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OZET

Bozdag, E.N. (2023). Glial Timorlerde DNA Metilasyon Analizi ve Genetik
Varyasyonlarin Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Malign primer beyin tiimorlerinin en yaygin alt smifi glial tiimorlerin siniflama
kriterleri Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2021 yilinda giincellenmistir. Giincel
siniflama kriterlerinde glial tiimorler i¢in yetiskin tip difiiz gliomlar; IDH mutasyonuna
sahip astrositoma, oligodendroglioma ve IDH mutant olmayan glioblastoma alt sinifini
icermektedir. Evre 2, 3, 4 IDH mutant astrositomalarin molekiiler degisimleri IDH1/2,
ATRX, TPS53, CDKNZ2A’dir. Oligodendroglioma karakteristik degisimleri; 1p/19q
kodelesyonu, IDH, CIC, FUBP1, NOTCH1 gen mutasyonlaridir. Evre 4 IDH mutant
olmayan glioblastomalar i¢in ana molekiiler belirte¢ler; EGFR mutasyonlari, kromozom
7 ve/veya 10p heterozigotluk kaybi ve TERT geni promotér mutasyonudur. Ayrica 2021
smiflama  kriterlerinde  epigenetik  degisimlerin de smniflama i¢in  Onemi
vurgulanmaktadir. Bu c¢alismada Tiirk populasyonunda yiiksek ve diisiik evreli glial
tiimdrlerdeki somatik varyasyonlarin yeni nesil dizileme (YND) tabanli hedefe yonelik
solid tiimor paneli ile analizi amaglanmistir. Panelde bulunmayan CIC geninin
oligodendrogliomlarda stk mutasyona ugrayan bolgesi Sanger dizileme ile analiz
edilmistir. MGMT geni promotor bolgesinin metilasyon analizleri metilasyon spesifik
gercek zamanli PZR ile gergeklestirilmistir. Hastalarin beyin tiimér dokusu ve periferik
kan orneklerinde ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon analizinde qRT-PZR yontemi
kullanilmistir. Analiz sonuglarina gore glial tiimdr alt gruplar1 arasinda ATRX ve NF1
gen ekspresyonlarinin arasinda anlamli fark bulunamamistir. Oligodendroglioma tanili
bir hastada CIC geninde daha once bildirilmeyen ii¢ niikleotitlik bir delesyon
(p-W238del) saptanmigtir. YND analizi ile glial tiimorli hastalarda saptanan HNF1A
genindeki varyasyonunu (p.Pro291fs) tasiyan hastalarda sagkalim daha yiiksek
bulunmustur (p=0,022). YND analizi ile saptanan degisimlerden IDH1, TERT, BRAF,
EGFR, PTPN11, PTEN ve TP53 genlerinde glial tiimorlerle iliskili patojenik varyantlar
bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda FBXW7, PIK3CA ve VHL genlerinde klinik 6nemi
bilinmeyen gen varyantlar tespit edilmis ve glial tiimorler ile iligkisinin arastirilmasi
gerektigi ortaya konmustur.
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Kanser Paneli
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ABSTRACT

Bozdag, E.N. (2023). DNA Methylation Analysis and Determination of Genetic
Variations in Glial Tumors. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics
Department. Doctorate Thesis (PhD). Istanbul.

The classification criteria of glial tumors, the most prevalent subtype of malignant
primary brain tumors, were updated by the World Health Organization (WHQ) in 2021.
Current classifications involve adult-type diffuse gliomas, which include IDH mutant-
astrocytoma, oligodendroglioma, and IDH wild-type glioblastoma. Grade 2,3, and 4
IDH-mutant astrocytomas involve IDH1, IDH2, ATRX, TP53, and CDKN2A/B
molecular changes. Characteristic changes of oligodendroglioma include; 1p/19q
codeletion, IDH, CIC, FUBP1, and NOTCH1 gene mutations. TERT gene promoter
mutations, chromosome 7 and/or 10p heterozygosity, and EGFR mutations are the
primary molecular markers for grade-4 IDH-wild type glioblastomas. Moreover, the
importance of epigenetic changes in classification has been emphasized in 2021. This
study aimed to analyze somatic variations in high- and low-grade glial tumors in the
Turkish population by utilizing next-generation sequencing (NGS)-based targeted solid
tumor panels. Sanger sequencing is performed for the hotspot mutation included region
of the CIC gene, which was absent in this panel, in oligodendrogliomas. Methylation
analyses were implemented by methylation-specific real-time PCR on the MGMT gene
promoter region. Quantitative RT-PCR technique was used to analyze the gene
expression of ATRX and NF1 genes in brain tumor tissue and peripheral blood samples
of patients. In this regard, our results showed no significant difference between ATRX
and NF1 gene expressions between glial tumor subgroups. A novel deletion
(p.W238del) was detected in the CIC gene of an oligodendroglioma-diagnosed patient.
Patients with glial tumors who carried the variant (p.Pro291fs) in the HNF1A gene
detected by NGS analysis showed significantly higher survival rates (p = 0.022). NGS
analysis revealed glial tumor-associated pathogenic variants in IDH1, TERT, BRAF,
EGFR, PTPN11, PTEN, and TP53 genes. Moreover, genetic variants of uncertain
clinical significance (VUS) were found in FBXW7, PIK3CA, and VHL genes, and our
study suggests that these VUS variants and their association with glial tumors need
further investigation.

Key Words: Glial tumor, Glioblastoma, Methylation, Next Generation Sequencing,
Cancer Panel
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1. GIRIS VE AMAC

Glial tiimorler malign primer beyin tiimorlerinin %80’ini olusturan; Merkezi
Sinir Sistemi (MSS) tiimérlerinin alt siifidir ve “Diinya Saglik Orgiitii” (DSO)
tarafindan belirlenen kriterlere gore simmiflanmakta ve derecelendirilmektedir. 2021
yilinda giincellenen siiflama kriterleri ile daha 6nce 2016 yilinda histopatalojik
belirteglerin yaninda entegre edilmis olan molekiiler degisimler genisletilmis ve

epigenetik degisimlerin de 6nemi vurgulanmistir.

Her yil kanser kaynakli 6liimlerin %3’{inli olusturan beyin, MSS tiimdrlerinin
kotii prognoza sahip glioblastoma alt sinifi 5 yillik sag kalimi yaklasik %5 olmaktadir.
Bu nedenle glial tiimorlerin olusum mekanizmasinin aydinlatilmasi, bilinen molekiiler
degisimlere kars1 tedavi gelistirilmesi, yeni pronostik Oneme sahip genetik

varyasyonlarin tanimlanmasi hastaligin anlasilmasi agisindan ¢ok énemlidir.

Molekiiler degisikliklerin hepsinin incelenebilmesi gelisen ve ilerleyen teknoloji
olan yeni nesil dizileme (YND) temelli calismalarda daha kapsamli ortaya konmaktadir.
YND ile hedefli gen panelleri giinlimiizde kanser tanisi i¢in kullanilmaktadir. Glial
timorler i¢cin de somatik varyantlar1 belirlemek icin birkag tane gen paneli uygulanmis
olup yiiksek veri ¢iktilar1 hastaligin prognozunun anlasilmasi i¢in 6nemlidir. YND ile
hedeflenen genlerdeki tiim molekiiler degisiklikler (“Tek niikleotit degisimi”-“SNV”,
“Eklenme/kayip mutasyonu”-“indel”, “Kopya sayl1sl degisimi”-“CNV”)
bulunabilmektedir. Bu sebeple yeni nesil dizileme multigenetik hastaliklarin

arastirilmasinda daha avantajhdir.

Glial tiimorlerdeki genetik degisimler smiflama kriterlerine eklense de bircok
tilke gibi Tiirkiye’de de rutin tanida kullanilmamaktadir. YND ile glial tlimorlii hastalar
icin genetik degisimler belirlenerek molekiiler alt siniflama yapilmasi ve MGMT geni
metilasyon durumunun bilinmesi tedavi se¢imi ve tedaviye cevabi daha 1yi 6ngdérmeyi
saglayacagi gibi biyobelirteglerin  0neminin daha 1iyi anlasilmasina katkida

bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda yiiksek ve disiik evreli glial tiimorlerde molekiiler
degisimler arastirilarak gliomalarin siiflamasinda kullanilan genetik degisiklikleri

iceren genler YND ile solid tiimor gen panelinde analizi yapilmistir. 2021 yilinda



giincellenen genetik degisimler belirlenerek molekiiler siniflama yapilabilirligi, tan1 i¢in
genetik degisimlerin gosterilebilirligi ortaya konmaya c¢alisilmistir. Ayrica gliomada
klinik 6nemi tam olarak bilinmeyen genlerin hasta grubumuzda prognostik 6nemi
degerlendirilmistir. Bu calismada yeni molekiiler belirteclerin saptanmasi ile glial
tiimorlerin daha iyi siniflandirilmasina ve prognozun iyilestirilmesine katkida bulunmak

amagclanmaktadir.

Tez c¢alismamizin hedefleri; belirlenen kriterler dogrultusunda Tiirk
popiilasyonundaki somatik mutasyonlar solid tiimér paneli ile analiz edilerek panelde
bulunan patojenik varyant grubundaki varyasyonlarin prognostik Onemleri
degerlendirilmistir. Ayrica gen panelinde bulunmayan, IDH mutant difliz gliomalarin alt
smiflamasinda kullanilan ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon degisimleri es zamanli
kantitatif PZR ile belirlenerek astrositoma, oligodendroglioma ve glioblastomanin
genetik  degisimlerindeki  farkliliklar1  belirlenmistir.  Glial tiimorlerde DNA
metilasyonun 6nemini géstermek i¢in MGMT geni promoter bdlgesi metilasyon spesifik
PCR ile DNA metilasyon durumu analiz edilmistir. CIC geni solid timor gen panelinde
bulunmadig1 ancak oligodendriogliomada karakteristik molekiiler degisim igiren bir gen
oldugu igin sik goriilen mutasyonlar sanger dizileme ile analiz edilmistir ve diger

gliomalarda sikilig1 arastirilmigtir.

Sonug olarak hastalarda birliktelik gésteren mutasyonlar belirlenerek prognoz
tizerindeki etkisi degerlendirimistir ve glial tiimorlerin patogenezinin daha 1yi
anlasilmasma ve farkli tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katkida bulunmasi
amaglanmaktadir. Tani i¢in molekiiler yontemlerin yayginlagsmasi, yliksek ve diisiik

evreli tiimorlere 6zgili yeni molekiiler belirteclerin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tiimorleri, Glial tiimorler ve Epidemiyolojisi

Beyin tiimorleri, merkezi sinir sisteminin (MSS) en yaygin malign primer
intrakranial tiimorleridir (1). Diinya ¢apinda goriilen tiim kanserlerin %1.6’s1m
olusturan MSS tiimérleri i¢in 2020 yilinda belirlenen yeni vaka sayist 308.102 olarak
bildirilmistir (2). “Globocan 2020 Tiirkiye verilerine gére 2020 yilinda 233.834 yeni
kanser vakasmmin 6102 vakast MSS timorlerine aittir (2). 2020 yili Tiirkiye
istatistiklerine gore beyin tiimdrlerinin 6liim orani tiim kanser tiirlerinden 6liimiin %4
“inli olusturmaktadir (2). Tiirkiye’deki yeni kanser vakalarinda 12. sirada olan beyin
timorleri 6liim orani dikkate alindiginda 8. siraya yiikselmektedir (2). Glial tiimorler ise
primer beyin tiimoérlerinin %80’ini olusturan alt smifidir (3). Malignant beyin
timorlerinin -~ goriilme sikligi  diisik olsa da beyin tiimorlerinden 6zellikle
glioblastomada kotii prognoz goriilmekte ve yaklagik 15 aylik bir sagkalim
gozlenmektedir (2-4). MSS tiimoérlerinin dagilim oranlart Sekil 2-1’deki gibidir (5).
Goriilme oran1 %50 ile en yiiksek paya sahip glioblastomadir (5).

Malign Primer Beyin ve Diger Santral Sinir Sistemi
Tumorlerinin Dagilimi
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Sekil 2-1: MSS tiimérlerinin alt gruplarinin dagilim



Glial tiimorlerin alt siniflamasi iSe kanser hiicresinin koken aldig1 hiicreye gore
yapilmaktadir (11). Merkezi sinir sistemi glial hiicreleri; astrositler, oligodendrositler,
ependimal hiicreler ve mikroglialardir. Astrositomalar; uzanti ve baglantilari ile kan-
beyin bariyerini olusturan, toksik maddelerin kandan beyin dokusuna geg¢mesini
engelleyen astrosit hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Evre 2, 3 ve 4 glial tiimorleri; diffiiz
astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastoma alt sinifi bu hiicrelerden koéken
almaktadir (Tablo 2.1) . Oligodendrogliomlar ise aksonlara miyelin kilif sararak elektrik
sinyalinin  daha verimli iletilmesine saglayan oligodendrosit hiicrelerinden

kaynaklanmakadir (12).

2.2. 2021 Diinya Saghk Orgiiti Mekezi Sinir Sistemi Tiimérleri Siniflama
Kriterleri

MSS tiimérleri DSO tarafindan belirlenen kriterlere gore smiflanmakta ve
derecelendirilmektedir (6-8). DSO, glial tiimérlerin de dahil oldugu MSS tiimérleri
smiflama kriterlerini 2021 yilinda giincellenmistir (8). Bu siniflama histoloji ve
immiinohistokimyasal teshise ek olarak entegre tani ve sirali raporlar1 vurgulamaktadir.
Sirali rapor yapisi; doku temelli histolojik ve molekiiler entegre tani, histolojik tani,
MSS DSO derecelendirmesi, molekiiler degisim bilgileri seklindedir (8). Bu giincelleme
ile daha once 2016 yilinda histopatalojik belirteclerin yaninda entegre edilmis olan
molekiiler degisimler genisletilmistir ve epigenetik degisimlerin  de Onemi
vurgulanmaktadir (7-10). 2021 siniflamasinda glial timorler, yetiskin ve pediatrik tip
difiz gliomalar olarak ayrilmaktadir. Yetigkin tip difiiz gliomalar, “izositrat
dehidrogenez geni” (IDH) mutasyonuna sahip astrositoma, oligodendroglioma ve IDH
mutant olmayan glioblastoma alt siifin1 icermektedir (Tablo 2-1) (8). 2021 DSO
simiflama kriterlerinde ayrica her taksonomik kategorideki spesifik molekiiler
degisiklikler belirtilmektedir (8).

