olusturarak tiimdr hiicrelerinin malign
karakterinde rol oynarlar. PDGFler PDGF-AA, PDGF-BB ve PDGF-AB seklinde,
reseptorleri ise PDGFR-ao, PDGFR-BB ve PDGFR-of3 seklinde 3 farkli dimer
olustururlar. PDGFR beta ekspresyonu neoplastik olmayan normal beyin dokusundaki
tek PDGFR alt grubudur. PDGFR beta mRNAsi1 anlatim artisinin  endotel artisi

bulunan boélgelerde belirgin  oldugu saptanmistir. TP53 mutasyonu bulunan
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astrositomalarda PDGFR amplifikasyonunun olmadigt ve PDGFR amplifikasyonu
bulundugunda ise TP53 mutasyonunun bulunmadigi bilinmektedir (27, 88).

EGFR geni 7p12 bolgesinde bulunmaktadir. EGFR/ErbB-1, erbB-2, erbB-3 ve erbB-
4’ten olusan erbB reseptdr ailesinin bir liyesidir. Biiyiime faktorii ile etkilestiklerinde
dimerize olarak pek ¢ok sinyal yolagini uyarirlar (1). Anlatimindaki artig 6zellikle ileri
dereceli tiimorlerde belirgindir ancak derece II gliomalarda anlatim artis1 saptandiginda

sagkalim stiresinin kisa olmasi 6zellikle dikkat c¢ekicidir (Sekil 13).
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Sekil 13. EGFR anlatimmin arttig1 diisiik evre gliomali hastalarda sagkalim oram
aylar i¢inde azalmaktayken anlatimin diisiik oldugu veya hi¢ bulunmadig1 grupta sagkalim diger

gruptan anlamli oranda yiiksek bulunmustur (51).

EGFR anlatim artis1 gosteren diisiik dereceli tlimorlerin  yliksek dereceye gegis
doneminde bulundugu diisiiniilmektedir. Bu gruptaki hastalarin sagkalim siirelerinin
belirgin olarak diisiik oldugu bilinmektedir. EGFR anlatim artisinin bulunmasi diisiik
dereceli tiimorlerin timor cerrahisi sonrasi tedavilerinde ongorii saglanabilmesi igin

onemli bir bulgudur (34, 51).
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4.5. MGMT (Metil Guanin Metil Transferaz)

Gliomalarin tedavisinde kullanilan alkilizan nitroziireler guaninin 6. oksijen atomuyla

birleserek hiicreye zararli DNA bileskeleri olustururlar. DNA bileskesi c¢aprazinda

bulunan sitozin ile de baglanarak DNA da zincir kirilmasina yol agar. 06-Metil Guanin
Metil Transferaz (MGMT) hiicreye zararli olan alkil gruplarini guaninin 6.
pozisyonundan kesip ¢ikartmadan kendi sistin birimine baglayarak uzaklastiran bir
DNA tamir proteinidir. Uzerindeki sistine alkil grubunun baglanmasi ile MGMT
inaktive olur. Boylece proteinin bir intihar molekiilii gibi gorev yapmasi ve hasari tamir
ederken kendi islevini kaybetmesi s6z konusudur. Bu nedenle MGMT anlatim diizeyi
hasarli hiicrelerde 6nem tasimaktadir. Proteinin translasyonu promotor bdlgesinin
metillenmesi ile kontrol edilmektedir. MGMT geninin metillenerek sessizlestirildigi
durumda alkil gruplarinin olusturdugu DNA hasar1 engellenemez ve hiicre 6limii

gergeklesir (Sekil 14)(46).
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Sekil 14. MGMT enziminin alkil gruplarini DNA molekiiliinden uzaklastirarak hasari tamir
etmesi ile tiimor hiicreleri alkilleyici ilaglara karsi direng gelistirirler. Ancak promotor bolgesi
metillenerek etkisiz hale getirilen MGMT enzimi hasarli DNA molekiiliinii onaramadig i¢in

tiimor hiicresi apoptoz siireci sonunda kaybedilir (22).

26



Alkilleyici ilaglar tiimdr hiicrelerine karsi savasta sik kullanilirlar. Klinikte kullanilan

00 alkilleyici ilaglarinin baslicalari tablo 4’ de gsterilmistir. Bu ilaglarin olusturacagi
DNA hasar1 ile timor hiicrelerinin ortadan kaldirilmas1 saglanmaktadir. MGMT
anlatimi tedaviye verilen yanitta da 6nemli rol oynamaktadir. Anlatimin artis1 hiicrelerin
DNA hasarin1 onararak ilacin etkisinden kurtulmalari ile sonuglanirken, anlatimin
azaldigi, proteinin metillenme yoluyla sessizlestigi hiicrelerde yikim gerceklesir. Bu
nedenle MGMT anlatiminin artis1 kemoterapiye karsi dirence neden olmaktadir (84).
MGMT sessizlesmesi gliomalarin %40’1inda bulunmaktadir. Diisiik evre gliomalardan
olusan sekonder glioblastomalarda MGMT anlatim kaybi primer glioblastomalara

oranla daha fazladir (%75’ e kars1 %36) (52).

Tablo 4. Klinikte Kullanilan O-Guanin Alkilleyici ilaglar

Nitroziireler Metile eden Ajanlar

BCNU (Karmustin) DTIC (Dakarbazin)

CCNU (Lomustin) Prokarbazin

Methyl CCNU (Semustin) Temozolamid (Temodal)

ACNU Streptozotosin

Fotemustin (Muforan) N-metil-N-nitroziiri

Mitozolamid CB10277(Fenildimetil
triazenokarboksilik asit)

Klorozotosin

Klomesom
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MGMT sessizlesmesi bulunan  tiimorlerde alkilguanin uzaklastirilamadigi igin
replikasyon sirasinda alkilguanin, sitozin yerine timin ile eslesir ve daha sonra hasarh
guaninin yerine adeninin yerlestirilmesi ile G-C den A-T ye doniisiim gerceklesir.
MGMT metilasyonu bulunan astrositomalarda ozellikle G:C—A:T doniisiimiyle

olusan TP53 mutasyonlariin arttigi saptanmistir (52).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Tez Calismasinda Kullanilan Mevcut Olanaklar:

- Agaroz Jel Elektroforez Diizenegi, ATTO (Japonya)
- Buzdolabi, Profilo (Tiirkiye)
- Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)
- Derin Dondurucu -20°C, Philco (Tiirkiye)
- Etiiv, Heraeus (Almanya)
- Hassas Terazi, Mettler AT261 (Isvigre)
- Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (isvicre)
- Is1 blogu, Techne DB-ZA (Ingiltere)
- Isisal Dongii Cihazi, Biometra (A.B.D.)
-Isisal Dongii Cihazi, Techne Flexigene (A.B.D.)
- Kamera, Polaroid MP-4 (A.B.D)
- Steril Akimli Kabin, Ozge A.S. (Tiirkiye)
- Manyetik Karistirici, Elektro-Mag (Tiirkiye)
- Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)
- Otoklav, All American (A.B.D.)
- Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)
- Pastor Etiiv, Elektro-Mag (Tiirkiye)
- pH Metre, WTW (Almanya)
- Sogutmal1 Mikrosantrifiij, [IEC Micro-MB (A.B.D.)
- Sogutmali Santrifiij IEC, MP4R (A.B.D.)
- Spektrofotometre, WPW (Ingiltere)
- Su Banyosu, GFL 1083 (Almanya)
- UV Kaynagi, Vilber Lourmat (Fransa)
- Vakumlu Mikrofiij, Savant (Ingiltere)
- Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)
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5.2. Cozeltiler;

10XTBE (500 ml) 0,89 M Tris
0,89 M Borik Asit
0,02 M EDTA(pH 8.0)
TE Cozeltisi (50 ml )- 10 mM TrisHCL
-1 mM EDTA (pH 8.0)

6X Yiikleme Cozeltisi % 0,25 Bromofenol mavisi
% 0,25 Ksilen siyanol
% 30 Gliserol

Taze Doku Pargalama Cozeltisi (50 ml)- 0.5 mg/ml Proteinaz K
50 mM Tris-HCI pH 8,5
ImM EDTA
%0.5 Tween 20

Parafin Doku Par¢alama Cozeltisi(50 ml)-10mM TrisHCL (pH 8.0)
ImM EDTA (pH 8.0)
%35 Chelex-100

10 mM dNTP Ara Stok(100 ul)
25 mM dATP,
25 mM dCTP,
25 mM dGTP,
25 mM dTTP’den esit miktarlarda

karigtirilarak 10 mM ara stok hazirlandi.

30



Akrilamid jel
%30 Akrilamid stok (50 ml) (29:1)
- 14,5 g Akrilamid
- 0,5 g Bisakrilamid
- ddH,0’da ¢oziildi ve +4°C’de saklandi.

%12 Akrilamid Jelin Hazirlanmasi (30 ml)

Akrilamid ytlizdesi % 12

% 30 Akrilamid stok 12 mL

10xTBE 1.5 mL

ddH»0 13.5 mL

Gliserol 3mL

240 puL % 10 APS ve 30 uL TEMED dikey jel dokiimiiniin hemen 6ncesinde
eklendi.

Denatiire edici yiikleme ¢ozeltisi:
% 95 Formamid
10 mM NaOH
% 0,05 agirlik/hacim Bromofenol mavisi

% 0,05 agirlik/hacim Ksilen siyanol

Giimiis Boyama:

Fikse etme ¢ozeltisi

% 7.5 Metanol

% 7.5 Asetik asit (Glasial)

Giimiis Boyama ¢ozeltisi

% 0,15 Glimiis nitrat
%0.14 Formalin
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Goriintii elde etme ¢ozeltisi
%30 NayCO0s3

%0.14 Formalin

%0.04 Sodyum tiyosiilfat

( Soliisyonlarda ultra saf su kullanildi.)
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5.3. Hasta Grubu;

Bu calismaya, Nisan 1999-Ocak 2005 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Beyin Cerrahi AD’da beyin tiimorii nedeniyle ameliyat olan ve g¢alismaya
katilmay1 kabul etmis hastalarin -70°C’deki tiimor bankasindan alinan 39 adet taze
doku 6rnegi ve 9 vakanin parafin bloklarindan alinan 6rnekler kullanilarak toplam 48
hasta dahil edilmistir. Vakalarin 12’°si oligodendroglioma, 16’s1 astrositoma ve 20’si
oligoastrositomadan olusmustur. Hastalarin yaslari 11-69 yas araliginda yer almis ve
grubun 27’si kadin, 21’1 erkek bireyden olugsmustur.

Kontrol grubu, tiimérii ¢evreleyen normal beyin dokusunun az olmasi nedeniyle, hasta
grubu ile yas olarak uyumlu, 6lim nedenleri santral sinir sistemi patolojisine bagh
olmayan 10 postmortem bireyden olusturulmustur.

Hasta grubunun WHO’ya gore simiflandirilmasi ve immunohistokimyasal arastirma
Marmara Universitesi Norolojik Bilimler Enstitiisii Patoloji AD da degerlendirilmistir.
Hastalarin izlemi 6 aylik zaman dilimleri i¢inde kendilerine ulagilarak yapilmis, almis
olduklar1 tedavi sekilleri dosyalarindan, epikrizlerinden ve kendilerinden 6grenilerek
belirlenmistir.

Tez calismast Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan

12.4.2002 tarih ve MAR.YC.2002.0016 nolu belge ile onaylanmistir.