Glial tiimorlerin klinik patolojide siniflamasi i¢in mitotik indeks, vaskiiler
endotelyal proliferasyon (VEP) ve immiinohistokimyasal yontemlerle saptanan IDH1, a
talasemi/mental retardasyon sendromu X'e bagli (ATRX), tiimor protein p53 (TPS53),
oligodendrosit transkripsiyon faktorii 2 (Olig2), glial fibriler asidik protein (GFAP) ve
proliferasyon indeksi i¢in Ki67 belirtegleri kullanilmakdir (66, 67). Ki-67 antikoru,
timor hiicrelerindeki prolifere hiicreleri gosterir ve bir¢ok kanserde oldugu gibi glial

timorlerde de prognostik belirte¢ olarak kullanilabilmektedir (68). Olig2 glial



hiicrelerden kokenli yaygin primer beyin tlimdrlerinin belirteci olarak kullanilmaktadir
(69). GFAP ise glial neoplastik hiicreler ve iyi huylu astrositom hiicrelerde giivenilir
immiinohistokimyasal belirte¢ olarak degerlendirilmektedir (70). Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii (VEGF), glial hiicrelerde fizyolojik ve patolojik anjiogenezde 6nemli
rol oynamaktadir ve VEP i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (71).

Tablo 2-1: Gliomalarin derecelendirilmesi (8)

Yetiskin tipi difiiz gliomalar
1.1 Astrositom, IDH-mutant Evre 2,3,4

1.2 Oligodendroglioma, IDH mutanti ve 1p/19q kodelesyon | Evre 2, 3

1.3 Glioblastoma, IDH-mutant olmayan Evre 4

Sinurli astrositik gliomalar

2.1 Pleomorfik ksantoastrositom Evre 2,3

2.2.1. Astrositom, IDH-mutant

Astrositik hiicrelerden kaynaklanan; normal hiicreler ve tiimor hiicreleri
arasindaki net smirlart koruyan veya infiltratif olabilen beyin timorlerininin en
yaygimidir (14). Yetiskin tip difiiz gliomalardan IDH mutant astrositomanin alt tipleri
diffiiz/anaplastik astrositoma ve glioblastomadir. Bu gliomalarin derecelendirmesi 2, 3
veya 4 olabilmektedir (8). Diisiik dereceler ¢ocuklarda yayginken, yiiksek dereceler
geng erigkinlerde ve yash hastalarda yaygindir (14). IDH1, IDH2, ATRX, TP53,
CDKN2A/B gen mutasyonlart karakteristik degisimlerdir (8, 16-18).

Evre 2, anaplastik histolojik 0Ozellikler gostermeyen IDH1/IDH2 gen
mutasyonuna sahip diffiiz infiltratif bir astrositik gliomadir. Mitotik aktivite distiktiir
veya saptanmamaktadir. Evre 3 ise, fokal veya daginik anaplazi sergileyen ve onemli
mitotik aktivitesi olan, IDH1 veya IDH2 mutasyonuna sahip diffiiz infiltratif bir
astrositik gliomadir. Ayrica mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ve CDKNZ2A/B

homozigot delesyonlari bulunmamaktadir (14).

Evre 4, glioblastoma IDH mutant olarak da bilinmektedir ve IDH1/IDH2 gen
mutasyonunlarmin yaninda mikrovaskiiler proliferasyon veya nekroz veya CDKN2A/B

homozigot delesyonu igeren diffiiz infiltratif bir astrositik gliomadir. Nadir alt sif



olarak “Pleomorfik Ksantoastrositom” ise biiyiik lipid i¢eren hiicrelere sahiptir ve
malign tiimorleri taklit edebilmektedir (14, 15).

2.2.2. Oligodendroglioma

Oligodendrosit hiicrelerden koken alan kanser hiicrelerindeki karakteristik
molekiiler degisimler; IDH mutasyon varligina ek olarak 1p/19q kodelesyonu, CIC,
FUBP1, NOTCH1l gen mutasyonlaridir (8,16-18). Difliz gliomalara gore
oligodendrogliomalar daha nadir (%5) goriilmektedir. Evre 2 ve 3 olabilmektedir (8).
(Tablo 2-1)

2.2.3. Glioblastoma, IDH-yabanil tip

Beyin tiimorleri arasinda en sik goriilen ve en kotii prognoza sahip alt timor
tipidir. Glioblastoma daha onceki siniflama kriterlerinde IDH mutant ve yabanil tip
olarak ayrilmakta iken 2021 siniflamasi ile IDH mutant glioblastoma astrositomalarin
alt sinifi olmaktadir. Buna kars1 glioblastoma IDH- yabanil tip (IDH mutant olmayan)

difiiz gliomalarin alt siifidir.

IDH mutant olmayan glioblastomalar i¢in ana molekiiler belirtecler; EGFR
mutasyonlari, kromozom 7 ve/veya 10p heterozigotluk kaybi ve TERT geni promoter

mutasyon durumudur (8,18).

2.3. Gliomalarda Bulunan Karakeristik Genetik Degisimler

Kanser hiicrelerinde olusan somatik mutasyonlarin tanimlanmas1 ve karakterize
edilmesi kanserin molekiiler temellerini anlamamiz agisindan ¢ok 6nemlidir (19). 2021
glial tiimorler igin belirtilen karakteristik molekiiler degisimler Tablo 2-2’de

Ozetlenmistir (8).

Tablo 2-2: Glial tiimérlerin karakteristik genetik degisimleri

Timor Alttipi Karakteristik Genetik/Molekiiler Degisimler

Astrositoma, IDH-mutant IDH1, IDH2, ATRX, TP53, CDKN2A/B

Oligodendroglioma, IDH-mutant ve IDH1, IDH2,
1p/19g-kodelesyon 1p/19q, TERT promoter, CIC, FUBP1, NOTCH1

IDH-mutant olmayan, TERT promotoér, 7/10

Glioblastoma, IDH-mutant olmayan kromozom, EGFR




Tiimor Alttipi Karakteristik Genetik/Molekiiler Degisimler
Difiiz Astrositoma,, MYB-

veya MYBL1 MYB, MYBL1

Difiz diisiik evre glioma, MAPK FGFRL, BRAF

pathway-altered

Difiiz midline glioma, H3 K27 H3 K27, TP53, ACVR1, PDGFRA, EGFR, EZHIP
Pleomorfik ksantoastrositoma BRAF, CDKN2A/B

2.3.1. IDH1/IDH2 Mutasyonlari

IDH geni, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) olusumunu igeren
bir oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu yoluyla “o-Ketoglutarat” (o-KG) olusumunu
katalize eden bir NAD(P)+ bagimli izositrat dehidrojenazi enzimini kodlar (20) (Sekil
2-2).

Ug izoformu bulunan IDH enzimleri, Krebs déngiisii, glutamin metabolizmasi,
lipogenez ve redoks regiilasyonu gibi birkag ana metabolik siirece rol alan temel
enzimlerdir. IDH1, sitoplazmada ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3
mitokondriyal matriste bulunmaktadir (20-22).

IDH1 geninde bulunan kanserle iligkili mutasyonlar, izositratin taninmasi igin
cok Onemli olan arginin kalintisinda lokalize olma egilimindedir (IDH1 ig¢in R132,
IDH2 igin R140 veya R172). IDH1 genindeki yanlis anlamli mutasyonlar sebebiyle
enzim, NADPH igin yiiksek afinite gdsterirken izositrat i¢in diigiik afinite sergiler (21,
22). IDH genindeki heterozigot mutasyonlar timor hiicrelerinde, IDH dimerlerinin ana
formlarinin, yabanil tip IDH1'in bir versiyonunu ve R132H mutasyonlu bir versiyonunu
iceren heterodimerler oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle, IDH mutant hiicrelerde,
dimerin IDH1 yabanil tip bileseni, NADPH iiretmek icin izositrati a-KG'ye
dontistiirtirken, dimerin mutant kismi neomorfik aktivite sergileyerek NADPH'ye
bagimli bir sekilde a-KG'yi D-2-hidroksiglutarat'a (D-2-HG) dontistirmektedir (21, 22)
(Sekil 2-2).




yabanil tip/yabanil tip yabanil tip/R132H R132H/R132H

izositrat —> q.KG a-KG =——> D-2-HG inaktif

Sekil 2-2: IDH1/2 genlerinin yabamil tip ve mutant durumlarindaki fonksiyonlar:
(0-KG: alfa ketoglutarat, D-2-HG: D-2-hidroksiglutarat)
Onkometabolit olarak D-2 HG glial tiimorli hastalarin beyin hiicrelerinde
birikimi ile gliomagenezin ilerlemesine neden olabilmektedir (20-22). D-2-HG, DNA
metilasyonunun yani sira, lizin spesifik demetilaz (KDM) gibi histon demetilazlar

inhibe ederek histon metilasyonunu da arttirmaktadir (20, 22).

Difiiz gliomalarin genetik olarak siniflamasinda ana biyobelirte¢ olarak IDH
mutasyon durumu degerlendirilmektedir (8). Astrositomalarda, oligodendrogliomalarda

yaygin olarak bulunmaktadir (8).

2.3.2. TERT Mutasyonlari

“Telomeraz revers transkriptaz” (TERT) enzimi kromozomlarin uglarinda
bulunan telomer bolgelerine kendi RNA dizisini kullanarak niikleotid eklemektedir
(23). Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zelligi, telomerazin siirekli ifadesi ile telomer
uzunlugunu koruyarak veya telomerazin yoklugunda, alternatif bir telomer uzatma

(ALT) mekanizmasiyla siirekli boliinme yetenegi kazanmasidir (23).

Glioma ve diger timorlerde TERT geni promotor bolgesindeki mutasyonlarin
telomeraz aktivitesinin artmasina yol agtig1 gosterilmektedir (23). Telomerazin katalitik
bir alt birimi olan TERT'in promotdr bolgesindeki C228T ve C250T mutasyonlari
telomeraz aktivasyonu i¢in gerekli olan TERT geninin ekpresyonunu arttirmaktadir (24).
Yetigkin gliomalarda yaygin olan bu mutasyonlar Siniflama i¢in genetik belirte¢ olarak

kullanilmaktadir (8, 24).



Oligodendrogliomalar ve IDH-mutant olmayan glioblastomalarda bu mutasyon
bulunabilmektedir. TERT geni promotér mutasyonu MSS tiimorleri igin prognostik
degerinin yaninda IDH1, ATRX, TP53 gen mutasyonlari ile de iligkilidir (27).

2.3.3. ATRX Mutasyonlari

“a talasemi/mental retardasyon sendromu X'e bagli” (ATRX) geni beyin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. DNA rekombinasyonu, onarimi ve
transkripsiyonel diizenleme gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda yer alan niikleoproteinin
eksikliginde nadir bir hastalik olan ATR-X sendromu goriilmektedir (23, 25). ATRX
proteinleri kromatin yeniden modelleme proteinlerinden SWI/SNF helikaz ailesinin bir
tiyesidir ve yiiksek oranda korunmus iki bolge icermektedir. Bunlardan ATRX-DNMT3-
DNMT3L (ADD) bolgesi, Histon 3 lizin 9 bolgesi tri-metilasyonu (H3K9me3) ile
degistirilmis kromatine baglanir ve onu diizenler; diger bir SWI/SNF korunmus bdlgesi

ise, ATRX'in kromatini yeniden modelleme gorevi igin ATP'yi kullanmaktadir (25).

ATRX gen mutasyonu, tiimor hiicrelerinde ATRX ekspresyonunun kaybina yol
acmaktadir. Farkli timor tiplerinde, ALT (Alternative lengthening of telomeres-
Telomerlerin alternatif olarak uzatilmasi) aktivasyonu, ATP bagimli helikaz ATRX'in
veya onunla etkilesimdeki histon H3.3 fonksiyon kaybi ile iliskili olmaktadir (23).
TERT promotdr mutasyonlarina benzer sekilde, ATRX mutasyonlari da TP53 geni
mutasyonlariyla iliskilidir (23). ATRX mutasyonu astrositomlar i¢in spesifik bir belirteg
olmakla birlikte oligodendrogliomalarda bulunmamaktadir (26, 28, 29). Rutin tanida
ATRX kayb1 immiinohistokimyasal olarak belirlenebilmektedir (28, 29).

2.3.4. CIC Mutasyonlar:

Oligodendrogliomalarin ~ karakteristik ~ degisimlerinden  biri 1p/19q
kodelesyonudur (8). “Capicua transkripsiyonel baskilayici” (CIC) geni mutasyonlari
19g9’da  bulunan bir gendir ve CIC mutasyonlart 1p/19q kaybi olan
oligodendrogliomalarda %50-70 oraninda bulundugu belirlenmistir (30). 1p/19q
kodelesyonu gibi CIC geni oligodendrogliomlarin siniflamasinda kullanilmaktadir (8).
Oligodendrogliomalarda belirlenen en sik CIC geni mutasyonlari yanlis anlamli ve
delesyonlart igeren degisimlerdir (30). Oligodendrogliomalarda CIC:p.R215W
mutasyonu, CIC proteini fonksiyon kaybina yol agan yaygin bir mutasyondur (65).



2.3.5. EFGR Mutasyonlar

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) proliferasyonu indiikler ve birgok
hiicre tipinde hiicresel biiylimeyi tesvik eden zarda lokalize olan bir reseptordiir. erb-b2
reseptOrii tirozin kinaz ailesinin bir tiyesi olan EGFR geninin amplifikasyonu veya

mutasyonlari ¢esitli kanserlerde siklikla bulunmaktadir (31).

Glioblastomada EGFR gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu, karakteristik
genetik degisim olarak goriilmekte ancak diisiik dereceli gliomalarda nadir
goriilmektedir (31). Glioblastoma patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Artan
EGFR ekspresyonu, kanser hiicreleri i¢in hayatta kalma, hiicrelerin proliferasyonu,
invaziv olma ve tedaviye diren¢ gibi timor biyolojisinin birgok yOniinii
etkileyebilmektedir (31). EGFR, PISK/AKT, RAS/MAPK ve JAK2/STAT gibi bir¢ok
hiicresl sinyal yolunu ile baglantilidir ve bu yollar1 diizenleyebilmektedir. EGFR, Sekil

2-3'te gosterildigi gibi, ¢esitli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde yer almaktadir (32).
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2.3.6. BRAF Mutasyonlari

B-Raf, biiylime sinyali iletiminde anahtar rol oynayan bir serin/treonin-protein
kinazdir ve protoonkogen sinifindadir. B-Raf, mitojenle aktive olan protein kinazi
(MAPK) hiicre disi sinyalle diizenlenen kinaz sinyal yolunu diizenlemede anahtar
proteinlerden biridir (33). BRAF V600E mutasyonunun diisiikk dereceli gliomalarda
yiiksek bir insidansa sahip oldugu gosterilmistir, gliomalarin siniflandirilmasinda ve

prognozunda 6nemli bir rol oynamaktadir (8, 33, 34)



2.3.7. TP53 Mutasyonlari

En ¢ok bilinen tiimor siipresdr gen TP53, bir transkripsiyon faktoriidiir. Hiicrede
stres sinyallerini entegre eder ve hasarli hiicrelerin ¢ogalmasini 6nlemek i¢in hiicre
dongiisii durmasini, yaslanmayir ve apoptozu yoOnlendirmektedir. Ayrica hiicresel
homeostazin korunmasinda merkezi bir rol oynamaktadir; hiicre ¢ogalmasini, hayatta

kalmasini, genom biitiinliigiinii ve diger islevlerini kontrol eden diizenleyicidir (35).

Gliomalarin heterojen genetik alt yapisinda TP53 gen mutasyonlar1 da siklikla
goriilmektedir (36,37). Bu mutasyonlar genellikle DNA baglanma bolgesindeki yanlig
anlamli mutasyonlardir (35). TP53 mutasyonlar1 glioblastomanin ilerlemesine neden
oldugu vyapilan calismalarla gosterilmistir (35). CDKN2A gen mutasyonlari
Glioblastomada p53 yolu ile iligkilendirilmistir (35). Ayrica glioblastomada MDM2 ve
MDM4 genlerinin amplifikasyonu ve p53'ii negatif olarak diizenlemektedir (35).

2.3.8. Diger Genetik Degisimler

“Norofibromatozis tip 1”7 (NF1) geni, timdr baskilayici olarak Ras yolunu
inaktive etmektedir (38). NF1 geni norofibromini kodlar ve MSS hiicrelerinden
noronlarda, Schwann hiicrelerinde ve astrositomalarda eksprese edilmektedir.
Fonksiyon kaybi mutasyonlar ile norofibromindeki azalma, merkezi ve periferik sinir
sistemindeki tiimorlere yatkinlik olusturmaktadir (38). Kanser veritabanlarindaki
bilgilere gore Glioblastoma hastalariin yaklagik %13-14'tinde NF1 mutasyonu
bulunmaktadir. Bu patojenik varyantlarin ¢ogu (%78) ¢erceve kaymasi, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) degisimleridir (39). NF1 fonksiyon kaybi, kotii prognoza sahip

glioblastomanin tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (39).

“Siklin bagimli kinaz inhibitoérii 2A” (CDKN2A- “cyclin dependent kinase
inhibitor 2A”) geni hiicre dongiisii diizenleyici olarak rol alan p16 (INK4) ve p14 (ARK)
proteinleri kodlar (40). Timor siipresér gen olan CDKN2A/B geninin IDH-mutant
gliomadaki homozigot delesyonu gliomada kotii prognozun bir belirteci olarak
tanimlanmaktadir (41, 42). CDKN2A geni hiicre dongiisiindeki TP53 ve RB1 genlerinin
de aktivasyonunu diizenlemekte ve p53 aracili hiicre dongiisli durmasini veya apoptozu

tetiklemektedir (41).

“Platelet tiirevli bliyiime faktorii reseptorii, alpha” (PDGFRA) geni reseptor
tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir. PDGFRA proteini sinyal yollari, hiicre biiyiimesi,

bolinmesi ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi birgok 6nemli hiicresel siireci kontrol



etmektedir. PDGFRA, glioblastomada EGFR'den sonra ikinci en sik mutasyona ugramis
tirozin kinaz reseptorii kodlayan gendir ve oligodendrosit farklilasmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir (43). PDGFRA amplifikasyonunun IDH mutant olmayan
glioblastomada kotii prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur (43).

“Fosfataz ve tensin homologu” (PTEN), hiicre proliferasyonu, adezyon ve
invazyon, apoptoz ve DNA hasar onariminda 6nemli rol oynayan bir tiimor baskilayici
gendir (44). PTEN mutasyonlar1 gliomalarin %60’ mda bulunmakta ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmektedir (44, 45). Ayrica glioblastomada, PI3K/Akt/mTOR sinyali,
reseptor tirozin kinaz asir1 aktivitesi, mutasyona ugramis onkojenik PI3K alt birimleri

ve/veya PTEN tiimor baskilayicinin kaybi ile siklikla artmaktadir (46).

Glial tiimorler oldukga heterojen bir genetik altyapiya sahip tiimorlerdir. Bu
genetik degisimlerin belirlenmesi hem molekiiler alt siniflama i¢in dnemli olmakta hem

de tedavi gelistirme siireclerinde 6nemli rol oynamaktadir (46).

2.4. Glial tiimérlerde DNA Metilasyonu

Epigenetik olarak gen ekspresyonu diizenlemesinin bir yolu DNA'nin
metilasyonu araciligi ile olmaktadir (47). DNA metilasyon mekanizmasi, bir metil
grubunun metiltransferaz enzimleriyle bir sitozin-fosfat-guanin (CpG) diniikleotidinde,
sitozin halkasinin 5' pozisyonuna kovalent baglanmasi sonucunda 5-metilsitozin
olugsmaktadir (48). Normal hiicresel siiregte, DNA metilasyonu genom biitinligiiniin
korunmasi, dokuya 6zgii genlerin baskilanmasi, genomik damgalama ile alelik ifadenin
olugmasi ve disilerde X kromozomunun bir kopyasmin etkisizlestirilmesi i¢in hayati
onem tagimaktadir (49). DNA metilasyonunun diizensizligi, timor baskilayicilarin
susturulmasina veya onkogenlerin ekspresyonuna yol acarak kanserler dahil bir¢ok
hastalik gelisimine sebep olabilmektedir (47).

2021 DSO smiflamasinda 6nemi belirtilen DNA metilasyon profilinin
kullanilmas1 glial tiimorleri de kapsayan MSS tiimdrlerinin Karakterizasyonu ve alt
smiflamasi igin oldukga giiglii bir aragtir (8, 50). Gliomalarda, DNA metilasyonundaki
degisiklikler en sik IDH mutasyonu tarafindan tetiklenmektedir (51). IDH mutasyonlart,
2-HG onkometabolit iiretimi ile histon ve DNA demetilazlarin aktivitesini inhibe
etmekte ve DNA/histonlarin hipermetilasyonuna neden olmaktadir (52). Ayrica ATRX
geninin ekspresyon kaybi ile kromozomlarin uglarinda degisen DNA metilasyon profili

iligkilendirilmektedir (51).



2.4.1. MGMT Geni Metilasyonu

DNA onarim enzimi “O6-metilguanin-DNA metiltransferaz” (MGMT) geni
promotoriiniin metilasyonu, glioblastoma hastalarinda olumlu bir prognostik faktordiir
(53-55). Gliomalarin  %40''nda MGMT  promotoriinin  metilasyonu, genin
transkripsiyonel baskilanmasina ve kanser hiicrelerini alkilleyici maddelere karsi
duyarli hale getirmektedir. Radyoterapi ve eszamanli adjuvan temozolomid ile tedavi
edilen MGMT promoter metilasyonuna sahip glioblastoma hastalarinda 6nemli 6lgiide
daha uzun hayatta kalma ile iliskili oldugu bildirilmektedir (54). MGMT promotor
metilasyonu, glial timorli hastalarda onemli bir molekiiler belirte¢ olarak Klinikte

tedaviyi etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir (56).

2.5. Glial Tiimérlerde Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (YND), dizileme teknolojileri alaninda 2007 yilinda yilin
teknigi olarak secilmesiyle birlikte hizla yayginlagsmaya baslamistir (57). Genetik
hastaliklar, kanser arastirmalar1 gibi klinik uygulamalar1 olan bir¢cok alanda uygulanan
bu teknik hizli ve yiiksek veri ¢iktilar1 ile 6zellikle tip alaninda ¢ok 6nemlidir. DNA
temelli YND’nin ¢alisma prensibi; DNA’nin enzimatik olarak kesilerek ¢ok sayida
kiiglik pargaya ayrilarak bir kiitiiphane olusturulmasi ve kiitiiphaneyi olusturan DNA
pargalarinin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Elde edilen bu amplikonlarin paralel olarak
dizilenmesi es zamanli gergekleserek genomdaki her bazin birden ¢ok kez okunmasi ve
varyasyonlarin tespiti daha dogru yapilmaktadir. Barkod yontemi ile DNA’nin hangi
ornege ait oldugu giivenli bir sekilde takip edilebilmektedir (58, 59).

Glial timorler gibi hetrojen bir genetik altyapiya sahip tiimorlerde molekiiler
degisimlerin es zamanli degerelendirmesi hem siniflama agisindan hem de tedavi se¢imi
acisindan ¢ok 6nemli olmaktadir (46). YND, DNA temelli ve hedefe yonelik genetik
degisimlerin gosterilmesiyle spesifik molekiiler biyobelirtecleri ve klinikte tedaviye yon
veren oOnemli sonuglari ortaya cikarmaktadir (60). Tanisal testleri birlestiren ve
eszamanlt tek niikleotid wvaryanti (SNP), ekleme/silinme (InDel), kopya sayisi
varyasyonu (CNV) dahil olmak iizere ¢ok gesitli molekiiler degisiklikleri tespit ederek
verimli ve uygun maliyetli bir molekiiler platform olarak yeni nesil dizileme testi bir¢ok

avantaj saglamaktadir (61-63).



2.5.1. Hedefli Gen Panelleri

YND temelli uygulamalar ¢ok cesitli olabilmektedir. DNA temelli olanlar tiim
genom dizileme, tim ekzom, klinik ekzom dizileme veya hedefli gen panelleri
olabilmektedir (57, 59). Kanser iliskili hedeflenilen genlerin dizilenmesi, spesifik olarak

hedefe yonelik bir analiz gerceklestirilmesini saglamaktadir (59).

Glial tiimorlerin arastirtlmasi igin farkli YND tabanli yaklasimlar daha once
tanimlanmis olup, genetik degisikliklerin tanimlanmasinin tanida oldukga faydali

oldugu vurgulanmistir (61-63).

Klinik uygulamada hedefli gen paneli, ekzom dizileme gibi daha yiiksek veri
ciktist saglayan YND temelli dizileme gesitlerine gore daha avantajli olmaktadir.
Dizileme sonrasi analiz ve maliyet géz 6niine alindiginda klinikte pratik uygulama alani
hedefli gen panelleri i¢in daha avantajli olmaktadir. Ayrica hedefli genlere veya gen
bolgelerine odaklanmak, ekzom dizilemeden ¢ok daha yiiksek bir derinlikte dizilemeye

olanak saglamaktadir (65).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hasta Gruplarinin Olusturulmasi

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri Beyin ve Sinir
Cerrahisi Anabilim Dali’na 2020-2022 yillar1 arasinda bagvuran 18-80 yas araligindaki glial
tiimor 6n tanisi olan, goniillii onam formunu imzalayan 16 hastadan operasyon esnasinda
~50 mg beyin timor dokusu ve 10 ml kan alinmistir. Bu tez ¢alismasi i¢in ‘Bezmialem
Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” onay:r alinmustir (Tarih ve Sayt:
17.05.2021-E.16314). Olgularin %45’ini (n=7) kadmn, %55’ini (n=9) erkek olgular
olusturmaktadir. Bu olgular iginde dort hasta Evre 2, oniki hasta Evre 4 olarak

belirlenmistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar ve Tampon ve Cozeltiler
“6X DNA Loading Dye” (Thermo Fisher)

“Agaroz” (Sigma)

“DNA Marker” (Thermo Fisher)

“DNA HS Qubit Reagent”

“dNTP” (Thermo Fisher)

“Etidyum Bromiir” (Thermo Fisher)

“GEY’s Soliisyonu” (NH4Cl (Amonyum Klorid), KHCOz (potasyum hidrojen karbonat))
“Kapa Ampure Bead”

“Kloroform” (Merck)

“NaOH” (1 N) (Sigma)

“PBS” 1X (Wisent Multicell)

Primerler (Sentebiolab)

“RNase-free” su

“Tris-HCI”



“Tag DNA Polimeraz ve PZR buffer” (Thermo Fisher)

“Trizol” (TriReagent Sigma BD)

3.1.3. Kullanilan Kitler
“Archer Variant Plex Solid Tumor panel kiti”

“cDNA Sentez Kiti” (Thermo Fisher, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with

Rnase Inhibitor)

“DNA Izolasyon kiti” (Invitrogen PureLink Genomic DNA Kiti)
“EpiTect Bisulfite Kits” (QIAGEN)

“SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit” (Bioline, BIO-98020)

“NextSeq Midoutput 300 Cycle Reagent Kit”

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi -80 °C (Thermo Scientific) Buzdolab1 +4 °C/-20 °C (Beko)
PZR Cihaz (Eppendorf, Techne 412, BioRad)

Vorteks (Stuart)

Laminar Akisli Steril Kabin (Nuanre)

Isitic1 block (Techne)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Pipet Seti 0,2-2, 2-20, 20-100, 100-1000 (Gilson, Ependorf)
Real Time PZR Cihazi (Light Cycler 480-11, Roche)
Santrifiij (Hettich, Allegra X22)

Distile Su Cihaz1 (Milipore)

Buz Makinas1 (Cornelius)

Hassas Terazi (Kern)

Illumina Nextseq 550



3.2. Yontem

Calismamizda Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri
Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali’na 16 hastadan operasyon esnasinda alinan ~50
mg timér dokusu ve 10 ml kan &rnegi kullanildi. Ornekler istanbul Universitesi Aziz
Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii Genetik Anabilim Dali’na transfer edilerek
DNA ve RNA izolasyonu i¢in uygun sartlarda saklandi. Calismaya dahil edilen dort
hasta diisiik evreli, on iki hasta yiiksek evreli olarak belirlendi.

Timor 6rnekleri kiiglik pargalara ayrilarak DNA izolasyonu i¢in -20°C’de, RNA
izolasyonu igin trizol iginde homojenize edilerek -80°C’de kodlanarak muhafaza edildi.
Periferik kan ornekleri, 10mL’lik EDTA’l tiipe alinarak Gey’s soliisyonu protokoliine
gore 16kosit izolasyonu yapildi. Elde edilen hiicreler kodlanarak DNA izolasyonu ig¢in -
20°C’de, RNA izolasyonu i¢in trizol iginde homojenize edilerek -80°C’de muhafaza
edildi. Yeterli hasta sayisina ulasildiginda “DNA izolasyon kiti” (Invitrogen) ile DNA
izolasyonu yapildi. DNA konsantrasyon ve kalite degerleri oncelikle Nanodrop ile
belirlendi. Yeni nesil dizilemede kullanilacagi i¢in Qubit ile daha hassas DNA
konsantrasyon tayini yapildu.

Oligodendroglimalarda karakteristik degisim gosteren CIC geninde sik rastlanan
mutasyonun (R215W/Q) incelenmesi igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
gerceklestirildi. PZR iiriinleri jel elektroforezi ile yiiriitiildii ve UV 1s1k altinda jel
goriintlisli alindiktan sonra Sanger dizileme yapildi.

Metilasyon analizi i¢in tiimoér dokusundan elde edilen DNA’larin bir kismi
bisiilfit ile muamele edildikten sonra MGMT promotor bolge metilasyon analizi igin
metilasyon spesifik gergek zamanli PZR yapildi. Kalan DNA o6rnekleri yeni nesil
dizileme kiitiiphane hazirligi ig¢in +4°C’de muhafaza edildi.

Timor dokulart ve kan 6rneklerinden RNA izolasyonu Trizol protokoliine gore
yapildi. RNA 6rneklerinin konsantrasyonlart Nanodrop ile belirlendi. Elde edilen RNA
orneklerden ters transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi yapildi. ATRX ve NF1 genlerinin
ekspresyon analizi gercek zamanli kantitatif PZR (QRT-PZR) ile yapildi.