5.4. Taze Dokudan DNA izolasyonu

Ameliyat ile alinan ve -70 °C ye konularak saklanmis olan taze tiimor dokusu o6nce -20
°C’de bekletildikten sonra oda sicakliginda tutuldu. Kiigiik parcalara ayrilip 2 ml. taze
doku, taze doku pargalama ¢ozeltisi igine alindiktan sonra 10 pul Proteinaz K eklenip
55°C de 30 dakika bekletildi.

Fenol/kloroform/izoamilalkol karigimi eklenip 10 000 g’de 5 dk. santrifujlandiktan
sonra DNA %100 etanol ve 7.5 M amonyum asetat ile ¢oktiiriildii ve %70 etanol ile
yikanip TE ¢ozeltisi i¢ine alind1 (53, 57).
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5.5. Parafin Dokudan DNA izolasyonu

Parafine gomiilii tiimoér dokularindan alinan 5°er pm kalinlikta 4 adet kesit ependorf
tiiplere alindiktan sonra 200 pl. parafin doku pargalama ¢dzeltisi konuldu (Tween 20).
Doksandokuz °C’de 10 dakika 1sitilan tiipler 56 °C’de bekletildikten sonra 10500 g’de
15 dakika santrifujlendi. Tiiplerdeki parafin tabakasi uzaklastirildiktan sonra 1 pl.
20mg/ml Proteinaz K (Sigma) eklendi. Ellibes derecede geceboyu bekletilen tiipler
10500 g’de tekrar 15 dakika santrifujlenip parafin uzaklastirildiktan sonra esit hacimde
kloroform eklendi. Santrifuj (10500 g) sonrasi iist faz alinip esit hacimde %5 Chelex
iceren TE ¢ozeltisi eklendi. Santrifuj (10500 g) sonrasi iist faz kullanim i¢in -20 °C’ye
kaldirildt (16, 63). DNA Miktar Tayini i¢in dokulardan elde edilen DNA larin
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri saptanarak
miktarlar1 belirlendi. Bu 6lgiime ek olarak ayrica genomik DNA ornekleri % 0.8’lik

jelde yiiriittildii ve goriintiilendi.

5.6. TPS3-PZR-SSCP Teknigi

TP53 geni ekzon 5-8 bolgeleri ’nested PZR’’ ile iki set primer ¢ifti kullanilarak
cogaltildi (Tablo 5, 6). Yaklastk 0,1ug DNA , 25ul reaksiyon hacmi iginde her
primerden 2.5 pmol, 10 mM Tris-HCI, 2 mM MgCI, 50 mM KCI; pH 8.3, 20 mM
dNTP ve 0.5 unite Taq polimeraz karistirild. Ik PZR 17 déngii, 94°C de 1 dakika, 52
°C de 45 saniye ve 72 °C de 1 dakika olacak sekilde ¢alisildu.

Tablo 5.  TP53 geni exon 5-8 bolgeleri i¢in primerler.

Ekson Primerler 5°-3° Birlesme Uriin
sicakligi (°C)  (bg)
5 TTCAAACTCTGTCTCCTTCCT 52 245
CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG
GGAATTCCTCTTCCTGCAGTACTC 58

GGAATTCGCCCCAGCTGCTCACC
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6 GCGTCTGATTCCTCACTGAT 52 166

TTAACCCCTCCTCCCAGAGA
GGAATTCCACGATTGCTCTTAGGT 61
GGAATTCACCTCAGGCGGCTCATAG

7 AGGCGCACTGGCCTCATCTT 52 177
TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC
GGAATTCCTAGGTTGGCTCGAC 61
GGAATTCAAGTGGCTCCTGAC

8 TTCCTTACTGCCTCTTGCTT 52 248
AGGCATAACTGCACCCTTGG
GGAATTCCTATCCTGAGTAGTGGT 61

GGAATTCGCTTAGTGCTCCCTGG

Ikinci PZR sartlar1 25 pl toplam hacim iginde 1ul primer PZR iiriinii, 10 mM Tris-
HCI (pH: 8.3), 2 mM MgCI, 50 mM KCI, 20 Mm dNTP, 2.5 pmol her primerden ve 0.5
unite Taq polimeraz olarak hazirlandi. ikinci PZR parametreleri 27 déngii 94°C ta 1
dakika, 58/61°C 45 saniye ve 72 °C 1dakika olacak sekilde uygulandi (65).

Belirtilen protokolden farkli olarak DNA miktarlar1 az olan veya PZR iiriin miktari
diisiik olan 6rneklerde birinci PZR {iriiniinden 3 pl alind1 ve uzama stiresi 1 dakika 15

saniye olarak degistirildi.
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Tablo 6. Caligmada kullanilan 6rnek bir tablo.

1X (ul) Reaksiyon icerigi Sonu¢ Konsantrasyonu

2.5 10X PZR Cozeltisi 1X

2 25 mM MgCl, 2 mM

0.5 10 mM dNTPs 200 pM

0,25 Ileri yénde Primer 2,5 pmol
(10pmol/ul)

0,25 Geri Yonde Primer 2,5 pmol
(10pmol/ul)

0,1 Tag DNA pol (5U/uL) 1 iinite

13,4 dH,O -

22 ulL Reaksiyon karisimi
3 genomik DNA 100 - 300 ng

25 uL Toplam hacim
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5.6.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi DNA molekiilinde bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarinin
elektrik alanda anoda dogru hareket etmesi ilkesine dayanmaktadur. Niikleik asitlerin
gecebilecegi uygun elek araligi blytkligi saglandiginda 10 bazgiftten olusan
miktarlarin bile elektrik alanda ayristirilarak tanimlanmasini saglar.

Bu caligmada PZR ile c¢ogaltilan DNA dizilerinin dogrulugunun ve kalitesinin
belirlenmesi i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi. Tablo 5°de gosterilen biiyiikliikteki
PZR iirlinlerinin tanimlanabilmesi i¢in %?2’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez
diizenegine uygun olarak jel, 40 ml’lik 1XTBE c¢ozeltisinde toz halindeki agarozun
kaynatilarak ¢oziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60 dereceye
sogutulduktan sonra 0,25 pg/ml. olacak sekilde EtBr ilave edildi. 6X yiikleme boyasi
ile 6rnekler 5/1 oraninda karistirilarak yiiklendi. Uygulanan akim 5-10 V/em olacak

sekilde elektrik alanda yiiriitiilen PZR tirtinleri UV 151k kaynagi iizerinde incelendi.

5.6.2. SSCP (Tek-Zincir Konformasyon Polimorfizmi) Analizi

Ug ul PZR iiriinii, 18 pl yiikleme ¢dzeltisi ile karistirildiktan sonra 95 °C’de 10 dakika
1s1 blogunda bekletilerek hemen buza alindi. Tiipler 3 dakika buz {izerinde
sogutulduktan sonra, 6rnekler %12 akrilamid/poliakrilamid %10 gliserol igeren
akrilamid jele yiiklendi (44).

Jele uygulanan akimin 8-10 V/cm. oranindan fazla olmamasina dikkat edilerek 180V ile
yiiriitiilen bolge bant uzunluguna gore 12-15 saat 1 X TBE soliisyonu i¢inde yiiriitiildi.
Dikey elektroforez islemi sonunda bantlar giimiis boyama ile goriintiilendi. Akrilamid
jeller tarayici ile taranip goriintiiler bilgisayara aktarildiktan sonra jeller +4 °C’ye
kaldirildi. (69). SSCP analizinde kontrol 6rnegi ile farkli bant yapist gosteren

orneklerin elektroforezi ayni1 deney sartlar1 saglanarak tekrar edildi.
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5.6.3. Giimiis Boyama Teknigi
Bantlarin  goriintiillenmesi giimiis boyama yontemiyle yapildi. Boyamanin her
basamaginda ultrasaf su kullanildu.
Fiksasyon; %7,5 glasial asetik asit ve %7,5 metanol olacak sekilde hazirlanan 100 ml.
fiksatif soliisyonunda jel 10 dakika bekletildi.
Yikama; 10 dakika ultrasaf suda yikanan jel boyamaya alindu.
Boyama;%]1,5 giimiis nitrat ve 140 pl. %37’lik formalin ile hazirlanan 100 ml.
sollisyon igeren kapta calkalanarak jel 30 dakika bekletildi.
Calkalama; jel ultrasaf suda 20 saniye calkalandi.
Gorilintlinin elde edilmesi; jel goriintii elde etme soliisyonu iginde bantlar iyice
belirginlesinceye kadar ¢alkalandi.
Fiksasyon; bantlar belirginlesince reaksiyon, jel fiksatif iginde 5 dakika bekletilildikten

sonra reaksiyon durdurularak, bantlarin sabitlenmesi saglandi.

5.7. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi DNA 0Orneklerindeki baz dizilerinin sirasini ortaya g¢ikartmak igin
kullanilan bir genetik sifre ¢6zme yontemidir. Dizilemede Sanger’in enzimatik, dideoksi
zincir sonlanmas1 metodu ile Maxam ve Gilbert’in kimyasal yikim metodu olmak tizere
iki klasik yontem bulunmaktadir. Bunlardan Sanger’in metodu daha pratik oldugu i¢in
daha yaygin kullanilmaktadir. Bu metod kalip olarak tek iplikli DNA molekiiliinii
kullanir ve DNA Polimeraz enzimi ile yeni bir DNA zincirinin sentezini igerir.
Sanger’in dizi analizi metodu ddNTP’lerin bilinen dNTP’ler ile ayn1 yonde uzayan
zincir igine dahil olmasina baglidir. Fakat ddNTP’lerin dNTP’lerden farki, zincir
uzamasi i¢in gerekli olan 3'-OH grubunun olmamasidir. Bir ddNTP yeni zincirin igine
dahil oldugunda, hidroksil grubunun olmamasi nedeniyle fosfodiester baginin
olusumunu Onler ve zincir uzamasi bu noktada sonlanir. Bir reaksiyona DNA Polimeraz
ile dort dANTP’ den biri ve bilinen dort dNTP dogru oranlarda uygulanmalidir.
ddNTP’lerin reaksiyona katilmasi keyfidir ve bunun sonucunda ¢esitli uzunluklarda
poliniikleotid zincir popiilasyonu olusur. Dort farkli reaksiyonda dort farkli dANTP
kullanimi sonrasinda tamamlanan dizi bilgisi poliakrilamid jelde, elektroforez sonrasi

elde edilir (Sekil 15) (65, 76).
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Sekil 15. Dideoksi niikleotidler ile zincir sonlandirilarak dizileme metodu (65).
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5.7.1. Floresan isaretli Otomatik Dizileme

Bu metod DNA wuzamasmi sonlandirmada floresan isaretli dideoksiniikleotidleri
kullanir. Normal ddNTP ve radyoaktif igsaretli ANTP’lerin yerine floresan isaretli uglarin
kullaniminin ii¢ avantaj1 vardir: Birincisi, radyoaktif ¢alismadan kagimnilir ve dizi analizi
kolaylasir. ikincisi, tiim dort sonlandirma reaksiyonunun tek bir tiip icerisinde
gerceklestirilmesi saglanir ve her dNTP i¢in farkli renkte bir floresan boya kullanilir.
Ucgiinciisii, kullanilan farkli boyalar ve tiim reaksiyon poliakrilamid jel elektroforezinde
tek bir kuyu igerisine ylklenebilir. Bantlar tarayicidan gectiginde, farkli dalga
boylarinda 151k absorbsiyon yetenegi ile taninirlar. Modern dizileme cihazlar1t Tag
Polimeraz ve boya-isaretli ddNTP’lerin kullanim avantajlar1 ile modern otomatik
dizilemenin temelini olusturmaktadir (65).