Kalitesi belirlenen DNA’lardan yeni nesil dizileme igin Kiitiiphane hazirlig
“Archer variant plex solid timdr gen paneli kiti” ile yapildi. Kiitiiphane kalitesi “Qubit”
ile belirlendikten sonra “Illumina Nextseq 550 cihazinda dizilendi. Elde edilen “SNV”,

“CNV” verileri Archer platformu ile analiz edildi. Tespit edilen varyantlar ile



metilasyon, ekspresyon ve sanger dizileme verilerinin istatistiksel analizi

gergeklestirildi.

3.2.1. Periferik Kan Orneklerinden Lokosit Hiicrelerin izolasyonu

EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinin 2 kati kadar GEY’s soliisyonu 50
mL’lik faklonda kan iizerine eklendi. 15 dakikalik +4°C’de inkiibasyon sonrast 1500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 {ist siv1 atildi; pellet, falkona elle
vurularak ¢ozdirildiikten sonra kan miktar1 kadar GEY’s soliisyonu eklendi. Ayni
kosullardaki santrifiij tekrarlandi. Santrifiij sonsari {ist sivi atild1 ve pellet ¢ozdiirtilerek

DNA ve RNA izolasyonlari i¢in uygun kosullarda saklandi.

3.2.2. DNA izolasyonu

3.2.2.1. Periferik Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Kan orneklerinden elde edilen hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra “genomik DNA
izolasyon kiti” (“Invitrogen Purelink”) protokolii takip edildi. Protokole goére; 20 pL
“Proteinaz K” eklendi. 200 pL “Genomic Lysis/Binding Buffer” eklendi ve homojen bir
cozelti elde etmek igin pipetaj yapildi. 55°C'ye ayarlanan 1s1 blogunda 3 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra lizata 200 uL %96-100 etanol eklendi. Homojen bir
¢ozelti elde etmek igin 5 saniye ters diiz edildi. “PureLink spin kolonu” hazirlanarak
“Genomic Lysis/Binding” ile hazirlanan lizat (~640 pL) eklendi. Kolon 10.000 x g 'de 1
dakika oda sicakliginda santrifiij edildikten sonra toplama tiipii atild1 ve spin kolonu
temiz bir toplama tiipiine yerlestirilerek devam edildi.

DNA kolonunun yikama asamasi i¢in kolona 500 uL “wash buffer 1” eklendi,
oda sicakliginda 10.000 x g 'de 1 dakika santrifiij edildi. Sonra 500 pL “wash buffer 2”
eklendi ve maksimum hizda 3 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi ve toplama tiipii
atild.
Kolona tutunan DNA’y1 ayirmak i¢in; spin kolon steril bir 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine
yerlestirildi ve kolana 50 pL distile su eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildikten sonra maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. 1,5 mL mikrosantrifiij

tiiptinde saflagtirilmig genomik DNA’lar toplandi.

3.2.2.2. Tiimér Orneklerinden DNA izolsayonu
Tiimdr dokular1 ~25 mg olarak hassas terazide tartildi ve petri igerisinde bistiiri

yardimiyla parcalandiktan sonra satrifiij tiipiine alindi ve “DNA izolasyon Kiti”



(“Invitrogen Purelink™) protokolii takip edildi. Protokole gore; 20 uL “Proteinaz K”
eklendi. 200 uL “Genomic Lysis/Binding Buffer” ekledi ve homojen bir ¢ozelti elde
etmek i¢in pipetaj yapildi. 55°C'ye ayarlanan 1s1 blogunda 3 saat inkiibasyona birakildi.
Daha sonra lizata 200 puL %96—100 etanol eklendi. Homojen bir ¢ozelti elde etmek igin
5 saniye ters diiz edildi. “PureLink spin kolonu” hazirlanarak “Genomic Lysis/Binding”
ile hazirlanan lizat (~640 pL) eklendi. Kolon 10.000 x g 'de 1 dakika oda sicakliginda
santrifiij edildikten sonra toplama tiipii atild1 ve spin kolonu temiz bir toplama tiipiine
yerlestirilerek devam edildi.

DNA kolonunun yikama asamasi i¢in kolona 500 uL “wash buffer 1” eklendi,
oda sicakliginda 10.000 x g 'de 1 dakika santrifiij edildi. Sonra 500 uL “wash buffer 2”
eklendi ve maksimum hizda 3 dakika oda sicakliginda santriftij edildi ve toplama tiipii
atildi.

Kolona tutunan DNA’y1 aymrmak i¢in; spin kolon steril bir 1,5 mL
mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve kolona 50 pL distile su eklendi. Oda sicakliginda 1
dakika inkiibe edildikten sonra maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. 1,5 mL
mikrosantrifiij tiiplinde saflastirilmis genomik DNA’lar toplandi.

3.2.3. DNA Miktarmin ve Kalitesinin Belirlenmesi

Oncelikle elde edilen DNA’lar “Nanodrop-2000” cihazi kullanilarak miktarlar:
tayin edildi. Daha sonra dizileme i¢in kullanilacak olan ve timor dokusundan elde edilen
DNA’larin daha hassas miktar tayini Qubit ile belirlendi.

“Qubit dsDNA High Sensivity Assay Kit” protokoliine gore; optimal dlgiim igin
oda 1sisindaki soliisyonlar ve standartlar kullanilarak yapildi.
Olgiim yapilacak her 6rnek igin “Working solution” hazirladi. “Working solution” i¢in
199 uL buffer x 6rnek sayisi (+2 standart) ile 1 pL Flouresan boya x ornek sayisi (+2
standart) olarak hesapland1 ve hazirlandi. Standartlar i¢in; 10 pL STD1 190 pL
“Working solution” ile karistirildi. 10 L Standart 2 190 pL “Working solution” ile
karistirldi. Ornekler igin ise 2 uL. DNA ile 198 pL “Working solution” karistirtldi. Tiim
ornekler 2 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 6l¢lim agsamasina gegildi (Sekil 3-

2).
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Qubit v2 cihaz1 agildi, Protokolde yer alan hesaplama ile DNA oOrneklerinin
konsantrasyon degerleri hesaplandi. Numunenin konsantrasyonu = QF degeri x 200/x

(QF: ekranda ¢ikan sonug, X: eklenen DNA miktari)

AT

Sekil 3-1: Qubit 2.0 cihaz: ile DNA konsantrasyon tayini

3.2.4. RNA lizolasyonu

-80°C’de trizol icinde saklanan tiimor dokusu ve periferik kandan ayrilan
hiicrelerden Trizol protokoliine gére RNA izole edildi. Sirasiyla asagidaki islemler
yapildi.
500 pL Trizol igindeki ornekler 2 mL siringa ile pipetaj yaparak homojenize edildi.
Niikleoprotein komplekslerinin tamaminin ayrigmast ig¢in Ornekler 10 dakika oda
sicakliginda ¢oziildii. Ardindan sallamali 1s1 blogunda 37°C’de, 10 dakika 1400 rpm’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 0,1 mL kloroform eklendi ve tiipler 5 dakika kisa
araliklarla vortekslendi. 10 dakika 8°C’de 10600 rpm’de santrifiij edildi. Stv1 faz yeni
bir tiipe aktarildi. Orneklere baslangic homojenizasyonu igin kullanilan her 500 pL
Trizol igin 0,25 mL soguk (+4°C) %100 etanol eklendi ve vortekslendi. Ornekler 30
dakika -20°C’de inkiibasyona birakildi, sonrasinda 10 dakika 10600 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi iist siv1 atildi. Olusan RNA peletine baslangi¢ homojenizasyonu
icin kullanilan 500 pL Trizol i¢in 500 pL %75 etanol eklenerek vortekslendi ve 5
dakika 8°C’de 8400 rpm’de santrifiij edildi. Tim sivi mikropipetle uzaklastirildi. RNA
pelet 1s1 blogunda 37°C ‘de yaklasik 5 dakika kurutuldu. RNA peleti 25 puL “RNase-



free” su eklenerek ¢oziildii. Cozillen RNA hemen buza alindi ve -20°C’de yarim saat
bekletildikten sonra Nanodrop-2000 cihazinda miktar tayini yapildi. Elde edilen
RNA’lar -80°C’de saklandi.

3.2.5. cDNA sentezi

cDNA sentezi igin “Thermo High Capacity cDNA Synthesis kit” (“Thermo
Fisher Scientific’) kullanildi. RNA 6lgiimleri yapilan 6rnekler 750 ng RNA, H20 ile
13,2 pL olacak sekilde sulandirildi.

Kit igerigine goére cDNA reaksiyonu karisim igerigi Tablo 3-1’deki gibi yapildi.

Tablo 3-1: ¢cDNA reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar (L)
10x RT tampon cozeltisi 2
25X dNTP 0,8
10X Random primer 2
Ters Transkriptaz ((50 U/pL) 1
Rnaz Inhibitér (1.0 U/pL) 1
RNA 13,2
Toplam hacim 20

Tablodaki gibi hazirlanan cDNA sentez reaksiyonu 25°C 10 dakika, 37°C 120
dakika ve 85°C 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 hemen buza

alian ornekler -20°C’de sakland.
3.2.6. Primer Tasarimi ve Housekeeping Gen Se¢imi

Referans gen olarak GAPDH kullanildi. GAPDH, ATRX ve NF1 genlerine 6zgii
primerler web tabanli “NCBI primer designing tool ” kullanilarak belirlendi (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: qRT-PZR’de kullanilan primer dizileri

Gen Sembolii  Primer dizisi PZR iiriin boyutu (bp)
ATRX (F) 5’- GAGCCAGTGCTGAATGAAGA -3’

ATRX (R) 5’- CCCATGAAGCCCATCTTCTC -3’ e

NF1 (F) 5’- TGGTGGCCTAAGATTGATGC-3’

NF1 (R) 5’- AGCTTCTTGTCTCCAGGTCT-3’ 10

GAPDH (F)  5’- AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3 257




GAPDH (R)  5’- AGGGCCATCCAGAGTCTTC-3’

3.2.7. qRT-PZR Teknigi ile ATRX ve NF1 Genlerinin Ekspresyon Analizi

Glial tiimorlii hastalara ait tiimor dokularindan ve kan 6rneklerinden elde edilen
cDNA ile gRT-PZR yontemiyle ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon seviyeleri
belirlendi. LightCycler 480 cihazinda “Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX kiti”
kullanililarak qRT-PZR yapildi.

gRT-PZR reaksiyonu i¢in 5 uL “SYBR Green I”, 10pmol/uL primer, 1 uL H20
ve 2 uL cDNA kullanilarak hazirlandi. Tablo 3-3’te belirtilen kosullarda reaksiyon

gerceklestirildi.
Tablo 3-3: gRT-PZR kosullar1
Basamak Dongii Sayisi Siire Sicaklik
On Denatiirasyon 1 5 dakika 95°C
10 saniye 95 °C
Amplifikasyon 45 20 saniye 60°C
10 saniye 72 °C
5 saniye 95°C
Melting Curve 1 1 dakika 65°C
- 97°C
Sogutma 1 30 saniye 4°C

gRT-PZR reaksiyonunda negatif kontrol olarak H>O kullanildi. Standartlar igin
Standart cDNA’s1 seri diliisyonlar ile hazirlandi. Her 6rnek iki tekrar olarak ¢alisildi.
Hedef genlerin ekspresyon degerleri referans gen (GAPDH) degerlerine boliinerek
normalize edildi. ATRX, NF1 ve GAPDH genlerine ait melting egrileri Sekil 3-3’te

verilmistir.
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Sekil 3-2: ATRX, NF1 ve GAPDH genlerine ait melting egrileri

3.2.8. CIC Geni Primer Tasarimi ve PZR
Oligodendrogliomalarda en sik mutasyona ugrayan bolge cesitli web siteleri
(https://www.chioportal.org/, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/,

https://www.mycancergenome.org/ , https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic ) kullanilarak

belirlendi (Sekil 3-4). R215W/Q mutasyonunu kapsayacak sekilde bu bolgeye 6zgii

primerler tasarlandi (Tablo 3-4).
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Sekil 3-3: cBioPortal for Cancer Genomics verilerine gore CIC geni mutasyonlarinin
dagilim
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Tablo 3-4: CIC geni R215W/Q varyasyonunu saptamak i¢in kullamilan primer dizileri

Gen Sembolii Primer dizisi PZR iiriin boyutu (bp)
CIC (F) 5’- TACCCAAGGAACGGGACTCA -3’

459
CIC (R) 5’-TGCACCACTTCCAATCTGGG -3’

PZR karisimi Tablo 3-5’de belirtilen sekilde hazirlandi. PZR cihaz1 (“Biorad
Thermal Cycler”) cihazi kullanilarak Tablo 3-6’da belirtilen kosullarda PZR yapilda.

Tablo 3-5: PZR bilesenleri

Bilesen Miktar (nL)
10X Tag DNA Polimeraz Buffer+ (NH4)SOs | 4

MgCl2 (25 mM) 3,2

dNTP (2,5 mM) 3,2

Forward Primer (10 pmol/uL) 1,6

Reverse Primer (10 pmol/uL) 1,6

Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,32

DNA 1

H20 25,08

Final Hacim 40

Tablo 3-6: PZR kosullar:

Basamak Sicaklik  Siire Dongii
On Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Amplifikasyon 58°C 30 saniye 34
Uzama 72 °C 30 saniye
Uzama 72°C 5 dakika 1

Soguma 4°C 0 -




3.2.9. DNA Metilasyon Analizi

3.2.9.1. In Vitro Metilasyon

DNA metilasyon analizi i¢in pozitif kontrol olarak kullanmak tizere in vitro
metilasyon yapildi. Bunun i¢in DNA 6rnegi (1,5 ug), metiltransferaz (Sssl) enzimi (1,5
uL) ve enzim ile birlikte gelen “S-adenozilmetionin” (5 uL ), 10X “NEB buffer” (5 uL)
ile mix hazirlandi. 37°C’de 70 dakika, 65°C’de 20 dakika inkiibe edildi. DNA’daki

CpG adalarinin metillenmesi saglandi.

3.2.9.2. Sodyum Bisiilfit Modifikasyonu

Metilasyon analizi yapilacak tiimor dokusundan elde edilen DNA’lar1 6ncelikle
“EpiTect Bisiilfit kit” (Qiagen) kullanilarak bisiilfit ile muamele edildi. Biisiilfit
muamelesi sonrasi DNA dizisindeki metile sitozinler degismeden kalirken metile
olmayan sitozinler urasile doniismektedir. Kitin sagladigi toz haldeki Bistilfit mix’e
800 uL “RNAse-free” H.O eklendi ve 5 dakika ¢oziinmesi beklendi. DNA-Bistilfit
karisimina; 1,5 ng i¢in 7,5 uL DNA, 12,5 uL. “RNAse-free” H,0O, 85 uL ¢oziinmiis
“bistilfit mix” ve son olarak 35 pL “DNA protect buffer” eklendi. “Bisiilfit mix”
eklendikten sonra rengin yesilden maviye dondiigii gézlendi. Bisiilfit doniisimii Tablo
3-7°deki kosullarda PZR cihazinda (Biorad) gergeklestirildi. Inkiibasyon sonras1 DNA

kit protokoliine gore kolonlarla saflastirildi.

Tablo 3-7: DNA bisiilfit doniisiimii kosullar:

Basamak Sicakhk | Sire

Denatlirasyon 95°C 5 dakika

inkiibasyon 60°C 25 dakika

Denatlirasyon 95°C 5 dakika

inkiibasyon 60°C 85 dakika (1 saat 25 dakika)
Denatiirasyon 95°C 5 dakika

inkiibasyon 60°C 175 dakika (2 saat 55 dakika)
Denatiirasyon 95°C 5 dakika

inkiibasyon 60°C 120 dakika ( 2 saat)

Sogukta tutma 10°C oo




Bisiilfit donlisimii sonras1 DNA’nin saflastirilmasi i¢in asagidaki asamalar
izlendi:
1. Ornekler 1,5 puL’lik santrifiij tiipiine alindu.
2. 560 pL “Buffer BL” eklendi vorteks yapilarak, kisa bir santrifiij yapildi.
3. Ornekler kolona aktarildi, max hizda 1 dakika santrifiij sonrasi toplama tiipii
degistirildi.
4. 500 pL “buffer BW” eklenip max hizda 1 dakika santrifiij yapilip toplama tiipii
degistirildi.
5. 500 uL “buffer BD” eklenip 15 dakika 20°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipii atildu.
6. 500 uL “BW” eklendi, 1 dakika en yiiksek hizda santrifiij edildi.
7. Tekrar 500 pL “BW?” eklendi, 1 dakika en yiiksek hizda santrifiij edildi.
8. En son olarak yeni toplama tiipiine aktarilan kolondaki kalan tiim sivilari
uzaklastirmak i¢in en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij yapildi.
9. Kolonlar 56°C’de 1 dakika inkiibasyona birakildi.
10. Daha sonra kolonlar 1500 uL’lik tiiplere alinip kolon membranina hafif degerek 20
uL “EB buffer” eklendi ve en yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edildi.
11. Elde edilen DNA’lar -20°C’de saklanir.

3.2.9.3. MGMT Geni Promotor Bolgesi Geni Primer Tasarimi

Timor orneklerinde MGMT geninin promotér bolgesinin metilasyon analizi
yapildi. MGMT promotor bolgesi i¢in genin metile olan ve metile olmayan haline ayri
ayr1 primer g¢ifti tasarlandi. “MS Primer Design Tool” kullanilarak oncelikle MGMT
promotor bolgesindeki CpG adalart tespit edildi. Promotor bdlgesinde yogunlasan
adalar1 kapsayacak sekilde referans dizi degistirilmeden ve bisiilfit muamelesi sonrasi
ortaya ¢ikacak dizi kullanilarak metile ve metile olmayan primerler tasarlandi. Bisiilfit
muamelesi sonrast DNA dizisindeki metile sitozinler degismeden kalirken metile
olmayan sitozinler urasile dontismekedir. Tablo 3-8’de MGMT geni promotor bolgesi

icin primerler gosterilmektedir.



Tablo 3-8: MGMT geni promotér bolgesi pimer listesi

Gen Sembolii Primer dizisi PZR iiriin boyutu (bp)
MGMT Metile F 5’- GGATATGTTGGGATAGTTCGC -3’

170
MGMT Metile R 5’- AACGCCTACAAAACCACTCG-3

MGMT metile olmayan F 5’- GGATATGTTGGGATAGTTTGT -3’

170
MGMT metile olmayan R 5°- AACACCTACAAAACCACTCA-3’

3.2.9.4. Metilasyon Spesifik RT-PZR

Hazirlanan primerler ile MGMT promotor bolgesinin hangi oranda metilasyona
sahip oldugu ger¢ek zamanli PZR (RT-PZR) ile incelendi. Her 6rnek i¢in hem metile
olmayan primerler ile hem de metile primerler ile ayr1 kuyularda RT-PZR yapildi.
Metilasyon spesifik gergek zamanli PZR bilesenleri Tablo 3-9’da gdsterilmistir.
Tablodaki bilesenler her 6rnek i¢in iki tekrar olarak yapildi ve Tablo 3-10’daki MS RT-
PZR kosullarinda LC480 cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 3-9: MS RT-PZR reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar (pL)
SYBR Green 5
Forward primer (10pmol/uL) 0,75
Revers primer (10pmol/uL) 0,75
Bistilfit uygulanmis DNA 1

H20 2,5

Tablo 3-10: MS RT-PZR reaksiyon kosullari

Basamak Dongii Sayisi Siire Sicaklik
On Denatiirasyon 1 5 dakika 95°C

10 saniye 95 °C
Amplifikasyon 45 20 saniye 60°C

10 saniye 72 °C

5 saniye 95°C
Melting Curve 1 1 dakika 65°C

- 97°C

Sogutma 1 30 saniye 4°C




3.2.10. Yeni Nesil Dizileme Kiitiiphane Hazirhg ve Dizileme

3.2.10.1. Dizileme Oncesi DNA Kalitesinin Belirlenmesi

“Archer Pre-Seq DNA QC Assay Kiti” ile bilesenleri; 10X “primer mix” ve
“PreSeq Assay” standarttir (-20 C’de). Tablo 3-11’deki bilesenler ile RT- PZR yapildi RT-
PZR kosullar1 asagidaki Tablo 3-12°de verilmistir.

Tablo 3-11: DNA Kkalite kontrolii i¢in real time PZR bilesenleri

Bilesen Miktar
2x Bioline Sensifast Syber Green |10 uL
10x Primer 2 uL
Ultrapure H.O 3uL
DNA (400 ng) 5ulL
Toplam 20 uL

Tablo 3-12: RT- PZR Kosullari

Basamak Sicakhk  Siire Dongii
Aktivasyon 95°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 15 saniye
Amplifikasyon/ Uzama 64°C 1 dakika 34

RT- PZR sonrasi ¢ikan Ct degerleri ile DNA kalitesinin hesaplanmasi: her 6rnek
iki tekrar ¢alisildigi igin ortalama Ct degerlerinden sStandartlarin ortalama Ct

degerlerinin ¢ikarilmasi ile bulunur.

3.2.10.2. Yeni Nesil Dizileme Kiitiiphane hazirhg:
Tez calismasinda “Archer Solid tiimor gen paneli kiti” kullanildi. Bu panel solid
tiimorlerle iliskili 67 gende 660 bolge incelemek i¢in tasarlanmistir. Bu bdlgelerdeki

“SNV” ve “CNV” ve “Indel”ler saptandi.



Kiitiiphane hazirlamadan once taze olarak 10 mM “Tris-HCI pH:8 (15 uL 1 M
Tris-HCI + 1485 uL Ultrapure su ile), 20 mL %70 etanol (14 mL %2100 etanol + 6 mL
ultrapure su ile) ve 1 mL 5 mM NaOH (5 uL 1 M NaOH + 995 uL ultrapure su ile)
hazirlandi.

1.DNA’nmin_fragmentasyonu icin kitin belirttigi tiipler ¢ikarildi. Icerisinde bulunan

liyofilize haldeki igerik kapaktan uzaklasmasi i¢in kisa spin edildikten sonra buza
alindi. Tim calismalar buz iizerinde yapildi. Konsantrasyonu 400 ng olarak ayarlanan
50 pL DNA’nin hepsi sirayla etiketlenmis tiiplere aktarildi. Pipetle ¢oziildii. Islem
tamamlandiktan sonra kapak sicakligi >100°C kosulu ile Tablo 3-13’teki termal dongii

programi uygulandi.

Tablo 3-13: DNA Fragmentasyonu protokolii

Basamak | Sicaklik | Siire

1 4°C 1 dakika
2 37°C 12 saniye
3 72°C 20 dakika
4 4°C 00

Fragmentasyon protokolii tamamlandiginda tiipler buza alind1 ve hemen spin yapildi.

2. Ug tamiri (“End-repair”): Ornekler kisa siireli santrifiij ile ¢oktiiriildii ve buza alind1.

50 uL DNA fragmentasyon reaksiyonunun hepsi ug¢ tamiri tiiplerine eklendi.
Coziildiikten sonra tekrar kisa siireli santrifiij ile ¢oktiiriildii ve buza alindi. Isitmali

kapak kapali bir sekilde Tablo 3-14’teki u¢ tamiri kosullar1 uygulandi.

Tablo 3-14: U¢ tamiri i¢in uygulanan kosullar

Basamak | Sicakhik | Siire
1 25°C 30 dakika
2 4°C o0

Tiipler 4°C’ye gelince buz iizerine alind1 ve kisa siireli santrifiij ile ¢oktiiriildi. Ug
tamiri asamasinin “Kapa Ampure Magnetik boncuklar” ile temizlenmesi asamasina

gecildi.
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Oda 1sindaki “Kapa Ampure boncuklar” vortexlenerek homojenize edildi. Her
tipe 125 pL (2,5x hacim) “Kapa Ampure boncuklarindan” eklendi. Pipetlendi ve vortex
yapildi. Kapaga yapisanlar icin kisa siireli santriflij yapildi. 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kisa siireli santrifiij ile ¢oktiiriildii ve manyetik boncuklarin belli bir
alanda toplanmasi igin magnetik stand {izerine yerlestirildi (Sekil 3-5). 4 dakika stand
lizerinde tiim boncuklarin toplanmasi saglandi. Dikkatli bir sekilde boncuklara
degmeden {ist siv1 atildi. Eger boncuklara degdirildiyse 6rnek tiipe geri verildi ve tekrar
kisa bir inkiibasyon yapildiktan sonra iist sivi g¢ekildi. 2 kez ile 200 pL %70 etanol
yikandi. Alkol tiip duvarindan verildi ve 30 saniyenin sonunda boncuk pelletinin karsi
duvarindan dogru boncuklara degmeden etanol uzaklastirildi. Tiipler magnetik standdan
uzaklastirildi. DNA’y1 elde etmek i¢in 20 pL 10 mM Tris-HCI eklendi ve magnetik
stand tizerine geri kaldirildi. 2 dakika inkiibe edildi, sonra diger asamadaki ligasyon 1

tiiplerine aktarildi.

Sekil 3-4: Tiiplerin magnetik stant iizerine yerlestirilmesi

3. Ligasyon 1 asamasi igin tiipler kisa siireli santrifiij edildi ve buza alindi. 20 pL

saflastirilmis DNA Ligasyon 1 tiiplerine aktarildi. Cézdiriildiikten sonra ligasyon 1 igin
Tablo 3-15’te belirlenen protokol uygulandi.
Termal dongii cihazinda kapak >100°C’de kullanildi.



Tablo 3-15: Ligasyon 1 asamasi termal dongii programi

Basamak | Sicaklik | Siire
1 37°C 15 dakika
2 4°C o0

Reaksiyon tamamlandiktan sonra cihazdan alman tiipler kisa siireli santrifiij
yapilarak buza alindi. Ligasyon 1 yikama basmagi icin tliplere homojen haldeki 2,5x
hacimde (50 pL) “Kapa Ampure boncuklar1” eklendi ve ¢ozdiiriildii. 5 dakika oda
isisinda inkiibe edildi ve magnetik stand tizerine alindi. 4 dakika magnetik stantta
tutuldu, tst sivi uzaklastirildi. Boncuklar 200 uL %70 etanol ile iki kez yikandi. 2.
yikama sonrasinda alkol tamamen uzaklastirildi. Stantdan uzaklastirilan tiiplere 42 pL
10 mM Tris-HCI eklendi ve boncuklar ¢ozildii. Cozdiikten sonra tekrar magnetik
standa alind1 ve 2 dakika bekledikten sonra diger asamanin tiiplerine temizlenen DNA

aktarildi.

4.MBC adaptér baglanmasi asamasi kiitliphane hazirliginin en énemli asamasidir. Her
ornek i¢in kodu belli olan 6zgiin bir adaptor baglandi. Tiipler A17-A24 olarak soldan
saga sirali bir sekilde geldigi i¢in hangi tiipe hangi hasta 6rnegi eklendigi dikkatli bir
sekilde takip edildi ve yazildi. Onceki asamada temizlenmis DNA’dan 40 pL MBC
adaptor tiiplerine eklendi. Cozdiiriildiikten sonra diger asamaya geg¢ildi.

5. Ligasyon 2 asamasi i¢in belirtilen tiipler buza alindi. MBC adaptér baglama

tiplerindeki 40 pulL DNA ligasyon 2 tiiplerine eklendi. Cozdiiriildii ve kisa siireli
santrifiij ile ¢oktiiriildii. PZR cihazinda Tablo 3-6’da belirtilen program uygulandi.

Tablo 3-16: Ligasyon 2 asamasi termal dongii programi

Basamak | Sicakhik | Siire
1 22°C 5 dakika
2 4°C 0

Program bittiginde ligasyon 2 tiiplerindeki DNA’y1 yikama asamasina gegildi.
Bu asamada kitin sagladigi magnetik boncuklar ve soliisyonlar kullanildi. Ligasyon 2
yikama asamasi i¢in Yeni tiiplere 50 pL ligasyon temizleme boncuklar1 eklendi. 1
dakika magnetik stant iizerinde temizleme boncuklari pellet halinde ¢oktiiriildii. Ust sivi

uzaklastirildi, Ligasyon 2 asamasindaki DNA temizleme boncuklarin {izerine eklendi.



Vortexlendikten sonra 5 dakika oda 1sisinda inkiibe eildi. Stanta alinan tiipler 1 dakika
inkiibe edildi. 2 kez 200 pL temizleme soliisyonu ile yikandi. 2 yikamadan sonra
temizleme soliisyou tamamen uzaklastirildi. 200 plL Ultrapure (Nukleaz-Free) su ile
¢oziilen boncuklar vortex ve spin yapildiktan sonra 1 dakika magnetik stantda tutuldu.
Tiim iist stv1 uzaklastirildi ve 36 uL. 5 mM NaOH ile temizlenen DNA ¢oziildiiriildi ve
boncuklara baglt DNA’lar ile Tablo 3-17’deki termal déngii programi uygulandi. PZR
cihazinda kapak >100°C’de kullanildi.

Tablo 3-17: Ligasyon temizleme asamasi sirasinda uygulanan kosullar

Basamak | Sicakhik | Siire
1 75°C 10 dakika
2 4°C o0

Program tamamlandiginda drnekler kisa stireli santrifiij edildi ve buza alind1 ve
bir sonraki asamaya gegildi.
6. ilk PZR igin belirtilen tiipler buza alindi. Kitin belirttigi “gen spesifik primer 17
(GSP1) tiipii de buza alind1 ve protokole gore 4 uL. GSP1 primeri ilk PZR tiiplerindeki
boncuklara dokunmadan eklendi. Magnetik stant iizerinde bulunan Ligasyon 2 yikama
asamasi tamamlanan DNA 10 mM Tris-HCI ¢ozeltisinde 36 pL alinarak ¢oziildii ve ilk
PZR strip tiiplerine aktarildi. Tamamen ¢ozdiiriildiikkten sonra Tablo 3-18’deki PZR

programi1 uygulandi.