Bu caligmada SSCP ile tanimlanan TP53 geni ekzon 5, 6, 7, 8 olas1 mutasyonlari
varligii dogrulamak ve tanimlamak i¢cin DNA dizi analizi yontemi kullanildi.
Arastirilacak drnek sayisinin az olmasi ve proje biitgesinin sinirli olmasi nedeniyle daha
ekonomik oldugundan bu yontem ticari bir firmaya ABI PRISM 3100 Genetik Analizor

cithazinda yaptirilmistir.
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5.8. p14ARF-mdm?2 Multipleks PZR

P14ARF geni ekzon 1P bolgesi ve mdm-2 geni p53 baglanma bdlgesi ayni reaksiyon
sartlarinda 50 plt. reaksiyon hacminde 10 mmol Tris (pH 8.3), 2 mmol MgCI2, 50 mm
KCl, 200 pmol dNTP olacak sekilde, 1U Taq Polimeraz ve her bir primerden 30 pg.
eklenerek  olusan reaksiyon karigimi 95 °C’de 5 dakika baslangic denaturasyonu
sonras1 30 dongii; 95 °C’de 1 dakika denaturasyon, 57 °C’de 1 dakika tekrar baglanma
ve 72 °C’de 1 dakika uzama ile 10 dakika 72 °C’de uzama uygulanarak ¢ogaltildi. Baz

dizilimleri Tablo 7°de belirtilen primerler kullanilds;

Tablo 7. PI14ARF ve MDM-2 Primer Dizinleri
P14ARF

[leri 5°-TCCCAGTCTGCAGTTAAGGG-3’
Geri 5’>-ACCACGAAAACCCTCACTCG-3’
MDM2

[leri 5>-CTCAACACAAGCTGAAGAGG-3’
Geri 5’-ATTGGTTGTCTACATACTGG-3’

pl4ARF sonug iiriinii 174 bazgiftlik ekzon 1 ve mdm-2 sonug iiriinii ise 399 bazgiftlik
p53’e baglanma bdlgesinden olusuyordu (51, 65). Multipleks PZR ile ¢ogaltilan
ornekler, kontrol bant yogunlugu standart kabul edilerek, Kodak-1D 3.5 programi ile

dansitometre analizi yapilarak degerlendirildi (66).
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5.9. Immunohistokimyasal Calisma

5.9.1. Yontem:

Immunohistokimyasal yontem dokularda hedeflenen belirli bir proteinin antijenik
yapisini taniyan bir antikora baglanarak olusan bilesigin renklendirilmesi ile varliginin
gosterilmesini amag¢ edinmistir. Calismada hedeflenen proteini taniyan primer antikor,
primer antikoru tanityan sekonder antikor ve sekonder antikora bagli bir kimyasal
belirteg ile o kimyasal belirtecin reaksiyona girecegi ve renk degisikligi olusturacak
olan kromojen bulunur. Calismada timor dokularinin parafin bloklarindan alinan
Sum’lik kesitler hazirlandi. Kesitler, daha 6nce, tiimor hiicrelerinin %80’ini icerecek
sekilde secilen bloklardan alindi. Ornekler ksilende 3 X 10 dakika bekletildikten sonra
%100 etanolde 3 X 10 dakika tutuldu. Metanol i¢inde %3 H,O, igeren soliisyonda
bekletildi. Sitrat ¢ozeltisinde (pH=6) antijen geri kazanimi i¢in 10 dakika mikrodalga
firmda 350 W’da isitildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika sogumaya birakildi.
Kesit yiizeyleri 6zgilin olmayan antijeni yakalama soliisyonu ile kaplanarak 10 dakika
bekletildi. Fosfat tamponlu sitrat ¢ozeltisi ile yikama sonrasi primer antikor ¢ozeltisi
uygulanarak oda sicakliginda 20 dk. bekletildi. Yikama islemi ardindan birinci
antikorun olusmus oldugu tiire 6zgii, biyotinli ikincil antikor ve yikama sonrasi ikincil
antikora baglanacak olan enzim sollisyonu uygulandi. Tekrar yikama sonrasi
diaminobenzidin boya soliisyonu uygulandi. Mayer Hematoksilen ile lamlar 3 dakika
boyandi (67, 88).

Tez ¢alismasinda EGFR, PDGFR-a ve PTEN degerlendirilmesi; belirtilen proteinlerin
anlatimint %0-20 arasinda tiimor hiicresinin gosterdigi vakalar +1, %20-50 arasinda
gosteren vakalar +2, %50 ve iizerinde tiimor hiicresinin anlatim gdsterdigi vakalar +3
seklinde gruplandirilarak yapilmistir. Bu ¢alismada Spano ve arkadaglarinin
degerlendirme yontemi degistirilerek kullanilmistir (72). Ayrica belirtilen proteinler i¢in
pozitif-negatif seklindeki gruplandirma, PTEN ve EGFR i¢in %15 ve {izerinde anlatim
gosteren timor hiicresinin bulunmasi, PDGFR- o i¢in ise %25 ve lizerinde anlatim

gosteren hiicrelerin bulunmasi pozitiflik kriteri kabul edilerek yapilmistir .
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5.9.2.Kullanilan Primer Antikorlar ve Goriintiileme Sistemi;

Anti-p53 Ab-8 (Klon DO-7 + BP53-12, Neomarkers) Fare Monoklonal Antikoru
(1mg/ml.,1/1)

Anti-MGMT Ab-1(Klon MT 3.1 Neomarkers) Fare Monoklonal Antikoru (Img/ml.,1/1)
Anti-PDGFR-o (Neomarkers ) Tavsan Monoklonal Antikoru (1mg/ml.,1/1)
Anti-EGFR(Klon SP9 Neomarkers ) Tavsan Monoklonal Antikoru (1mg/ml.,1/1)
Anti-PTEN (Klon 17.A Neomarkers) Fare Monoklonal Antikoru (Img/ml.,1/1)
Ultravision Goriintiileme Sistemi Anti- Tavsan HRP-DAB (Labvision, Kanada)
Ultravision Goriintiilleme Sistemi Anti-Fare HRP-DAB (Labvision, Kanada)

Hidrojen Peroksit Blok Soliisyonu (Labvision, Kanada)

Ultra V Blok Soliisyonu (Labvision, Kanada)

Biyotinli ke¢i anti-tavsan sekonder antikoru (Primer antikor tavsan kokenli ise)
(Labvision, Kanada)

Biyotinli keci anti-fare sekonder antikoru (Primer antikor fare kdkenli ise) (Labvision,
Kanada)

Streptavidin Peroksidaz enzim soliisyonu

Diaminobenzidine (DAB)

5.10.istatistiksel Analiz

Genetik degisimler (mutasyonlar, amplifikasyon, delesyon), protein anlatim degisimleri
ve tliimoriin patolojik Ozellikleri arasindaki iliski Ki-kare testi kullanilarak
degerlendirildi. Univariate survival analiz Kaplan-Meier metoduyla incelendi ve tim
testlerde istatiksel anlamlilik P<0.05 olarak alindi. Analizler "Statistical Package for the

Social Services" (SPSS) software programina taginarak yapildi.
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6. BULGULAR;

6.1. Tek Zincir Konformasyon Analizi (SSCP)

Calismada TP53 geninin ekson 5, 6, 7, 8 bolgelerinde yapilan SSCP analizi sonucunda
toplam 36 tane bant kaymasi gosteren ornek incelenmis ve bunlarin 24 tanesinin dizi
analizi sonucunda mutasyon oldugu belirlenmistir. Resim 1’de ekson 5, resim 2’de

ekson 6, resim 3’te ise ekson 7 bolgesi SSCP analizleri gortilmektedir.

Saglikli Kontrol Mutant  Kontrol

Resim 1. %12’lik poliakrilamid jelde TP53 Ekzon 5 drnekleri
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Kontrol ~ Mutant Kontrol ~ Saglikli

Resim 2. %12°1ik poliakrilamid jelde
TP53 Ekzon 6 6rnekleri

Mutant  Kontrol Saglikli Kontrol

Resim 3. %12°lik poliakrilamid jelde
TP53 Ekzon 7 6rnekleri

45



6.2. Saptanan TP53 Mutasyonlari

“Nested” PZR friinlerinden o6nce SSCP yontemiyle mutasyon tasiyan grup
tanimlandiktan sonra dizileme ile toplam 48 Ornekten 22’sinde mutasyon saptandi.
Tablo 8’de oOrneklerin 6rnek numaralari, ekson boélgeleri, kodon yerlesimleri ve
tagidiklar1 mutasyon tipleri gosterilmistir. Kodon 183 ve 175 mutasyonlar1 sekil 16 ve

17°de goriilmektedir.

Tablo 8. TP53 Mutasyonu Saptanan Ornekler:

ORNEK Ekson Kodon Mutasyon
Bolgesi DNA (Aminoasit)
01 7 251 ATC-ATG (Ile-Met)
03 8 292 AAA-ATA (Lys-lle)
o7 8 298 GAG-TAG (Glu-Stp)
08 7 241 TCC-ACC (Ser-Thr)
09 8 283 CGC-CAC (Arg-His)
010 7 233 CAC-AAC (His-Asn)
011 5 136 CAA-CAC (GIn-His A del)
Al 5 155 ACC-AAC (Thr-Asn)
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A2 5 174 AGG-GGG (Arg-Gly)
A7 7 238 TGT-GTG (Cys-Val)
A9 7 233 CAC-GAC (His-Asp)
All 8 293 GGG-TGG (Gly-Trp)
183 TCA-TGA (Ser-Stp)
Al2 5,7 261 AGT-AGG (Ser-Arg)
0Al 5 138 GCC-TCC (Ala-Ser)
213 CGA-TGA (Arg-STP)
OAS 6,8 269 AGC-ACG (G ins)
OAS 5 175 CGC-CAC (Arg-His)
OAll 6 196 CGA-GGA (Arg-Gly)
0A15 7 251 ATC-ATG (Ile-Met)
0A17 5 181 CGC-CTC (Arg-Leu)
OA18 6 198 GAA-GAG (Glu-Glu)
OA19 7 244 GGC-GGG (Gly-Gly)
0A20 8 272 CAC-CGC (Val-Ala)
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A ol

Sekil 16. A12 6rneginde TP53 ekzon 5, 183. kodon bolgesi TCA—TGA mutasyonu

A

Sekil 17. OAS orneginde TP53 ekzon 5 175. kodon CGC — CAC mutasyonu
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6.3. Multipleks PZR (p14-mdm?2)

Multipleks PZR ile degerlendirilen toplam 48 Ornekten birinde pl4 delesyonu ve
ikisinde mdm-2 amplifikasyonu bulunmustur. Resim 4’te multipleks PZR
reaksiyonunda PZR iirlinlerinin bant uzunluklar1 ve kontrole gore bant yogunluklari

izlenmektedir.

Negatif  Pozitif
Marker 1 2 3 4 5 Kontrol Kontrol

Resim 4. Multipleks PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. MDM?2 399 bazgiftlik,
P14ARF 174 bazgiftlik sonug {iriinleri ¢aligmaya alinan ayn1 miktardaki DNA miktarlari ile elde

edilmistir. Dordiincii 6rnekte mdm?2 bant yogunlugu artmustir.
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6.4. Iimmunohistokimyasal Analizler

Hiicre ¢ekirdeginde bulunan p53 proteini anlatimi tiim timor Orneklerinde TP53 mutasyonu
bulunduranlarda bulundurmayanlara gore daha yiiksek oranda saptanmustir. Yirmi iki
mutasyonlu 6rnegin toplam 11’inde p53 anlatimi bulunmus, bunlarin ikisinde anlatim diizeyinin
% 50’den yiiksek, birinde %20 ile %50 araliginda ve sekizinde %?20’den diisiik oldugu
saptanmistir. Mutasyon tasimayan 26 dokunun toplam dokuzunda p53 anlatimi %20’den diisiik
diizeyde bulunmustur.