Tablo 3-18: Tlk PZR programi

Basamak | Sicaklik | Siire Dongii
1 95°C 3 dakika
2 95°C 30 saniye

; 18
3 65°C 3 dakika
4 72°C 3 dakika
5 4°C o

Ik PZR yikama asamasi tekrar “Kapa Ampure boncuklar1” ile gerceklestirildi.
Temizlenen DNA 10 mM Tris-HCI ¢ozeltisinden 38 uL alinarak ¢ozdiiriildi. 2 dakika

magnetik stant tizerinde bekletildi ve 36 uL bir sonraki asama igin alindi.



7. ikinci PZR igin belirtilen tiipler tiiplerini ¢ikarildi ve buza alindi. 36 uL ilk PZR
asamasindan temizlenen DNA ornekleri alinarak ikinci PZR tiiplerine eklendi. Kitin
belirttigi “gen spesifik primer 2” (GSP2) tiipii de buza alindi ve protokole gore 4 pL
GSP2 primeri ikinci PZR tiiplerine eklendi ve ¢oziildii. Tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra

Tablo 3-19°daki PZR programi uygulandi.

Tablo 3-19: ikinci PZR program

Basamak | Sicakhik | Siire Dongii
1 95°C 3 dakika

2 95°C 30 saniye

3 65°C 3 dakika 20
4 72°C 3 dakika

5 4°C )

Program tamamlandiginda elde edilen kiitliphane son kez “Kapa Ampure
boncuklar” ile temizlendikten sonra MBC barkod kodlari ve hasta numaralarinin
belirtildigi DNA baglanmayan 6zel tiiplere aktarildi. Tiplere toplam 18 uL Kiitiiphane
tiriind aktarildi. 1 pL 6rnek kiitiiphane kalite kontrolii i¢in Qubit dlglimiinde kullanildi.
Kalitesi belirlenen kiitiiphaneler son basamakta cihaz igin belirlenen miktarlarda
birlestirildi. DNA miktarlarina gére 2 uL her drnekten alinarak tek bir tiipte birlestirildi
ve “lllumina NextSeq 550” cihazinda kosum (run) protokolii uygulandi. “Archer

Analysis” platformunda dizileme sonuglarinin analizi yapildi.

3.2.11. Yeni Nesil Dizileme Verileri Analizi

Nextseq 550 cihazinda kosum tamamlandiktan sonra dizileme verileri okunabilir
format Fastq'lara doniistiiriildii. Fastq uzantili dosyalar “Archer Analysis” (v7.0 veya
iistii) platformuna ytiklendi. “VariantPlex Solid Tiimd6r” kiitiiphanesinin veri analizi i¢in
hedef bdlge dosyast yiiklendi. ikincil analizler (okuma kirpma/temizleme, tekillestirme,
hata diizeltme, hizalama ve mutasyon arama) ve bazi {i¢iinciil analizler (6rnegin, ek
aciklamalar ve protein etkisi tahminleri) yapildi. “VariantPlex Solid Timor”

kiitiiphanesi kopya sayis1 varyasyonu, “SNP/InDel” analizi yapilarak raporlandi.

Archer analiz programindan ortaya ¢ikan “SNP”, “Indel” ve “CNV” sonuglari
“MyCancer Genome”, “cBioportal”, “Clinvar” gibi internet sitelerinden arastirilarak

patojenite durumlar1 ve goriilme yiizdeleri belirlendi.



3.2.12. Yeni Nesil Dizileme Sonuc¢larinin Sanger ile Dogrulanmasi

Archer platformu ile analiz edilen verilerden ¢ikan sonuglarda FOXL2 ve
FBXW?7 genlerin dizilerindeki tekrarli bolgeler ve okuma sayisinin yeterli olmamasi
nedeniyle yanlis pozitif sonug ortaya ¢ikabilmektedir. Bu mutasyonlarin varligir Sanger
dizileme ile dogrulandi. Hastalarda bulunan mutasyonlar1 kapsayacak sekilde FOXL2 ve
FBXW?7 genleri i¢in primer tasarlandi (Tablo 3-20). Tablo 3-21’de verilen bilesenler ile
Tablo 3-22’deki PZR kosullarinda gergeklestirildeikten sonra Sanger hizmet alimi

yapild.
Tablo 3-20: FOXL2 ve FBXWT7 genleri primerleri
Gen Sembolii Primer dizisi PZR iiriin boyutu (bp)
FOXL2 (F) CTTCCTCAACAACTCGTGGC
239
FOXL2 (R) CCAGGCCATTGTACGAGTTC
FBXW?7 (F) AAGACCAGTCATAGGAGAAGTGG
446
FBXW7 (R) TGTAATTCGGCGTCGTTGTTG
Tablo 3-21: PZR bilesenleri
Bilesen Miktar (pL)
10X Tagq DNA Polimeraz Buffer+ (NH4)SO4 4
25 mM MgCl; 3,2
2,5mM dNTP 3,2
Forward/ Revers Primer (10 pmol/uL) 1,6
Taq DNA Polimeraz (5 U/puL) 0,32
DNA 1
H-0 25,08
Toplam Hacim 40
Tablo 3-22: Sanger dogrulama icin PZR kosullari
Basamak Sicakhk  Siire Dongii
On Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
34
Amplifikasyon 58°C 30 saniye




Uzama 72°C 30 saniye

Uzama 72°C 5 dakika 1

Soguma 4°C 0 -

3.2.13. istatistiksel Analiz

Yeni nesil dizileme analizi sonucunda elde edilen veriler, hastalarin yas, cinsiyet
ve klinik bulgular ile birlikte degerlendirlerek SPSS 25 (IBM corp.) programi ile
istatistik analizleri yapildi. P degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Hastalarin klinik verileri; DSO smiflandirmasi, timér yeri, immiinohistokimyasal
sonuglar ile tez ¢alismasinda elde edilen molekiiler genetik varasyonlar, ATRX, NF1
genlerinin ekspresyon degerleri, CIC geni mutasyon durumu ve MGMT geni metilasyon

durumu birlikte degerlendirildi.

Ikili karsilastirmalar icin Mann Whitney U test, Ki-kare testi ve korelasyon testi;
ikiden ¢oklu karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis testi kullanildi. Hastalarin sagkalim

analizleri i¢in Kaplan Meier yontemi uygulandi.



Tablo 4-1°de gosterilmistir.

4. BULGULAR

4.1. Glial Timorlii Hastalarin Demografik, Patolojik Bilgileri ve Siniflamasi

2020-2022 yillar1 arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Tip Bilimleri Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran 18-80 yas
araligindaki glial timor tanisi ile ameliyat olarak ¢aligmaya dahil edilen 16 hastadan
7’si kadin 9’u erkektir. Hastalar patoloji raporlarina gore yiiksek evre (12) ve diisiik

evre (4) olarak gruplanmistir. Glial tiimdorli hastalarin demografik ve patolojik bilgileri

Tablo 4-1: Glial tiimérlii hastalarin demografik ve patolojik bilgileri

Ozellik

Cinsiyet (ortalama yas)

DSO Siniflama Derecesi (%)

Histolojik Alt Grup

Timér Lokalizasyonu

Uygulanan Tedavi (%)

Kadin

Erkek

Toplam (Yas araligi)
Evre 2

Evre 4
Oligodendroglioma
Difliz astrositom
Pleomorfik Ksantoastrositom
Glioblastoma
Frontal

Temporal

Parietal

Oksipital

Ameliyat
Kemoterapi
Radyoterapi

Gamma Knife

Sayi (n)
7 (52)
9(53)
16 (53) (19-79)
4 (25)
12 (75)
2

1

1

12

2

6

5

3

16 (100)
4 (25)

7 (43.7)
2(12.5)
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Cinsiyete gore hastalarin glial tiimor alt siniflamasi Sekil 4-1’de gdsterilmistir.
12 glioblastoma (Evre 4) hastasinin yedisi erkek, besi kadindir. Diisiik evre (Evre 2)
glial timorli dort hastanin ikisi oligodendoglioma tanili kadin, diger ikisi ise difiiz

astrositom ve pleomorfik ksantoastrositom tanili erkek olgulardir.

Glial timor siniflamasina goére hasta dagilimi
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Sekil 4-1: Cinsiyete gore glial tiimor alt sinif dagilimi

4.2. Diisiik ve Yiiksek Evreli Hastalarda ATRX ve NF1 Gen Ekspresyon Analizi

ATRX ekspresyonunun kaybi astrositomlar igin spesifik bir belirte¢ olmakla
birlikte oligodendrogliomalarda bulunmamaktadir. Glial tiimérli hastalarmin timor
dokularinda ve kan oOrneklerinden qRT-PZR yontemiyle ATRX geninin ekspresyon
seviyesi belirlendi. Oligodendrogliomalara gore astrositomalarda ve glioblastomalarda
gen ifadesinin azaldig1 goriildi (Timor dokusu p=0,167, Periferik kan p=0,118) (Sekil
4-2).
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Sekil 4-2: ATRX gen ekspresyon analizi (A: Tiimor dokusu érnekleri, B: Kan 6rnekleri)

NF1 geni fonksiyon kaybi, kotii prognoza sahip glioblastomalarda siklikla
goriilmektedir. Glial tiimorlii hastalarin tiimor dokularinda ve kan 6rneklerinde qRT-
PZR yontemiyle NF1 geninin ekspresyon seviyesi belirlendi. Kan ve tiimor dokularinda
oligodendrogliomalara gore astrositomalarda ve glioblastomalarda gen ifadesinin

azaldig1 goriildii (timor dokusu i¢in p=0,251, periferik kan i¢in p=0,217) (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: NF1 gen ekspresyon analizi (A: Tiimor dokusu érnekleri, B: Kan érnekleri)

Korelasyon analizi yapildiginda hem tiimor hem de kan 6rneklerinde ATRX ve
NF1 gen ifadeleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (sirasiyla p=0,000001, r=0,907
ve p=0,0003, r=0,788) (Sekil 4-4A ve Sekil 4-4B).
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Sekil 4-4: ATRX ve NF1 gen ekspresyonlarinin korelasyonu (A: Tiimér dokusu érnekleri

B: Periferik kan o6rnekleri)
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4.3. Oligodendroglioma ve Diger Glial Tiimorlerde CIC Geni Mutasyon Analizi
Oligodendrogliomalarda siklikla goriilen CIC geni mutasyonu (p.R215W)
acisindan hastalarin tiimor dokusu ve kan drnekleri analiz edilmistir. En sik gézlenenen
bu mutasyonu icerecek sekilde yapilan PZR, Sanger dizileme ile analiz edilmistir. PZR
sonras1 %2’lik agaroz jelde yaklasik 500 baz ¢ifti boyutundaki bantlar goriintiilendi ve
Sanger dizileme hizmet alimi ile dizileme yapildi (Sekil 4-5). Sanger dizileme
sonuglarina gore oligodendroglioma tanili bir hastada 5. eksonda GGT 3 niikleotitlik

delesyon saptandi (p.\W238del).

Sekil 4-5: CIC geni PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii (1-3: Tiimor dokusu érnekleri)

ACCAGGACAACCGGACCGTCAGCAAGATCCTGGGCGA GTO 6T G ,_‘zf‘g_ CGCCCOAGGAGAAGAAGAACCACCACCAGCTG T1 AATGCTGTTGCCTCTTGC
ELIF_WUR_BOZ TRL-DOKU-1 r_:uzz—osqaq 33601 260 270 280 290 300 310

W\Jﬂl\f\ﬁ’f\ /\w MMA/\MMWMVMMMMMJMMAMVJMM MN\M

cc ACCAGG ‘ GCCCTGGGGCCCA AGA r, AGA
ELIF_NUR_BOZDAG_} CICI"‘

Ml JU, A J‘M\f\f\l\ﬁﬁf\[\/\ ﬂuﬁ(\ﬁf\// /\A/\ ol oA LAM MJ\ It A[\H

Sekil 4-6: Glial 1 nolu hastanin (Oligodendroglioma) CIC geni Sanger dizileme sonucu (A:
Tiimor dokusu ornegi, B: Kan 6rnegi)

Glial 1 kodlu oligodendroglioma alt sinifina ait hastanin Sanger dizileme
sonucu Sekil 4-6’da gosterilmistir. Delesyon olan bdlgenin dizileme sonucu Sekil 4-

7’de gosterilmistir.
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200 20 240 280
| | | I

ceref SCGGACCGTCAGCAAGATCCTGGGCGAGTGGTGGTATGCCCTGGGGCCCAAGGAGAAGCAGAAGTACCACGACCTGC
|Conflict
\Conflict
Conflict

Consensus ZCGGACCGTCAGCAAGATCCTGGGCGAGTGGTGG ! ATGCCCTGGGGCCCAAGGAGAAGCAGAAGTACCACGACCTGC

Coverage

Doku 1 sequence 3GACCGTCAGCAAGATCCTGGGCGAGTGG
doku 1 duzenlenmig JGACCGTCAGCAAGAT GGGCGAGTGGTGGTATGCI TGGGGCCCAAGGAGAAGCAGAAGTACCACGACL

Sekil 4-7: Glial 1 nolu hastanin tiimér dokusunda CIC geni Sanger dizileme sonucu

4.4. MGMT Geni Promotor Bolge Metilasyon Analizi

MGMT geni promotor bolgesi metilasyon durumu RT-PZR ile analiz edildi. MS-
PZR i¢in negatif kontrol olarak H.O kullanildi. Pozitif kontrol olarak in vitro
metilasyon yapilan 6rnekler kullanildi. MS-RT PZR sonrasi1 6rneklerin amplifikasyon
kontrolii jelde goriintiileme ile yapildi ve Ct degerleri ile analiz edildi. Sekil 4-8’de MS
RT-PZR sonrast MGMT geni PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii verilmistir. Sonuglar

2°88C analizi ile yorumlanmistir. MGMT metilasyon yogunlugunu gdsteren 1s1 haritasi

Sekil 4-8’de gosterilmistir.

Sekil 4-8: MS-RT PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii (D: Tiimér dokusu, M: Metile
primerler ile yapilan PZR, U: metile olmayan primerler ile yapilan PZR, Not: Alttaki
bantlar primer dimerlerini gostermektedir.)



Evre 2 Evre 4 I Viiksek

Hasta Numarasa 1 6 22 23 4 5 7 8 9 12 13 14 15 17 19 20

MGMT
Metilasyonu Distik

Sekil 4-9: MGMT metilasyonu 1s1 haritasi

MGMT metilasyonu disiik evreli hastalarda daha diisiik bulunurken yiiksek
evreli glioblastoma hastalarinda metilasyon daha yiiksek diizeyde bulunmasina ragmen

istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p=0,987) (Sekil 4-10).

Bl Evre 2

B Evre 4

MGMT Metilasyonu

Evre 2 Evre 4

Sekil 4-10: Evre 2 ve Evre 4 hastalarda MGMT metilasyon diizeylerinin karsilastiriimasi
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4.5. Diisiik ve Yiiksek Evreli Hastalarda Yeni Nesil Dizileme Sonugclar:

“Archer Variant Plex solid tiimér gen paneli” ile yapilan hedefli genlerin
analizleri sonucunda somatik filtre (gnomAD Allel Frekans: < 0,05, Allel Frekansi >
0,027, Okuma Sayis1 > 100, Varyant alelin yilizde orant > %5, varyant alelin yilizde
orant (bilinen patojenik varyant ise) > %2 (varyant allel i¢in en az 7 okuma))
uygulamasi ile yiiksek ve diisiik evreli hastalarda ortaya ¢ikan genetik degisimler Sekil
4-11°de ozetlendi.

- EWRE2 EVRE 4

Hasta kodu

/Gen Adi 23 6 22 4 5 7 8 9 12 13 14 15 17 19 20
BRAF N [

CDK4 - -
L | .

EGFR - - - -
e | | | ] | ] ] | | | |
HNF14 T I

oy [

MDM2 [ ]

MLH]I ]

NOTCHI ] [ ]
I

NRAS
PIK3CA
PIK3RI N

PTEN Il B I
PTPNII [ ]
RBI [ ]
rzrr - [ I I
TP53 I I ] I
VHL

- Yanhs anlamh mutasyon - Splice bolge varyanti
- Cerceve kaymasi mutasyonu - Anlamsiz Mutasyon

- Delesyon - Regiilator bolge varyant:

Kopya sayist kazanimi1

Sekil 4-11: Hastalarda yeni nesil dizileme ile saptanan genetik degisimler

Archer analiz platformu tarafindan uygulanan somatik filtre sonuglarina gore

YND analizi sonucunda toplam 67 genin 25 tanesinde SNV, Indel ve CNV saptand:.
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4.5.1. YND Analizi Sonucuda Saptanan Patojenik Varyantlar

Hastaligin patogenezini etkileyen patolojik varyantlardir. Somatik mutasyon
sonucu olusan bu patojenik varyantlar glial tiimorlerde alt siniflamada Snemli
olmaktadir. Saptanan varyantlarin bir kism1 glial timorlerle iligkili bulundu. Ancak
bazi varyantlar glial tiimérlerle iliskili degildir. Iliskili olmayan varyantlar ¢alismanin
Ozglinliigiinii ortaya koymaktadir. Patojenik varyant saptanan genler Sekil 4-12’de

gosterildi.

Eve2 [ Bvred

1 23 6 22 4 5 7 8 9 12 13 14 15 17 19 20
BRAF
EGFR
HNF1A

ioH1 [
NOTCH1 B
PTEN B

PTPN11

TerT [ ] --=--

TP53

. Patojenik
Patojenik/Olas1 Patojenik
Patojenik, ilag yaniti iligkili

Sekil 4-12: Hastalarda saptanan patojenik varyantlar

Patojenik varyantlarin ayrintili bilgileri Tablo 4-2°de 6zetlendi. BRAF, EGFR,
IDH1 ve PTPN11 genetik varyatlar1 glial timorlerle iliskili varyantlar olarak hastalarda

bulundu.

Tablo 4-2: Patojenik varyant bulunan genler



Gen rs number Varyasyon bilgisi | Patojenite Mliskili hastahk Varyant
sembolii bulunan
hastalar
BRAF rs113488022 | NM_004333.6(BRAF): | Patojenik, Astrositoma,
c.1799T>A Olasi Glioblastoma, Beyin 92 12
(p.Val600Glu) patojenik sap1 gliomu, Beyin '
neoplazmi
NM_005228.5(EGFR): Olasi Beyin neoplazmu,
c.787A>C patojenik Glioblastoma, Bas ve
(p.Thr263Pro) boyun skuaméz hiicreli
r3105251982 NM_005228.5(EGFR): Karsinomu
EGFR (149840192 c.866C>T 15,19,20
5769696078 | P-A13289Val)
NM_005228.5(EGFR):
c.865G>A
(p.-Ala289Thr)
HNF1A | rs762703502 | NM_000545.8(HNF1A | Olasi Monojenik diyabet,
):c.864del patojenik genglerde olgunluk | 6,8,9,13,23
(p.Pro291fsTer51) baslangigh diyabet
IDH1 rs121913500 | NM_005896.4(IDH1): | Patojenik, Glioblastoma, Beyin
€.395G>A Olas1 Neoplazmi,
(p-Argl32His) patojenik Medulloblastoma, 1,6,23
Akut miyeloid 16semi,
Multipl miyelom
NOTCHL1 | rs61751542 [ NM_017617.5(NOTC | Patojenik Miyeloproliferatif
H1):c.4129C>T neoplazm, 12
(p.Pro1377Ser) smiflandirilamayan
rs125712471 | NM_000314.8(PTEN): | Patojenik,
9 €.802-1G>A Olasi
patojenik
rs587782360 | NM_000314.8(PTEN): | Patojenik
C.403A>G PTEN hamartom
(p.1le135Val) tiimor sendromu,
rs869312776 | NM_000314.8(PTEN): | Olas1 Makrosefali-otizm 8.1519.20
PTEN c.408T>G patojenik sendromu, Kalitsal ' ;”’ '
(p.Cys136Trp) kansere yatkinlik
rs121913294 | NM_000314.8(PTEN): | Patojenik, sendromu, Cowden
c.518G>A Olast sendromu
(p-Argl73His) patojenik
rs786204862 | NM_000314.8(PTEN): | Patojenik,
€.493-1G>A Olasi
patojenik
PTPN11 |rs121918464 | NM_002834.5(PTPN1 | Patojenik, Astrositom,
1):c.226G>A Olasi Noroblastom, Juvenil
(p.Glu76Lys) patojenik miyelomonositik
16semi, Rasopati, 17
Noonan sendromu
TERT rs124253581 | NM_198253.2(TERT): | Patojenik, 1,457,91
5 C.-124C>T Olas1 Melanom, kutandz 4,15,
patojenik malign, Glial timoér | 17,19,20,2
3
TP53 rs730881999 | NM_000546.6(TP53): | Patojenik Glioblastoma, Glial




€.380C>A

timor, Li-Fraumeni
sendromu, Kalitsal

kansere yatkinlik
sendromu

(p-Ser127Tyr)

rs876659675 | NM_000546.6(TP53): | Olast
C.764T>C patojenik
(p.11e255Thr)

rs105751784 | NM_000546.6(TP53): | Patojenik

0

€.626_627del
(p.Arg209fs)

5,6,13,14,1
7

4.5.2. YND Analizi Sonucunda Klinik Onemi Bilinmeyen Varyantlar

Archer analiz platformu tarafindan uygulanan somatik filtre sonuglarma gore

YND analizi sonucunda tiim hastalarda ortalama 12 somatik varyant belirlenmis olup

bunlardan iki genin dizileme hatast oldugu belirlendi. Gergek varyantlarin “COSMIC”,

“Clinvar”, “NCBI” ve “ENSEBML” sitelerinde varyant analizi yapildi. Ileri analiz

sonucunda patojenik olmayan varyantlar iyi huylu (benign) veya klinik Gnemi

bilinmeyen (VUS) olarak gruplandirildi. Tablo 4-3’te VUS varyantlarin gen listesi

gosterildi.
Tablo 4-3: VUS varyantlarin gen listesi

Gen Varyant ismi rs numarasi | Varyant bulunan
sembolii hastalar
FBXW7 NM_018315.4:c.345-6_345-5del rs745908066 | Tiim hastalar
PIK3CA NM_006218.4(PIK3CA):c.1571G>A rs104885999 | 7

(p.Arg524Lys)
VHL NM_000551.4(VHL):c.86_87delinsTT rs879254115 | 23

(p.Gly29Val)

4.5.3. YND Analizi ile Saptanan Benign Varyantlar
Ileri analiz sonucunda patojenik olmayan iyi huylu (benign) varyantlarin gen

listesi Tablo 4-4’te gosterildi.




Tablo 4-4: Benign varyantlarin gen listesi

Varyant
Gen bulunan
sembolii | Varyant ismi rs numarasi hastalar
NM_000038.6(APC):c.2586C>G (p.Asn862Lys), |rs147972247,
APC NM_000038.6(APC):c.7504G>A (p.Gly2502Ser), rs2229995, 1,4,22
NM_000038.6(APC):c.3949G>C (p.Glul317GlIn) rs1801166
4
CDH1 NM_004360.5(CDH1):c.2440-6C>G rs139757930
7,13,19
CDKN2A | NM_000077.5(CDKN2A):c.442G>A (p.Alal48Thr) | rs3731249
6
FGFR3 |NM_000142.5(FGFR3):c.1075+5C>T rs3135885
NM_005235.3(ERBB4):c.884-7del,
ERBB4 | NM_005235.3(ERBB4):c.884-8 884-7del, rs67894136 | Tium hastalar
NM_005235.3(ERBB4):c.884-20dup
MET NM_000245.4(MET):c.1124A>G (p.Asn375Ser) rs33917957 5
MLH1 NM_000249.3:¢c.1217G>A rs41294980 12
MPL NM_005373.3(MPL):c.1565+5C>T rs41269541 8
NRAS NM_002524.4:¢c.46 A>G rs142739534 20

4.5.4. YND Analizi ile Saptanan Kopya Sayis1 Degisimleri
Hedefli gen panelinde analiz edilen genlerden EGFR, CDK4 ve MDM2

genlerinde kopya sayis1 artis1 tespit edildi (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Kopya sayis1 artis1 bulunan genler

Varyant bulunan
Gen Sembolii | Kopya Sayis1 Artisi hastalar
4,62 14
CDK4
4,57 20
3,25 4
EGFR
8,67 7




3,11 15

5,38 20

MDM2 13,18 17

En yiiksek CNV artis1 Glial 17 nolu hastada MDM2 geninde 13,18 katlik bir
artis bulundu (Sekil 4-13).

Primer: MDM2_chr12_69218103_24_+ A1_GSP2
Copy number: 13.56
Z-score: 3.82
Gene: MDM2
2 Group: MDM2

Sekil 4-13: Glial 17 nolu hasta MDM2 CNV sonucu

EGFR geni amplifikasyonu, glioblastomada karakteristik genetik degisim
olarak gosterilmektedir ancak diisiik dereceli gliomalarda nadir goriilmektedir. EGFR
kopya sayisi artis1 degisimleri 12 glioblastoma hastasinin 4’tinde goriilmektedir (Tablo
4-5). Glial 7 nolu hastaya ait EGFR geni CNV sonucu Sekil 4-14’de gosterilmektedir.

Primer: EGFR_chr7_55259350_29_+ A1_GSP2
Copy number: 8.73
Z-score: 2.53
Gene: EGFR

2 Group: EGFR

Sekil 4-14: Glial 7 nolu hasta EGFR CNV sonucu

4.5.5. YND Sonuclarmin Sanger Dizileme Ile Dogrulanmasi

YND analizi sonucunda hastalarda belirlene ancak IGV (“Integrative Genomics
Viewer”) dizileme gorintileme araci ile kontrol edildiginde FOXL2 ve FBXW7
genlerinde goriilen varyantlarin (NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Alal79Gly),
FBXW7 NM_018315.4:c.345-6_345-5del) dizileme hatasi olabilecegi diistiniilerek
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Sanger dizileme ile kontrol edildi. PZR sonrasi agaroz jelde goriintillendi (Sekil 4-15).
FOXL2 ve FBXW?7 yeni nesil dizileme goriintiisii Sekil 4-16 ve 4-17’de gosterildi.

Sekil 4-15: FOXL2 ve FBXW?7 genlerinin PZR iiriinii agaroz jel goriintiisii

Hurman (GRCH37(1g19)
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Sekil 4-16: FOXL2 genindeki varyantin (NM_023067.4 (FOXL2):¢c.536C>G (p.Alal79Gly))
yeni nesil dizileme goriintiisii

FBXW?7 geni delesyon bolgesi homopolimer bolgede (tekrarli A) yer aldigindan

dolay1 dizilemede bazen hatali olarak okunabilmektedir. Bu nedenle dogrulama

yapilarak varyantin varlig1 tespit edildi.
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Sekil 4-17: FBXW?7 genindeki varyantin (NM_018315.4:¢.345-6_345-5del) yeni nesil

dizileme goriintiisii

Sanger sonuglari analizi ile FOXL2 geninde saptanan

(NP_075555.1:p.Alal79Gly) varyantin okuma hatas1 oldugu (Sekil 4-18, 4-19), buna

kars1

FBXW7 genindeki (NM_018315.4:c.345-6_345-5del) delesyonun oldugu

dogrulandi (Sekil 4-20, 4-21).