Aym sekilde MGMT anlatimi hiicre ¢ekirdeginde saptanmis ve p53 anlatimi ile yiizde
degerleri karsilastirildiginda, ki-kare testinde istatistiksel anlamlilik diizeyine
ulagmayan ters orantili bir iliski gostermistir (Resim 6, 7). Resim 5 ve 6’da ayni timdr
dokusunda p53 ve MGMT anlatimlari izlenmektedir. MGMT anlatimi 48 tiimor dokusundan
36’sinda %?20’den diisiik, 12’sinde %20 ile %50 arasinda ve birinde %50’den yiiksek
diizeyde bulunmustur.

Resim 5. Oligoastrositomada P53 proteini anlatiminin X 400 biiyiitmede goriiniimii.
Anlatim artigt gdsteren tlimor hiicrelerinde niikleuslarda kahverengi DAB boyanmasi

bulunmaktadir.
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Resim 6. Ayni oligoastrositoma vakasinda MGMT anlatimi1 daha seyrek niikleer boyanma

seklinde izlenmektedir (X400).

Resim 7. MGMT anlattminin artig gosterdigi (%56,5) Diffiiz Astrositoma Ornegi
(X400).
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EGFR, PDGFR-a ve PTEN proteinleri anlatimlarindan; EGFR anlatimi sitoplazmada ve
hiicre zarinda, PDGFR-a ve PTEN anlatimlar1 hiicre zarinda saptanmistir (Sekil 8, 9,
10). EGFR anlatiminin 8/12 astrositoma, 5/16 oligodendroglioma, 16/20
oligoastrositoma vakasinda %50’den yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur.

Toplam 4/12 Astrositoma, 3/16 Oligodendroglioma ve 13/20 Oligoastrositoma
vakasinin incelemesinde sayilan hiicrelerin yarisindan fazlasinda PDGFR-a proteininin
anlatiminin oldugu belirlenmistir.

PTEN anlatim1 10/12 astrositoma, 5/16 oligodendroglioma ve 19/20 oligoastrositomada
tiimor hiicrelerinin yarisindan fazlasinda saptanmustir.

Her ¢ proteinin anlatiminin da tiimor histolojik gruplarindan oligodendrogliomada

daha diisiik diizeyde bulunmustur.

Resim 8. Astrositomada EGFR anlatimi (X400). Kirmizi ok; EGFR proteininin
anlatimini, Mavi ok; Astrositoma tiimor hiicresi ¢ekirdegini, Yesil ok; Damar kesitini

gostermektedir (Mikroskop goriintiisiiniin bir bolimii bityiitiillerek verilmistir).
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Resim 9. Oligodendrogliomada PDGFR-a Anlatimi. Mavi renkli tiimdr hiicre
cekirdekleri ve kahverengi boyanmis hiicre yiizey zar gézlenmektedir (X400).

Resim 10. Oligoastrositomada PTEN anlattimi. Mavi boyanmis tiimor hiicresi
cekirdeklerini ¢evreleyen kahverengi boyanmus hiicre zarlar1 PTEN anlatimini ifade
etmektedir (X400).
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6.5. Bulgularin Analizi

6.5.1. istatistiksel Sonuclar

Calisma grubu 27 kadin, 21 erkekten olusmaktadir.

Hastalarin tan1 aldiklarinda yedisinin 50 yas iizerinde ve 39’unun 50 yas altinda oldugu

belirlenmistir.

Calismaya almman 12’si  Astrositoma, 16’s1  Oligodendroglioma ve 20’si
Oligoastrositoma tanist alan 48 hastadan 22’sinde TP53 mutasyonu saptanmigtir

(Tablo10).

p53 anlatiminin tiim timor grubu i¢cinde mutasyon tasiyan grupta istatistiksel olarak

anlamli diizeyde arttig1 bulunmustur (p=0.002).

MGMT anlatimi ile p53 anlatimi arasinda ki-kare testinde istatistiksel anlamlilik

diizeyine ulagsmayan ters orantili bir iligki bulunmustur (-%15,6 ).
TP53 mutasyonu tasiyan orneklerde protein anlatiminin en fazla OA tiimor grubunda

olmak Tizere tiim histolojik alt gruplarda anlamli oranda arttig1 goézlenmistir

(P=0,000004) (Sekil 18).
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TP53 Mutasyvonu

Sekil 18. TP53 mutasyonlari ve p53 anlatimi iligkisi.

Tiimorler yerlesim yerlerine gore frontal, parietal, temporal ve intraventrikiiler olarak
degerlendirilmis ve MGMT ve p53 anlatimlarinda tiimor yerlesimine gore p degerlert;
sirastyla 0,029 ve 0,014 olacak sekilde tablo 10°da da goriildiigii gibi anlamli farklilik
gostermistir (Sekil 19, 20).
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Tablo 10. MGMT, PTEN, PDGFR, EGFR ve p53 ANLATIMLARININ TUMOR
YERLESIMLERINE GORE Ki-KARE DEGERLERI

MGMT | PTEN PDGFR EGFR pS3
Chi-
7,084 ,601 5,764 2,640 8,561
Square
Df 2 2 2 2 2
Asymp.
_ ,029 , 741 ,056 ,267 ,014
Sig.
T
G
i
.::|.
50
40 o
P53

ANLATIMI 30 » —

0.

[

-10

frontal parietal o temporal

Tumaor Yerlegimi

Sekil 19. p53 anlatiminin tiimor yerlesimlerine gore degisimi
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MGMT
ANLATIMI

frontal parietal w temporal

TUMOR YERLESIMI

Sekil 20. Y ekseninde timdr hiicreleri iginde yiizde olarak MGMT anlatimi
artis1, x ekseninde ise incelenen tiimdrlerin yerlesim bolgeleri ve bu bolge tiimorii bulunduran

vaka sayilar1 verilmistir.
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PTEN anlatimi1 Oligodendrogliomalarda diisiik bulunmustur. Bu nedenle ii¢ histolojik
tiimor tipinde PTEN anlatimi anlamli farklilik gostermistir (P=0,017).

14
12
10 o
g«
G o
POGFR s
4 L |
[] %0-20
2 % 20-50
“aka -
Savyiz
o B -0

Agirositoma  Oligodendroglioma Oligoastrositoma

Sekil 21. PDGFR-a Anlatiminin Histolojik Taniya Gore Degisimi

PDGFR-a yogunlugunun tiimor histolojik tiplerine goére dagiliminda en yiiksek anlatim
diizeyinin Oligoastrositoma ve Astrositomada oldugu belirlenmistir (P=0,007) (Sekil
21). (Yogunluk sirasiyla % 0-20, %20 -50 ve . >%50 olacak sekilde 1000 hiicre

icindeki oran olarak verilmistir)
EGFR yogunlugu gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur. Anlamlilik

oligodendroglioma grubunda EGFR yogunlugunun diisiik olmasi ile iligkilidir (Tablo
11).
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Tablo 11. EGFR YOGUNLUGU
Yogunluk sirasiyla % 0-20, %20 -50 ve >%350 olacak sekilde 1000 hiicre i¢cindeki

oran olarak verilmistir ( P=0,03).

EGFR YOGUNLUGU Toplam
% 0-20 %20-50 > % 50

TANI A Say1 3 1 8 12
Tamdaki % 25,0% 8,3% 66,7% 100,0%

O Say1 7 4 5 16
Tamdaki % 43,8% 25,0% 31,3% 100,0%

OA  Sayi 1 4 15 20
Tamdaki % 5,0% 20,0% 75,0% 100,0%

Toplam Say1 11 9 28 48
Tamdaki % 155 g0, 18,8% 58,3% 100,0%

PDGFR, EGFR, PTEN proteinlerinin anlatimi tanilara gore anlamli oranda farklilik
gostermistir (Tablo 12). Anlamlilik oligo grubunda anlatimin diisik olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Tablo 12. PDGFR, EGFR, PTEN Anlatimlarinin Tanilara Gore

Anlamlilig1

PTEN PDGFR EGFR
Chi-

10,594 8,215 7,820
Square
df 2 2 2
Asymp.

) 0,005* 0,016* 0,020*

Sig.
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Olenler

50 yag albh 50 yas ve iizeri S0yagalh 50 yas ve iizeri
YA GRUBU

Sekil 22. Sag kalan ve dlen hastalarin yas gruplarina gére dagilimi

Calisma grubunun %385°1 50 yas altindaki, %15°1 ise 50 yas ve tizerindeki hastalardan

olugmaktadir. Sekil 22’de yas gruplarinda 6len ve sag olanlarin sayist goriilmektedir.
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TABLO 13. Vakalarin Sagkalim Ozellikleri

Astrositoma  Oligodendro  Oligoastrositoma  Toplam  Median Survi (ay)
glioma

Cinsiyet
Erkek 8 7 12 27 33,33
Kadin 4 9 8 21 35
Yas
<50 yas 10 15 16 41 35,64
>50 yas 2 1 4 7 27,85
TP53 Mutasyonu
Var 6 7 9 22 46
Yok 6 9 11 26 48
MGMT Anlatimi
<%20 3 5 5 13 30,9
>%20 9 11 15 35 39,45

Sagkalim degerlendirmelerinde TP53 mutasyonlarinin sagkalima negatif yonde etki
ettigini diislindiiren ancak istatistiksel olarak anlamlilik diizeyinde bulunmayan sonuglar
saptanmistir (Tablo 13). Kaplan Meier degerlendirmesinde mutasyon tasiyan kisilerin
ortalama sagkalim siiresi 46 ay, mutasyon tasimayanlarin ise 48 ay oldugu, yiizde 70

giiven araliginda bulunmustur (Sekil 23).
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magkalhm AYLAR

Sekil 23. TP53 mutasyonu tagiyan ve yabanil TP53 bulunan tiimorli hastalarda

sagkalimin aylar ile gosterilmesi
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10 .
TEDAVI
-Radyo+Eemo-
038 terapi
------- ~-Kemoterapi
L -Radyoterapi

04

KUMULATIF 0.2
SAGKALIM

0,0

o 10 20 30 40 50 G0 70

SAGKALIM (AYLAR)

Sekil 24. Sagkalimin tedavi alt gruplarinda ay olarak dagilimi.

Tedavi gruplarindan radyoterapi alanlarin ortalama sag kalim siireleri 36 ay iken ( % 95
23,22-48.78) kemoterapi grubunda bu siire 52,84 ay olarak bulunmustur (%95 44,46-
62,23). Sekil 24’te kemoterapi, radyoterapi ve her ikisinin de kullanildig1 tedavi
gruplariin sagkalim analizleri izlenmektedir. Astrositoma ve oligodendrogliomalarda

tedavi gruplaria gore sagkalim Sekil 25 ve 26°da goriilmektedir.
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TEDAVI
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Eiuniilatif .
Sagkalun 0,6 Radyvo+Eemo
Terapi

04

F Kemoterapi

02

0.0

Radyoterapm

0.2

Sagkalin Ayvlar

Sekil 25. Astrositomalarda tedavi gruplarina gore sagkalim durumu

12

1.0

0,8 TEDAVI

0.6 Radvot+Eemo
- Terapi

KiMULATIF
SAGKALIM 04

M Kemoterapi

|
1

0.0 Radyoterapi

-0,2
0 10 20 30 40 S0 G0
Saglalim AYLAR

Sekil 26. Sagkalimin Oligoastrositomalarda

ay olarak tedavi gruplarindaki durumu
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7. Tartisma ve Sonuc;

Gliomalar sinir destek dokusunun degisimi ile olusan, fenotipik olarak karmasik yapilar
ve “standard olmayan” tedavi bicimleri ile etkiledikleri hasta grubunda seyir seklinin
halen karanlikta kaldigi bir timdr grubudurlar. Tim tiimorlerin %1-2’sini ve tiim
intrakranial tiimorlerin % 40-45’ini olustururlar ve en 6liimciil morbiditesi en fazla olan
grupturlar. Gliomalarin iki ayr1 yolakla gelistigi bilinmektedir (17, 31, 60). Primer
GBM’da malignitede en ileri evre tiimoriin dogrudan dogruya teshis edildigi, 50-60
yaslarindaki hastalarin bulundugu grup tanimlanmaktadir. Sagkalim siiresi aylarla ifade
edilebilecek kadar disiiktiir. Sekonder GBM ise diisiik dereceli olarak daha geng yas
grubunda saptanabilmekte ve derece ilerleyerek gelismektedir. Derece ilerleme siireleri
icinde Onceki gruba gore tedavi yontemi konusunda fikir birligi bulunmayan bu ikinci
gruptaki tlimorlerde belirlenen molekiiler degisimler tedavi yOnteminin se¢imi ve

sagkalimin uzatilabilmesi i¢in yol gdstereceklerdir.

Hiicrelerin ozelliklerinin dogru degerlendirilmesi, uygun tedavi yontemine karar
verilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Gliomalar histolojik olarak astrositoma,
oligodendroglioma, oligoastrositoma, ependymoma ve koroid pleksus tiimorlerinden
olusurlar. Histopatolojik olarak astrositomalar; ince hiicre wuzantilari, yaygin
sitoplazmalari, fibrilden zengin glial tiimér matriksleri ile, oligodendrogliomalar;
yuvarlak hiperkromatik c¢ekirdeklerini ¢evreleyen net sitoplazmalari, kiimes teli
gorliinimlii kilcal damar yapilart ile, Oligoastrositomalar ise; bahsedilen timor
hiicrelerini birarada yada ayr ayr1 bolgelerde bulundurmalar ile tanimlanirlar. Tiimdoriin
derecesi Ornekleme yapilan tiimor dokusunun tiimii i¢inde en yiiksek dereceye isaret
eden bdlgenin derecesine gore yapilmaktadir. Tiimoriin i¢inde daha kiigiik yilizdeyi
olusturan timor hiicrelerinin tiim timor hiicrelerine oranmnin en az % 25 olmasi
gerekmektedir. Cogu durumda her iki hiicre populasyonunun kapladigi yiizdenin
belirlenebilmesi yetersiz cerrahi 6rnekleme durumlarinda imkansizdir (25). Bu nedenle
tiimor seyrinde Onemi ispatlanan degiskenler olarak hastanin yasmin yaninda timdriin
cerrahi olarak ¢ikartilimi da dogru tan1 konulmasi ve hastaligin tekrarlamamasi igin
onemli bir belirleyicidir. Tiimorlerin biyolojik 6zelliklerinin giin 15181na ¢ikartilabilmesi

gerek tedavinin secilmesinde, gerekse sagkalimin uzatilabilmesinde ¢ok gereklidir (22).
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Tez caligmasit kapsaminda biyolojik degisiklikler gosteren tiimér grubunda  bu
degisikliklerinin sagkalima etkileri ve tiimor fenotipleri ile iliskileri arastirilmistir.
Diisiik evre gliomalarda en sik karsilasilan genetik diizensizlik olan TP53 mutasyonu bu
evredeki tiim tiimorlerin %30-45’inde bulunmaktadir (37, 38, 60, 73, 80). Kirksekiz
diisiik dereceli gliomada TP53 mutasyonu analizi sonucunda mutasyon tasiyan tiimor
orneklerinin Astrositoma ve Oligoastrositoma  grubunun %46,8 ‘ini olusturdugu
bulunmustur. Bu oran Oligodendrogliomalarda %43 olarak saptanmistir. Burada
kullanilan SSCP metodu ile p53°in DNA’ya baglanma islevsel birimi mutasyonlari
arasgtirilmistir. Watanabe ve arkadaslarinin 2003 yilinda diisiik dereceli gliomalarda
yaptiklar1 p53 yolag degisimlerini inceledikleri c¢alismalarinda TP53 mutasyonu
aragtirdiklar1 grubun %54’linde saptanmis ve mutasyon tasityan tiimorlerin hicbirinde
pl4ARF homozigot delesyonuna ve mdm2 amplifikasyonuna rastlanamamistir (85).
Ayrica ayni ¢caligmada TP53 mutasyonuna ek olarak pl4ARF metilasyonu bulunduran,
dolayisiyla p53 yolag: inaktif olan tiimorlerin ise tim grubun %70’ini olusturdugu
saptanmigtir. Tez ¢aligmasinda mdm?2 ve pl4ARF bulgulart mdm2 amplifikasyonu ve
pl4ARF delesyonunun diisiik dereceli gliomada seyrek oldugunu gostermektedir.
P14ARF’nin islev kaybinin burada arastirilan mekanizmadan farkli bir mekanizma

(metilasyon) ile gerceklesiyor olmasi sonuglara aciklik getirmektedir.

Timor hiicrelerinin timiiniin en az % 20’sinin yassi, eliptik, kuvvetli eozinofilik
hiicrelerden olustugu gemistositik astrositomalarda prognozun koétii oldugu ve TP53
mutasyonunun daha sik bulundugu bilinmektedir (67, 70, 73). Calisma grubundaki 2
gemistositik astrositomada da TP53 mutasyonu saptanmistir ve sagkalim siireleri
sirastyla 9 ve 11 aydir. Yas gruplamasinda 50 yas ve iizerinde olan grupta 6lenlerin
sayisi, 50 yas altindaki gruba gore istatistiksel olarak anlamli oranda fazladir (p<0.005)
(Sekil.20).

Hiicrede p53 protein anlatimi en az iki yolla diizenlenmektedir. Birisi transkripsiyonel
olarak kisa Omiirlii proteinin olusmasini, digeri ise translasyon sonrasi pS3 proteininin
sabitlenmesi yoluyla gerceklesir. Hiicrenin DNA hasar1 gibi acil ihtiyacit durumunda

protein stabilizasyonu mekanizmas: devreye girerek hizli ve yeterli diizeyde pS53
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proteini saglar. Ancak transkripsiyon kontrolii mekanizmasi, hiicrenin fizyolojik
ihtiyaclari olan hiicre dongiisiiniin kontrolii, hiicre farklilagsmasi i¢in dongiiden ¢ikilmasi
gibi durumlarda devreye girerek daha uzun siirede ve az miktarda p53 proteininin
olusmasini saglar (3, 62). islevi bozuk olan p53 proteininin de mutant p53 proteini gibi
timor  hiicrelerinde  birikmesi s6z  konusudur (28, 58, 62). Calismada
Immunohistokimyasal olarak saptanan p53 proteini birikimi mutasyonlu 6rneklerde 3
histolojik alt grupta da artmistir ve oligoastrositoma grubunda bu iliski istatistiksel
olarak en anlamli p degerini gdstermistir (p=0,000004) Bu durum mutant p53
proteininin birikiminin yanisira mutant p53’iin yapisal olarak baglandigi yabanil p53
proteinini de etkilemesi nedeniyle gerceklesmektedir (28). Mutant proteinin baskin
olumsuz etkisi nedeniyle mutant 6rneklerdeki protein birikimini sadece mutant degil,
ayrica yabanil, ancak tutuklanmis p53 proteinleri olusturmaktadir. Calismada kullanilan
antikor (klon DO-7) proteinin hem mutant hem de yabanil tipiyle reaksiyon
vermektedir. Burada ayrica normal hiicre dongiisiiniin degisik sathalarinda yakalanmais,
DNA hasarma yanit veren hiicrelerdeki, mdm?2 ile baglanma sonucu sabitlenen p53

proteini de s6z konusudur.

TP53 mutasyonunun bulunmadigi durumlarda p53 yolaginin diger bilesenleri olan
mdm2 ve pl4ARF degisimlerinin etkisi diisiiniilebilir (65, 87). Bu amagla ayni
orneklerde multipleks PZR yontemiyle mdm-2 amplifikasyonu ve pl14 ARF delesyonu
normal beyin dokusuyla karsilastirilarak arastirilmigtir. Diisiik dereceli gliomalarda
onceki caligmalarda mdm2 ve p14ARF degisikliklerinin ¢ok seyrek oldugu ancak bu
degisikliklerin ileri evre tiimorlerde belirgin oldugu saptanmustir (53, 67, 68 ). Gerek
mdm?2 amplifikasyonu gerekse pl4ARF delesyonunda bizim grubumuzda istatistiksel
anlamliliga rastlanmamistir. Dolayisiyla p53 proteininin birikiminin p53 proteinin islev

bozukluguna bagli oldugu sdylenebilir.

Tiimdrler siklikla hiicre dongiislinlin uyarimi, kontrolsiiz hiicre ¢ogalimina neden olan
otokrin uyari zinciri olusturan biiylime faktorlerinin ve reseptorlerinin anlatiminda artis
gosterirler. Beyin dokusunda embriyonik donemde  glial Onciillerin  yerlesimi,
farklilasarak olusturacaklar1 doku tipi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu agsamada

hiicrelere farklilagsma ve biiylime sinyali ileten yolaklar dikkat ¢ekmektedirler. PDGFR-
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a, EGFR ve PTEN proteinleri gliomalarin kaderinde etkindirler. Bu tiir timor
belirtegleri ile gliomalarin alttiplerinin belirlenmesi ve kotii seyir géstermesi dngoriilen
hastalarin 6nceden saptanarak daha erken ve daha etkin tedavi almalar1 saglanabilir
(79). Ozellikle tiimér hiicresi biiyiimesinin kontrol edilebilmesi icin hedeflenen tirozin
kinaz yapisindaki bu biiylime faktorleri genlerinin amplifikasyonu ve artmis
anlatimlarinin  saptanmasi tedaviye yon verebilecek o6zelliklerdendir. Varela ve
arkadaslar1 103 glioma vakasi i¢inde inceledikleri 25 diisiik dereceli glioma grubunda
EGFR ve PDGFR-a anlatimindaki artisin prognozu kotii yonde etkiledigini
gostermislerdir (79). Ancak ayni ¢alismada anaplastik astrositoma ve GBM’de EGFR
ve PDGFR-a anlatimi prognoz ile iliskili bulunamamistir. Tez calismasinda EGFR ve
PDGFR- o anlatimi1 ve sagkalim analizi yapildiginda istatistiksel olarak anlatim artig1
olan ve olmayan gruplar arasinda sagkalim siirelerindeki farkliligin anlamli olmadig:

anlagilmistir.

Degerlendirme sistemindeki farkliliklar sagkalim analizinde alinan sonuglarin
farkliligina neden olabilecegi gibi, Varela ve arkadaslarinin ¢alismalarinda 25 diisiik
dereceli gliomanin izlem siiresi en az ve en cok sagkalim siireleri (5-122 ay)
calismamizdakine goére daha uzundur. Tez c¢alismasinda hastalarin izlemleri devam
ettirilecek ve EGFR, PDGFR-o ve PTEN anlatim degisiklikleri gdsteren gruplarda

sagkalimin farklilig: siirenin sonunda tekrar degerlendirilecektir.

Histolojik tanida agik noktalarin bulunmasi ve fenotipik degerlendirmenin tiimoriin
kaderini yansitmamasi nedeniyle belirli histolojik tipleri isaret edebilecek biyolojik
degiskenlerin bulunmasinda PDGFR-a, EGFR ve PTEN proteinleri ¢alisilmistir. Bu
calismada timor histolojik gruplarinda PTEN, PDGFR-a ve EGFR anlatimlar
karsilastirilmis ve histolojik alttipler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulunmustur (p<0,05). Oligodendrogliomalarda EGFR, PDGFR-a ve PTEN anlatimi
onemli oranda disiiktiir. PDGFR-a anlatimi Astrositoma ve Oligoastrositomalarda
daha yiiksek bulunmustur (p=0,007). PTEN ve EGFR anlatimlar1 yiizde hiicre sayisi
olarak Astrositoma ve Oligoastrositomalarda daha yiiksek bulunmustur (p=0,005 ve
p=0,020). Tan1 gii¢liigli yasanan vakalarda bu degiskenlerin tiimdr tanimlanmasina katki

saglayacag diigiiniilmektedir.
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MGMT proteini hasarli DNA’nin tamirinde gorev alir. Artisinin bulundugu tiimor
hiicrelerinin alkilleyici ilaclardan etkilenmedigi, kemoterapiye diren¢ gosterdigi
bilinmektedir. Fakat anlatimindaki azalmanin da malign doniisiimle iligkili oldugu
disiiniilmektedir (89). Yuan ve arkadaslarinin caligmalarinda p53 ile MGMT
anlatiminin ters orantili oldugu bildirilmistir (89). Bu calismada iki protein istatistiksel
olarak anlamlilik diizeyinde olmayan %15,6 oraninda ters orantili bir iliski gostermistir.
MGMT proteinin anlatiminda azalma, promotor bdlgesinin metillenmesi ve genin
sessizlesmesi ile olusmaktadir. Bu degisimin ilerideki caligmalarla ortaya konulmasi
tedaviye yanitin nasil olacagin1 anlamamizi saglayacagi gibi ayn1 zamanda kemoterapi

direncinin MGMT ifadesinin baskilanmasi ile saglanmasina da yol gosterebilecektir.

Gliomalarin anatomik yerlesimleri tiimor kitlesinin cerrahi olarak tamamen
cikartilabilmesinde 6nemli bir etkendir. Tedavi yontemlerinde prognozu etkileyen en
onemli belirteg, kalint1 timor kitlesi birakilmamasidir ancak tiimor yerlesim bolgesi
cikartima uygun oldugunda miimkiin olmaktadir. Diisiik evre gliomlar daha ¢ok ikincil
motor alanlarda yerlesim gdstermektedirler ve oligodendrogliomalarin frontal ve
temporal loblarda bulundugu bilinmektedir (20, 21, 23). Tez calismasinda tedaviye
yanitta kemoterapi direnci beklenen MGMT anlatim artig1 bulunan tlimoérlerin parietal
ve temporal bolgelerde daha sik yerlestigi saptanmistir (p=0.029). p53 anlatimi ise
frontal ve temporal bolgede yerlesen tiimorlerde daha yiiksek bulunmustur (p=0,014).
Bu sekilde goriintiileme caligmalar1 ile verilecek tedavinin Ongoriilmesi miimkiin

olacagi gibi ayn1 zamanda prognoz konusunda da fikir edinebilmek miimkiin olacaktir.

Calismada en kisa izlem siiresi dokuz ay en uzun izlem siiresi ise 63 aydir. Caligmaya
alinan gruba uygulanan tedavi yontemine gore sadece radyoterapi, sadece kemoterapi
alanlar ve her iki tedavinin uygulandig1 grup olarak {i¢ ana gruba ayrilmistir. Sagkalim
analizlerinde Cox regresyon analizi ile yapilan degerlendirmede taniya gore
Oligodendroglioma grubunun ve kemoterapi alan grubun sagkalim stiresinin daha uzun
oldugu saptanmistir. Kemoterapi alan grupta median yasam siiresi 57 ay iken
radyoterapi alan grupta sagkalim siiresi 39 ay olarak bulunmustur. Tedavi gruplari

arasinda  radyoterapi alan ve kemoterapi alan gruplarin sagkalim analizi TP53
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mutasyonlarinin kétii prognostik belirteci oldugunu gostermektedir. TP53 mutasyonu
bulunan tiimor hastalarinin median sagkalimi 46 ay iken mutasyon bulunmayan
vakalarda 48 aydir. Sagkalim bilgileri Eyliil 2005°te yenilenmistir. Tez ¢aligmasinda
adres ve telefon bilgileri bulunamayan 10 hastaya ulagilamamigtir. Sagkalim

sonuglarina ulagilabilen 38 hastanin %52,6’sinin 61diigii saptanmaistir.

Calismada izlem siiresinin kisa olmasi nedeniyle sagkalim konusunda net bir sonug
cikartilamamaktadir. Halen sag olan hastalarin 2 yi1l sonunda kontrollerinin yapilmasi
planlanmaktadir. Seksen hafta {izerinde median izlem siiresi takip edilen diisiik
dereceli  astrositoma ve oligoastrositoma hastalarinin incelendigi Stander ve
arkadaslarinin calismasinda diger degiskenlerden bagimsiz olarak TP53 mutasyonu

varliginin kotii prognoz belirteci oldugu saptanmaistir (73).

Bu c¢alismanin amaci olan biyolojik degisimlerin belirlenerek tiimor kimliginin
aydinlatilmas1 ve klinik cevabin ongoriilmesi konularinda alinan verilerin gegerliligi
icin uzun izlem siiresinin gerceklesmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda hastalarin

izlenmesine devam edilecek ve bes yillik izlem siiresi tamamlanacaktir.

SON SOZ
Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:
* Diisiik dereceli glioma tanist alan hastalarin ileri yasta olanlarinda sagkalim siiresi

anlaml derecede diisiiktiir.

+ izlem siiresi tamamlandiginda prognoz oOngériisiinde bulunulabilecek molekiiler
degisiklikler netlik kazanacaktir ancak istatistiksel olarak anlamli olmasa da sonuglar
TP53 mutasyonu tagiyicilarinda sagkalim siiresinin  kisa olabilecegini

diistindiirmektedir.

* PI4ARF delesyonu ve mdm2 amplifikasyonu bu grupta istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Hayvan modellerinde pl4ARF’ nin karsinogenezde etkisi ortaya
konmustur. P14ARF ifadesinin diisiik bulundugu durumlarda 6zellikle 1 ekzonunun

kaybedildigi saptanmistir. Homozigot delesyonunun bulundugu yiiksek evre
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gliomalarda sagkalimm anlaml diizeyde diisiik olmas1 dikkat cekicidir (53). Ozellikle
diisiik evre gliomalarda pl4ARF’nin delesyon ile degil metillenme nedeniyle islevini
kaybetmis olabilecegi iizerinde durulmaktadir (83, 87). Watanabe ve arkadaslar
calismalarinda diisiikk evre gliomalarda bu proteinin ifadesinin azalmasinda gen
delesyonunun degil metilasyon etkisinin etkili oldugunu gostermislerdir (84). Tez
calismasinda saptanan sonug bu evre tiimdrler i¢in dnceki ¢calismalar1 desteklemektedir.
Bu nedenle pl4ARF metillenme aragtirmasinin yapilmasi, p53 islev kaybinin énemli rol

oynadig diisiik evre gliomalarda yol gosterici olacaktir (10,12).

* DNA hasarina ve dolayisiyla mutasyonlarin olusmasmma yol acan DNA
metilasyonunun (metilguanin olusumu) tamirinde gorevli olan MGMT nin anlatimi
parietal ve temporal yerlesimli tiimorlerde artmis olarak bulundugundan bu tiimorlerde

alkilleyici ajanlarla tedaviye direng beklenmelidir.

* TP53 mutasyonu tasiyan tiimorlerde p53 anlattminin da artmis olmasi nedeniyle
frontal ve temporal yerlesimli diisiik evre gliomalarin kotii prognozlu olmalari

ongoriilmelidir.

*PDGFR-0 ve EGFR o6zellikle tedavide hedeflenen odaklar olmalari nedeniyle
anlatimlarmin artmis oldugu gliomalarin belirlenmesi O6nemlidir. Ayrica glial
farklilasma stirecinde etki ederek glioma hiicresinin histolojik anlamda kaderini

belirlemektedirler.
*Tez calismasinda sagkalim ile aragtirilan biyolojik degiskenlerin iliskisi sagkalan

hastalarin bes yillik izlem siireleri tamamlandiktan sonra tekrar degerlendirilecektir.

Hastalarin izlem sureleri araliklarla devam ettirilecektir.

71



8. KAYNAKLAR

1. Andersson U, Guo D, Malmer B, Bergenheim AT, Brannstrom T, Hedman H,
Henriksson R. Epidermal growth factor receptor family (EGFR, ErbB2-4) in gliomas
and meningiomas. Acta Neuropathol (Berl);108(2):135-42, 2004.
2. Andrea J., Hansson I., Afink G.B., Nister M. Platelet Derived Growth Factor
Receptor-o in Ventricular Zone Cells and in Developing Neurons. Molecular and
Cellular Neuroscience, 17, 1001-1013, 2001.
3.Ashcroft M., Vousden K.H.: Regulation of P53 Stability. Oncogene, 18:7637-
7643, 1999.
4. Bauman G., Lote K., Larson D., Stalpers L., Leighton C., Fisher B., Wara W.,
MacDonald D., Stitt L., Cairncross G. : Pretreatment Factors Predict Overall Survival
For Patients with Low-Grade Glioma: A Recursive Partitioning Analysis.Int. J.
Radiation Oncology Biol. Phys. 45:4, 923-929, 1999.
5. Besson A., Robbins SM., Yong VW.: PTEN/MMACI/TEPI in Signal Transduction
and Tumorigenesis. Eur. J. Biochem. 263:605-611, 1999.
6. Brat D.J., James D., Jedlicka A.E., Connolly D.C., Chang E., Castellani R.J., Schmid
M., Schiller M., Carson D.A., Burger P.C. : Molecular genetic alterations in radiation-
induced astrocytomas. American J. of Pathology. 154: 5 ; 1431-1438. 9, 1999.
7. Bian X-W, Shi J. Q., Liu F.X. Pathologic Significance of Proliferative Activity and
Oncoprotein Expression in Astrocytic Tumours. Analytical and Quantitative Cytology
and Histology ; 22; 429-437, 2000.

8. Behin A., Hoang-Xuan K., Carpentier A.F., Delattre J.Y. Primary Brain Tumours

in Adults. Lancet; 361; 323-331, 2003.

9. Beroud C., Soussi T. The UMD-p53 Database: New Mutations and Analysis Tools.
Human Mutation 21: 176-181, 2003.

10. Boudreau C. R., Yang L., Liau L. M.: Gliomas: Advances in Molecular Analysis
and Characterisation. Surgical Neurol., 64: 286-294, 2005.

11. Cairncross J. G.: Classification and pathobiology of low-grade glial and
glioneuronal neoplasms: The Practical Management of Low-Grade Primary Brain
Tumors. Jack P. Rock, Philadelphia : Lippincott Williams & Wilkins, 1999

12. Cavaliere R., Lopes M. B. S., Schiff D.:Low-grade Gliomas: An Update on

72


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Andersson+U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Guo+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Malmer+B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Bergenheim+AT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Brannstrom+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Hedman+H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Henriksson+R%22%5BAuthor%5D

Pathology and Theraphy. Lancet Neurol., 4: 760-770, 2005.

13. Chen P., Aldaphe K., Wiencke J.K., Kelsey K.T., Miike R., Davis R.L., Liu J.,
Kesler- Diaz A., Takahashi M., Wrensch M. Ethnicity Delineates Different Genetic
Pathways in Malignant Glioma. Cancer Research 61: 3949-3954, 2001.

14.. Cleasson-Welsh L. Platelet-derived Growth Factor Receptor Signals. J. Biol.

Chemistry 269: 51: 32023-32026, 1994.

15. Chen P., Iavarone A., Fick J., Edwards M., Prados M., Isracl M.A.Constititional

p53 Mutations Associated with Brain Tumours in Young Adults. Cancer Genetics

Cytogenetics. 82:106-115, 1995.

16. Coombs N.J., Gough A.C., Primrose J.N. Optimisation of DNA and RNA
Extraction from Archival Formalin-Fixed Tissue. Nucleic Acids Research 27:16,
1999.

17. Claus EB., Black PM.: Survival rates and patterns of care for patients diagnosed
with supratentorial low-grade gliomas: data from the SEER program, 1973-2001.
Cancer. Abstr. 15:106(6);1358-63, 2006.

18. Collins V. P. Cellular Mechanisms Targeted During Astrocytoma Progression.
Cancer Letters. 188; 1-7, 2002.

19. Di Cristafano, Pandolfi P. The Multiple Roles of PTEN in Tumour Suppression.
Cell.100:387-390, 2000.

20. Ding H., Nagy A., Gutmann D.H.,Guha A: A Review of Astrocytoma Models.
Neurosurg. Focus. 8,4, 2000.

21. Duffau H., Capelle L.: Preferential Locations of Low-Grade Gliomas; Comparison
with Glioblastomas and Review of Hypothesis. Cancer. 100:12, 2622-2626, 2004.

22. Esteller M, Garcia-Foncillas J, Andion E, Goodman SN, Hidalgo OF, Vanaclocha
V, Baylin SB, Herman JG.: Inactivation of the DNA-repair gene MGMT and the
clinical response of gliomas to alkylating agents. N.Engl. J. Med. Nov 9:343(19):1350-
4, 2000.

23. Engelhard H. H., Stelea A., Mundt A.: Oligodendroglioma and Anaplastic
Oligodendroglioma: Clinical Features, Treatment and Prognosis. Surg. Neurol.,60:443-
456, 2003.

24. Editorial, Darts in the Dark Cure Animal but not Human, Brain Tumors.Arch.
Neurol.; 59; 721-724, 2002.

73


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Chen+P%22%5BAuthor%5D

25. Felsberg J., Reifenberger G.: Neuropathology and Molecular Genetics of Diffusely
Infiltrating Cerebral Gliomas. Med. Laser Appl.,17: 133-146, 2002.

26. Ford J. M. Regulation of DNA Damage Recognition and Nucleotide Excision
Repair: Another Role for P53. Mutation Research. 577: 195-202, 2005.

27. Guha A, Dashner K, Black PM, Wagner JA, Stiles CD. Expression of PDGF and
PDGF receptors in human astrocytoma operation specimens supports the existence of
an autocrine loop. Int J Cancer 17;60(2):168-73, 1995.

28. Guimaraes D.P., Hainaut P.:TP53: A Key Gene in Human Cancer. Biochimie, 84:
83-93,2002.

29. Hashimoto N., Murakami M., Sasajima H., Takahashi Y., Mineura K.:Diagnostic
Molecular Genetics and Its Application to Clinical Decision in Brain Tumors.
International Congress Series., 1247: 221-229, 2002.

30. Hartmann C., Xu X., Bartels G., Holtcamp N., Gonzales I.A., Tallen G., Von
Deimling A. PDGFR-a in 1p/19q LOH Oligodendrogliomas. Int. J. Cancer; 112; 1081-
1082, 2004.

31. Herfarth K.K., Gutwein S., Debus J.: Post Operative Radiotheraphy of
Astrocytomas.Seminars in Surgical Oncology. 20: 13-23, 2001.

32. Hernandez-Boussard T, Rodriguez-Tome P, Montesano R, Hainaut P.: IARC p53
mutation database: a relational database to compile and analyze p53 mutations in human
tumors and cell lines. International Agency for Research on Cancer. 14(1):1-8, 1999.

33. Huang H., Colella S., Kurrer M., Yonekawa Y., Kleihues P., Ohgaki H. Gene
Expression Profiling of Low-Grade Diffuse Astrocytomas by cDNA Arrays. Cancer
Research 60: 6868-6874, 2000.

34. Hulsebos TJ, Troost D, Leenstra S. Molecular-genetic characterization of gliomas
that recur as same grade or higher grade tumours. J Neurol Neurosurg Psychiatry.
75(5):723-6, 2004.

35. Hupp T.R., Lane D.P., Ball K.L.:Strategies for Manipulating the p53 Pathway in the
Treatment of Human Cancer. J. Biochem. 352:1-17, 2000.

36. Ichimura K., Bolin M.B., Goike H.M., Schmidt E.E., Moshref A., Collins V.P.
Deregulation of the pl4/MDM2/P53 Pathway Is a Prerequisite for Human Astrocytic
Gliomas with G1-S Transition Control Gene Abnormalities. Cancer Research 60; 417-

424, 2000.

74


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Guha+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Dashner+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Black+PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Wagner+JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Stiles+CD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hernandez%2DBoussard+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Rodriguez%2DTome+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Montesano+R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hainaut+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15090567&query_hl=31

37. Ishii N., Tada M., Hamaou M.F., Janzer R.C., Meagher-Villemure K., Wiestler
0.D., Tribolet N., Van Meir E.G.: Cells with TP53 mutations in low grade astrocytic
tumours evolve clonally to malignancy and are an unfavorable prognostic factor.
Oncogene, 18: 5870-5878, 1999.

38. Ishii N., de Tribolet N. Are p53 mutations and p53 overexpression prognostic
factors for astrocytic tumours? Crit. Rev. Neurosurg. 8:269-274, 1998.

39. Izumoto S., Ohnishi T., Kanemura H., Arita N., Maruno M., Moriuchi S., Suzuki T.,
Yoshimine T. PTEN Mutations in Malignant Gliomas and Their Relation with
Meningeal Gliomatosis. J. Neuro-oncol. 53: 21-26, 2001.

40. Johannesen T.B., Langmark F., Lote K.: Cause of Death and Long-Term Survival in
Patients with Neuro-epithelial Brain Tumours: A Population Based Study. European J.
of Cancer. 39: 2355-2363, 2003.

41. Kamijo T., Weber J.D., Zambetti G., Zindy F., Roussel M.F., Sherr C. J. Functional
and physical interactions of the ARF tumor suppressor with p53 and Mdm2. Proc Natl
Acad Sci U S A. ; 95(14): 8292-8297, 1998.

42. Kato H., Kato S., Kumabe T., Sonoda Y., Yoshimoto T., Han S-Y., Suzuki T.,
Shibata H., Kanamaru R., Ishioka C. Functional Evaluation of P53 and PTEN Gene
Mutations in Gliomas. 6; 3937-3943, 2000.

43. Kleihues P., Cavenee WK.: Pathology and Genetics of Tumours of the Nervous
System. WHO Classification of Tumours. IARC Press, 29-39, 2000.

44. Konopka G., Bonni A. Signaling Pathways Regulating Gliomagenesis. Current
Molecular Medicine, 3, 73-84, 2003.

45. Kukita Y., Tahira T., Sommer S.S., Hayashi K. SSCP Analysis of Long DNA
Fragments in Low pH Gel. Human Mutation 10; 400-407, 1997.

46. Margison G.P., Santibanez-Koref M.F.: O 6-alkylguanine-DNA Alkyltransferase:
Role in Carcinogenesis and Chemotherapy. BioEssays. 24:255-266, 2002.

47. Mayo D.M., Donner D.B., The PTEN, Mdm2, p53 tumor suppressor-oncoprotein
network. Trends in Biochemical Sciences 27: 9:462-467, 2002.

48. McLendon R.E., Wikstrand C.J., Matthews M.R., Al-Baradei R., Bigner
S.H.,Bigner D.D. Glioma-associated Antigen Expression in Oligodendroglial
Neoplasms: Tenascin and Epidermal Growth Factor Receptor. J. Histochem Cytochem

48:1103-1110, 2000.

75



49. Merlo A. Genes and Pathways driving Glioblastomas in Humans and Murine
Disease Models. Neurosurgery Reviews; 26; 145-158, 2003.

50. Mitsumato Y., Nakajima T., Marutani M., Kashiwazaki H., Moriguchi M., Kimura
H., Okanoe T., Kagawa K., Tada M. Loss of p53 Transcriptional Activity in
Hepatocellular Carcinoma Evaluated by Yeast-Based Functional Assay: Comparison
with p53 Immunohistochemistry.Human Pathology 35; 3, 2004

51. Nakamura M., Konishi N., Tsunoda S., Nakase H., Tsuzuki T., Aoki H., Sakitani H.,
Inui T., Sakaki T.: Analysis of Prognostic and Survival Factors Related to Treatment of
Low-Grade Astrocytomas in Adults. Oncology.,58:108-116, 2000.

52. Nakamura M., Watanabe T., Yonekawa Y., Kleihues P., OhgakiH.: Promoter
methylation of the DNA repair gene MGMT in astrocytomas is frequently associated
with G:C—A:T mutations of the TP53 tumor suppressor gene. 22:10, 1715-1719, 2001.
53. Newcomb E.W., Alonso M., Sung T., Miller D.C. Incidence of p14 ARF Gene
Deletion in High-grade Adult and Pediatric Astrocytomas. Human Pathology 31:
115-119, 2000.

54. Nieder C., Petersen S., Petersen C., Thames H. D.:The Challenge of p53 as
Prognostic and Predictive Factor in Gliomas.Cancer Treatment Reviews.,26:67-73,
2000.

55. Noble M. Can Neural Stem Cells Be Used to Track Down and Destroy Migratory
Brain Tumour Cells While Also Providing a Means of Repairing Tumour-

Associated Damage? PNAS; 97; 23; 12393-12395, 2000.

56. Noble M., Dietrich . :The Complex Identity of Brain Tumours; Emerging Concerns
Regarding Origin, Diversity and Plasticity. Trends in Neuroscience, 27; 3: 148-154,
2004.

57. Nothwang H.G., Hildebrandt F. Chapter 3, Purification of Nucleic Acids From
Eukaryotic Cells. Techniques in Molecular Genetics,Springer Lab.Press. 1999.

58. O’Brate A., Giannakakou P.: The Importance of P53 Location: Nuclear or
Cytoplasmic Zip Code? Drug Resistance Updates. 6:313-322, 2003.

59. Paunu N.: Familial Glioma, Molecular Genetic and Epidemiological Study,
Academic Dissertation. Acta Universitanis Tamperantis, 863: 20-55, 2002.

60. Peraud A., Friedrich W.K., Wiestler O.D., Kleihues P., Reulen H-J.: Prognostic

76



Impact of TP53 Mutations and P53 Protein Overexpression in Supratentorial WHO
Grade II Astrocytomas and Oligoastrocytomas. Clinical Cancer Research. 8; 1117-
1124, 2002.

61. Riemenschneider M.J., Koy T.H., Reifenberger G. Expression of Oligodendrocyte
Lineage Genes in Oligodendroglial and Astrocytic Gliomas. Acta Neuropathologica.
107: 277-282 .2004

62. Rotter V., Ronen D.: Expression of p53 in Differentiation and Apoptosis and Its
Deregulation in Tumour Cell. Molecular Cell Biology, 11:327-330,1998.

63. Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T.: Molecular Cloning : A Laboratory Manual.
Chapter 5. 5.1 Agarose Gel Electrophoresis 1989

64. Sano T., Lin H., Chen X., Langford L.A., Koul D., Bondy M. L., Hess K.R., Myers
JN., Hong Y.K. Yung W. K. A. Steck P. A.. Differential Expression of
MMAC/PTEN in Glioblastoma Multiforme: Relationship to Localization and
Prognosis. Cancer Research, 59:1820-1829, 1999

65. Schiebe M., Ohneseit P., Hoffmann W., Meyermann R., Rodemann H.P., Bamberg
M. Analysis of Mdm2 and P53 Gene Alterations in Glioblastomas and Its Correlation
with Clinical Factors. J. Neuro-oncol.49:197-203 (2000)

66. Schlott T., Scharf J.G., Gorzel C., Middel P., Spring H. Cirrhotic Livers Reveal
Genetic Changes in the MDM2-P14ARF System of Cell Cycle Regulators. British J. of
Cancer 86:1290-1296 (2002)

67. Shapiro J.R. Genetic Alterations Associated with Adult Diffuse Astrocytic
Tumours. American J. of Medical Genetics (Semin. Med. Genet.)115: 194-201
(2002).

68. Sharpness N. E.: INK4o/ARF A Multifunctional Tumour Suppressor Locus.
Mutation Research.576:22-38(2005)

69. Sheffield V.C., Beck J.S., Kwitek A.E., Sandstrom D.W., Stone E.M. The
Sensitivity of SSCP Analysis for the Detection of Single Base Substitutions. Genomics.
16, 325-332, (1993)

70. Soussi T. Focus on the p53 Gene and Cancer: Advances in TP53 Mutation
Research. Human Mutation. 21: 173-175 (2003).

71. Soussi T., Beroud C.: Significance of TP53 Mutations in Human Cancer: A Critical
Analysis of Mutations at CpG Dinucleotides.:Human Mutation 21:192-200 (2003).

71


http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url/index=books&field-author-exact=J.%20Sambrook&rank=-relevance%2C%2Bavailability%2C-daterank/104-8414225-1531124
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url/index=books&field-author-exact=E.F.%20Fritsch&rank=-relevance%2C%2Bavailability%2C-daterank/104-8414225-1531124
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url/index=books&field-author-exact=T.%20Maniatis&rank=-relevance%2C%2Bavailability%2C-daterank/104-8414225-1531124

72. Spano JP, Lagorce C, Atlan D, Milano G, Domont J, Benamouzig R, Attar A,
Benichou J, Martin A, Morere JF, Raphael M, Penault-Llorca F, Breau JL, Fagard R,
Khayat D, Wind P.: Impact of EGFR expression on colorectal cancer patient prognosis
and survival. Ann Oncol. Jan;16(1):102-8, 2005.

73. Stambolic V., MacPherson D., Sas D., Lin Y., Snow B., Jang Y., Benchimol S.,
Mak T. W. Regulation of PTEN Transcription by p53. Molecular Cell. 8, 317-325,
(2001).

74. Stander M., Peraud A., Lerouch B., Kreth F.W.: Prognostic Impact of TP53
Mutations and P53 Protein Overexpression in Supratentorial WHO Grade II
Astrocytomas and Oligoastrocytomas. A Long-Term Analysis. Cancer., 101: 1028-
1035, (2004).

75. Sulis M.L., Parsons R. PTEN from Pathology to Biology. Trends in Cell Biology.
13; 478-483 (2003).

76. Surdhar G. K.: Cycle sequencing of PCR Products. Ed. Theophilus B.D.M., Rapley
R. Methods in Molecular Biology, :PCR Mutation Detection Protocols Vol. 187, s 65-
72 , Humana Press Inc., Totowa, NJ. 2002.

77. Uno M., Oba-Shinjo S.M., de Aguiar P.H., Leite C.C., Rosemberg S., Miura F.K.,
Junior R.,M., Scaff M., Marie S.K.N. Detection of Somatic TP53 Splice Site Mutations
in Diffuse Astrocytomas. Cancer Letters 224:321-327, 2005.

78. Van Meir EG, Roemer K, Diserens AC, Kikuchi T, Rempel SA, Haas M, Huang
HIJ., Friedmann T, de Tribolet N, Cavenee WK.: Single cell monitoring of growth arrest
and morphological changes induced by transfer of wild-type p53 alleles to glioblastoma
cells. PNAS 14;92(4):1008-12, 1995.

79.. Varela M., Ranuncolo S.M., Morandi A., Lastiri J., Joffe E.B.D.K., Puricelli L.I.,
Pallotta M.G. EGFR and PDGFR, But Not bcl-2, Overexpression Predict Overall
Survival in Patients with Low-Grade Astrocytomas. Journal of Surgical Oncology; 86;
34-40, 2004.

80. Vogelstein, B.; Kinzler, K. W. :p53 function and dysfunction. Cel/l 70: 523-526,
1992. 81. Marieb; Human Anatomy & Physiology Sth edition, Benjamin Cummings,
San Francisco 2001

82. University of Dundee, Biomedical Research Center, Images page, week 21, 2004.

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Spano+JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Lagorce+C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Atlan+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Milano+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Domont+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Benamouzig+R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Attar+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Benichou+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Martin+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Morere+JF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Raphael+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Penault%2DLlorca+F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Breau+JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Fagard+R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Khayat+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Wind+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Van+Meir+EG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Roemer+K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Diserens+AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Kikuchi+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Rempel+SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Haas+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Friedmann+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22de+Tribolet+N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Cavenee+WK%22%5BAuthor%5D

83. Watanabe K., Sato K., Biernat W., Tachibana O., Ammon K., Ogata N., Yonekawa
Y., Kleihues P., Ohgaki H.; Incidence and Timing of p53 Mutations during
Astrocytoma Progression in Patients with Multiple Biopsies. Clin. Canc. Res.3.523-530
1997.

84. Watanabe T., Katayama Y., Komine C., Yoshino A., Ogino A., Ohta T., Fugushima
T. O6 methylguanine-DNA Methyltransferase methylation and TP53 mutation in
malignant astrocytomas and their relationships with clinical course. Int. J. Cancer: 113,
581-587, 2005.

85. Watanabe T., Katayama Y., Yoshino A., Komine C., Yokoyama T. Deregulation of
the TP53/P14 ARF Tumor Suppressor Pathway in Low-Grade Diffuse Astrocytomas
and Its Influence on Clinical Course. 9; 4884-4890, 2003.

86. Watanabe T., Nakamura M., Kros J.M., Burkhard C., Yonekawa Y., Kleihues P.,
Ohgaki H. Phenotype vs Genotype Correlation in Oligodendrogliomas and Low-Grade
Diffuse Astrocytomas. Acta Neuropathologica 103: 267-275, 2002.

87. Weber J.D., Jeffers J.R., Rehg J.E, Randle D.H.,Lozano G., Roussel M.F., Sherr
C.J., Zambetti G.P. P53-independent functions of the p19ARF tumor suppressor. Genes
and Development 14: 2358-2365, 2000.

88. V.P. Collins: Brain Tumours: Classification and Genes. J. Neurol. Neurosurg.
Psychiatry. 75: Supp. I 1i2-i111, 2004.

89. Yuan Q., Matsumato K., Nakabeppu Y., Iwaki T. A Comparative
Immunohistochemistry of O6-methylguanine-DNA methyltransferase and p53 in
diffusely infiltrating astrocytomas. Neuropathology; 23; 203-209; 2003.

90. Zhou X., Li Y., Hoang-Xuang K., Laurent-Puig P., Mokhtari K., Longy M., Sanson
M., Delattre Jean-Yves., Thomas G., Hamelin R. Mutational Analysis of The PTEN
Gene in Gliomas: Molecular and Pathological Correlations. Int. J. Cancer (Pred.
Oncol.): 84, 150-154 , 1999.

91. Zhou X-P., Sanson M., Hoang-Xuan K., Robin E., Taillandier L., He J., Mokhtari
K., Cornu P., Delattre J-Y, Thomas G., Hamelin R., ANOCEF Group. Germline
Mutations of P53 but not pl6/CDKN2 or PTEN/ MMACI1 Tumor Suppressor Genes
Predispose to Gliomas. Annals of Neurology. 46; 6; 1999; 913-916.

92. Zhu Y., Parada L.F.: The Molecular and Genetic Basis of Neurological Tumours.
Nature Reviews Cancer. 2:616-626, 2002.

79



OZGECMIS

ISIM; Pinar

SOYADI; Eren

DOGUM YERI; Istanbul

DOGUM TARIHI; 14.05.1971

MEDENI DURUMU; Evli

COCUK; 1

MAIL; pinaren@yahoo.com,

pinaren@gmail.com

EGITIM DURUMU;

2000- Marmara Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Doktora Programi

2004 Pennsylvania Unv. Tip Fakiiltesi Patoloji Lab. Immunogenetik Béliimii Staji
2000-1997 Haydarpasa Numune Hastanesi Aile Hekimligi Uzmanlig:

1996-1995 Mecburi Hizmet

1994-1988 Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi (Donem 19.lugu)

1988-1982 Erenkdy Kiz Lisesi (Donem 3.sii)

KATILDIGI SEMINERLER;

Saglik Kuruluslar Isletmeciliginde Kalite, Tesis ve Risk Y&netimi
Sertifika Programi Bogazici Unv. 28 Subat- 29 Mayis 1998

Ulusal Prenatal Tam ve Genetik Kongresi. [zmir, May1s 2000
European Society of Gene Theraphy 9th Meeting. Antalya, Kasim 2001
European Society of Human Genetics Congress ESHG. Strazburg 2002
Ulusal Prenatal Tan1 veTibbi Genetik Kongresi. Konya, Kasim 2003
Ikinci Ulusal Sinirbilimleri Kongresi. Bursa, 16-20 Nisan 2003
WasPalLM Diinya Patoloji Kongresi Istanbul, May1s 2005

European Renal Association- European Dialysis and Transplantation Association
Congress ERA-EDTA 2005

EFI Avrupa Histokompatibilite ve Immunogenetik Kongresi 2005

80


mailto:pinaren@yahoo.com
mailto:pinaren@gmail.com

SECILMIS YAYINLAR;

Eren P., Goral S., Bloom R., Doyle A., Grossmann R., Israni A., Naji A., Sellers M.,
Markmann J., Kearns J., Kamoun M. Impact of Sensitization to HLA Antigens on
Receiving a Second Kidney Transplant After a Failed Graft. ERA-EDTA Neph. Dial.
Transplantation Vol 20 Suppl 5 169 SP452 June 2005

Goral S., Eren P., Bloom R., Doyle A., Grossmann R., Israni A., Naji A., Sellers M.,
Markmann J., Kearns J., Kamoun M. Effects of HLA Mismatches and PRA on Second
Listing after a Failed Kidney Transplant: Prospect of Receiving a Second Transplant

and Graft Survival. ATC American J. of Transplantation Spl. 11 (5) 2005;351(abst 764)

Eren P., Uyar S.B., Kili¢ T., Cirakoglu B., Pamir M. N., Sav A.; Diisik Grade
Gliomalarda PTEN, PDGFR-ALFA, EGFR Ekspresyonu. S6zlii Sunum Waspalm 2005

Aker F.V., Ozkara S., Eren P. Peker O. Cerebellar liponeurocytoma/lipidized
medulloblastoma. J Neurooncol. 2005 Jan;71(1):53-9. Review.

Eren P. ABO Sistemi ve Genetik Ozellikleri. Damla Dergisi. Sayr 55, Temmuz-
Agustos 2003 Review.

Eren P. Trisomi 21’in ve Néral Tiip Defektinin Prenatal Tanisinda ikinci Trimester

AFP, hCG, uE3 Testlerinin Klinik Sonuglar1 (Uzmanlik Tezi) 2000

81