UN NI anh “ MumLmL H“ il t“

| ELIF_NUR_BOZDAG_GLI-15-FOXL FOXL2_2023.04.18-17.23-49B09 211 bases 2-212)

Sekil 4-18: FOXL2 NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Alal79Gly) varyantinin oldugu

bolgenin Sanger dizileme sonucu
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Homo sapiens forkhead box L2 (FOXL2), mRNA
Sequence ID: NM_023067.4 Length: 2914 Number of Matches: 1

Range 1: 1009 to 1200 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
348 bits(188) 3e-91 191/192(99%) 1/192(0%) Plus/Minus

Query 20 TGCACGCGTGTGTACGGCCCGTACGAGGCGGCCGGGCCCGCCAGCCCCTTGACCACAGCG 79

) FECCEEEEEEEEEEEeeeee et ee e eeeeeeee e et e e e ety
Sbjct 1200 TGCACGCGTGTGTACGGCCCGTACGAGGCGGCCGEECCCGCCAGCCCCTTGACCACAGCG 1141

Query 80 GCCGCGCCAGGGCTACCGGGGCCCGCGGCTGCAGCCGCAGCTGCTGCAGCCGCTGCGGCT 139

) FECCEEEEEEEeee et et e et e ereeeerd
Sbjct 1140 GCCGCGCCAGGGCTACCGEEECCCECGGLTGCAGCCGCAGCTGCTGCAGCCGCTGCGGCT 1081

Query 140  GCCGCCATCTGGCAGGAGGCATAGGGCATGGGTGAGGGAGGCTGCGGTAGCGGCCACGA- 198

) FECEEREE et e et eee et e e e e eeet e
Sbjct 1080 GCCGCCATCTGGCAGGAGGCATAGGGCATGEGTGAGGGAGGCTGCGGTAGCGGCCACGAG 1021

Query 199  TTGTTGAGGAAG 210

LLLLETEELLT
Sbjct 1020 TTGTTGAGGAAG 1009

Sekil 4-19: FOXL2 NM_023067.4 (FOXL2):¢.536C>G (p.Ala179Gly) varyanti icin Sanger
dizileme sonucunun Blast analizi

n Samples
@S- FF/ORT I (NI H®E 7

X AAGTAT CTATCTTTGCTTTCACTTTTGTTTITTTTCCT TTTATCCTTTCTCTCTCTCTTITTTTTITTT)

A ELIF_NUR.BOZDAG_GLI-20-FBXW7_FBXUTF_2023-08-10-15-55-2560470 250 300 310
- I
| A n { \ " ‘l \ 1\ £ \ f |‘ "
00ttt sl
LT‘ ELIF_NUR_BOZDAG_GLI-20-FBXW7_FBXW7F_2023.05-10-15-55-25G04 2 bases (113-114) er; & 3

Sekil 4-20: FBXW?7 geni NM_018315.4:¢.345-6_345-5del delesyonunun Sanger dizileme ile
gosterilmesi

Homo sapiens F-box and WD repeat domain containing 7 (FBXW7), RefSeqGene
Sequence ID: NG _029466.2 Length: 223330 Number of Matches: 1

Range 1: 194494 to 194882 CenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
614 bits(332) 6e-171 370/389(95%) 0/389(0%) Plus/Plus
Query 11 ATATTTTAACTTTATTTGTATATATTAACAACTTGCAGTTTTGTCATGGAGATTCTGTTA 70

- PELLLLLEEELERE Rt e e e tiyyl
Sbjct 194494 ATATTTTAACTTTATTTGTATATATTAACAACTTGCAGTTTTGTCATGGAGATTCTGTTA 194553

Query 71 TTGGTTGCAATTAGCATTTCTGGGATAATAACAGGCGTTATATAGGAGGGAGGAAA 130

. IIIlII|||||||IIIIIII|||IlIlII1IIIIIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIII
Sbjct 194554 TTTGGTTGCAATTAGCATTTCTGGGATAATAACAGGCGTTATATAGGAGGGAGGAAACTT 194613

Query 131 ACTGTAAGAATAGCAAATAGGTTTTGTGTACCTGTGATCTCTGGGAAGAAAGGTAATTAA 190
. IIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIII1IIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 194614 ACTGTAAGAATAGCAAATAGGTTTTGTGTACCTGTGATCTCTGGGAAGAAAGGTAATTAA 194673

Query 191 TTGATGTTTGAAATATGCCAGATCATCATTCTTTGTACTAGAATCTATTATTAATAAGTA 250

) DELCLLLEEEEREE Rttt et e e e et e neetnl
Sbjct 194674 TTGATGTTTGAAATATGCCAGATCATCATTCTTTGTACTAGAATCTATTATTAATAAGTA 194733

Query 251 TCTAtctttgctttcacttt tttttccttttatectttctetctetettttttttt 310

: LT IIIIIIIII]IlfII] PELDLLELLEREEEEEE e ety
Sbjct 194734 TCTATCTTTGCTTTCACTTTTGTTTTTTTCCTTTTATCCTTTCTCTCTCTCTTTTITITIT 194793
Query 311 lI(I !I ‘| lIIC(AG(]S{'IICI?C(I?/I&(lCCICIﬁ(]ZﬁTT}}G?GI?CI,??(I{ 370
Sbjct 194794 TTTTTGTAGTACCACTGGGCTTGTACCATGTTCAGCAACACCAACAACTTTTGGGGACCT 194853

Query 371 CAAAACACCCAAGGGCCAGGGGCAACAAC 399

x [E L LE T T LHLEEETT
Sbjct 194854 CAGAGCAGCCAATGGCCAAGGGCAACAAC 194882

Sekil 4-21: FBXW?7 geni NM_018315.4:¢.345-6_345-5del delesyonu icin yapilan Sanger
dizileme sonucunun blast analizi



4.6. Hastalarin  Genetik  Verileri ile Klinik ve Patolojik Ozelliklerinin
Karsilastirilmasi

Hastalarin ATRX, NF1 tiimor dokusu ekspresyon degerleri, YND analizinde
saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT,
NOTCH1, TP53 mutasyon verileri, MDM2, CDK4 ve EGFR amlifikasyonlari, MGMT
metilasyon analizi sonuglar1 ile patoloji rapor bilgilerinde yer alan yas, mitoz,
immiinohistokimyasal test sonuglar1 (Ki67, GFAP), VEP ve nekroz verileri

kasilagtirildi.

ATRX ve NF1 gen ekspresyon analizi sonuglar1 kategorize edilerek; bunun igin
ATRX ve NF1 ekspresyonu ortanca ekpresyon degerine (sirasiyla 0,07 ve 0,03) gore

yiiksek ve diislik eksprese eden olmak tizere iki gruba ayrildi.

4.6.1. ATRX Ekspresyon Verileri ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmas:

Timor dokusunda ATRX ekspesyon analizi sonuglart ile YND analizinde
saptanan IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53
mutasyon varhigi ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu
analizi sonuglar1 Ki-kare testi yapilarak karsilastirildi. ATRX geninin tiimor dokusunda
ekspresyonun azalmasi NF1 ekspresyonun azalmasi ile anlamli bulundu (p=0,003).
ATRX ekspresyonun azalmasi IDH mutasyon durumu ile anlamli bulundu (p=0,055)
(Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Tiimoér dokusunda ATRX ekspresyonu ile genetik ozelliklerin Ki-kare testi ile

karsilastirmasi
ATRX Ekspresyonu ile
Karsilastirilan Ekspresyon | Ekspresyon
Gruplar p Kategori azalmis artmis
Diisiik 1
NF1 Ekspresyonu 0,003 Yiksok 1 7
Mutant 0 3
IDH1 0.055 Yabanil tip 8 5
BRAF 1000 [Mutant L =
Yabanil tip 7 7
Mutant 2 3
HNF1A 0.590
Yabanl tip 6 5
M 1 2
PTEN 0.522 utant -
Yabanil tip 7 6
Mutant 1 0
PTPN11 .302
0-30 Yabanil tip 7 8




Mutant 1 2
EGFR 0-522 Y;bzzll tip 7 6

Mutant 6 5

TERT 0.590 Y:b:ﬂﬂ tip 2 3

Mutant 2 3

TPS3 0-590 Y;bzrrlll tip 6 5

Mutant 1 0

NOTCHL 0.302 Y;bzzll tip 7 8
MDM2 amplifikasyonu |0,302 XZL ; g
EGFR amplifikasyonu  |0,248 :2[( 2 ;
CDK4 amplifikasyonu |1.000 \\:?)L ; ;
MGMT Metilasyonu | 1.000 52121;1( j j

4.6.2. NF1 Ekspresyon Verileri Ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Timdr dokusunda NF1 ekspesyon analizi sonuclart ile
saptanan IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN1l, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53
mutasyon varligi ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu
analizi sonuglar1 Ki-kare testi yapilarak karsilastirildi. NF1 geninin timor dokusunda
ekspresyonun azalmasi ile ATRX ekspresyonunun azalmasi anlamli bulundu (p=0,003).

NF1 ekspresyonunun azalmasi IDH mutasyon durumu ile anlamli bulundu (p=0,055)

(Tablo 4-7).

Tablo 4-7: Tiimoér dokusunda NF1 ekspresyonu ile genetik 6zelliklerin Ki-kare testi ile

karsilastirmasi

YND analizinde

NF1 Ekspresyonu ile

Karsilastirilan Ekspresyon | Ekspresyon

Gruplar p Kategori azalmis artmis

Diisiik 7 1
ATRX Ek
spresyonu 0,003 Yiksek 1 7
IDH1 0.055 Mutant - 0 3
Yabanil tip 8 5
Mutant 2 0
BRAF 131

0.3 Yabanil tip 6 8
Mutant 1 4
HNFIA 0,106 Yabanil tip 7 4
PTEN 0522 |utant L 2
Yabanil tip 7 6




Mutant 1 0

PTPNIL 0.302 Y;bzzll tip 7 8

Mutant 1 2

EGFR 0,522 Yaubzzll tip 7 6

Mutant 5 6

TERT 0,590 Y;bzrrlll tip 3 2

Mutant 2 3

TPS3 0,590 Y;bzzll tip 6 5

Mutant 1 0

NOTCHI 0.302 Yﬁbiﬂ tip 7 8
MDM2 amplifikasyonu |0,302 :2[( ; g
EGFR amplifikasyonu |0,248 \\:?)L 2 ;
CDK4 amplifikasyonu | 1,000 ¥2L ; %
. Diisiik 5 3

MGMT Metilasyonu | 0,317 Yzli‘;ek - -

4.6.3. Yas Ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Yas ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND analizinde saptanan patojenik
varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53
mutasyon varligt ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu
analizi sonuglart Mann-Whitney U testi ile karsilagtirildi. Yasa goére IDH mutasyon
durumu, TERT promotér mutasyon durumu anlamli derecede iligkili bulundu (Tablo 4-
8). IDH mutant olan hastalarin yas ortalamasi 32 iken, mutasyon bulunmayan hastalarin
yas ortalamasi 58 bulundu (p=0,025). TERT promotor mutant olan hastalarin yas
ortalamasi 61 iken, mutasyon bulunmayan hastalarin yas ortalamasi 36 bulundu

(p=0,005).

Tablo 4-8: Hastalarimin yaslari ile genetik 6zelliklerinin Mann-Whitney U testi ile

karsilagtirilmasi
Yas ile Karsilastirilan

Gruplar P Kategori Ortalama yas (o)
ATRX 0.161 Diisiik 60 (4,56)
Ekspresyonu ' Yiiksek 46 (6,82)
Diisiik 55 (6,87

NF1 Ekspresyonu | 0,645 |——" (687
Yiksek 51 (5,75)

IDH1 0,025 Mutant ' 32 (2,60)
Yabanil tip 58 (4,36)




Mutant 37 (18)
BRAF 0,200 ,
Yabanil tip 55 (4,26)
Mutant 44 (6,23)
HNF1A 0,145 .
Yabanil tip 57 (5,39)
Mutant 63 (3,21)
PTEN 0,296 ,
Yabanil tip 50 (5,14)
PTPN11 0,125 Mutant . -
Yabanil tip 51 (4,27)
Mutant 56 (7,53)
EGFR 0,800
Yabanil tip 52 (5,17)
TERT 0,005 |Mutant 61 (3,80)
Yabanil tip 36 (6,27)
Mutant -
NOTCH1 0,875 :
Yabanil tip 53 (4,65)
TP53 1,000 Mutant . 53 (6,49)
Yabanil tip 53 (5,81)
MDM2 amplifikasyonu | 0,125 | -
P Y . Yok 51 (4,27)
EGFR amplifikasyonu |0,446 a 60 (6,62)
Yok 51 (5,36)
CDK4 amplifikasyonu |0,700 Var 60 (2,00)
Yok 52 (4,94)
_ Diisiik 18 (6.62
MGMT Metilasyonu | 0,161 | 8 (6,62)
Yiiksek 58 (5,41)

(o: Standart sapma degeri, p:Istatistiksel anlamlilik degeri (p<0,05))

4.6.4. Mitoz Degeri Ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Kanser hiicrelerinin belli bir alanda taranan mitoz verileri ile ATRX, NF1 gen
ekspresyon verileri, YND analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF,
HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varligi ve MDM2,
CDK4 ve EGFR amplifikasyonlarr, MGMT metilasyonu analizi sonuglar1 Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. Mitoz ile ATRX gen ekspresyonu ve IDH mutasyon
durumu anlamli derecede iliskili bulundu (Tablo 4-9). ATRX gen ekspresyonu diisiik
hastalarin mitoz degeri 12 iken ekspresyonu yiiksek hastalarin mitoz degeri 7 bulundu

(p=0,038). IDH mutant olan hastalarin mitoz degeri 1 iken, mutasyon bulunmayan

hastalarin mitoz degeri 12 bulundu (p=0,004).




Tablo 4-9: Mitoz ile genetik 6zelliklerinin Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmasi

Mitoz ile .
. Mitoz
Karsilastirilan p Kategori degeri(c)
Gruplar £
ATRX 0,038 Diisiik 12 (1,41)
Ekspresyonu ' Yiiksek 7(2,17)
Diisiik 11 (1,79)
NF1 Ekspresyonu 0,328
presy ! Yiksek 8 (2,26)
Mutant 1(0,88)
IDH1 0,004
' Yabanil tip 12 (1,14)
Mutant 8 (5,5)
BRAF 0,817
' Yabanil tip 10 (1,52)
Mutant 9 (2,89)
HNF1A 74
0.743 Yabanil tip 10 (1,68)
Mutant 13 (1,33)
PTEN 0.521 Yabanil tip 9 (1,67)
Mutant -
PTPN11 0,125
' Yabanil tip 9 (1,46)
Mutant 12 (0,33)
EGFR 1
G 000 Yabanil tip 9(1,73)
Mutant 11 (1,54)
TERT 0,221
' Yabanil tip 6 (2,76)
Mutant -
NOTCH1 2
otc 0625 Yabanil tip 9(1,49)
Mutant 11 (2,69)
TP 1
53 0,510 Yabanil tip 9(1,72)
MDM2 amplifikasyonu | 0,125 var i
plTikasy ! Yok 9 (1,46)
. Var 9(2,01)
EGFR lifik 21
GFR amplifikasyonu 0,5 YoK 10 (1.82)
- Var 14 (2)
CDK4 amplifikasyonu 0,417 VoK 9 (1,56)
. Diisiik 11 (1,76)
MGMT Metil 0,721
ehiasyonu ! Yiiksek 9(2,31)

( o: Standart sapma degeri, p:Istatistiksel anlamlilik degeri (p<0,05))

4.6.5. Ki67 Degeri ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Hastalarin Ki67 degerleri ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND
analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR,
pTERT, NOTCHL, MDM2, CDK4 ve EGFR

amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu analizi sonuglar1 Mann-Whitney U testi ile

TP53 mutasyon varhigi ve

karsilastirildi. Ki67 degerleri ile IDH mutasyon durumu anlamli derecede iliskili



bulundu (Tablo 4-10).
bulunmayan hastalarin Ki67 degeri %31 bulundu (p=0,004).

IDH mutant olan hastalarin Ki67 degeri %3 iken, mutasyon

Tablo 4-10: Ki67 ile genetik ozelliklerin Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmasi

Ki67 ile
Karsilastirilan Ki67 (o)
Gruplar p | Kategori
ATRX Diisiik %28 (4,70)
Ekspresyonu 0,328 | Yiiksek %23 (8,74)
Diisitk %24 (5,08)
NF1 Ek
SPrEsyont 1 4 959 [ Yiiksek %27 (8,64)
Mutant %3 (0,88)
IDH1 0,004 ;
Yabanil tip %31 (4,96)
Mutant %28 (21,5)
BRAF 17
i Yabanul tip %25 (5,09)
Mutant %19 (6,82)
b 0.510 Yabanil tip %28 (6,37)
Mutant %28 (4,41)
PTEN 11
06 Yabanil tip %25 (5,94)
Mutant -
PTPN11 7
08 Yabanil tip %24 (5,09)
Mutant %25 (7,63)
EGFR 0,800
’ Yabanil tip %26 (5,83)
Mutant %29 (5,78)
TERT 2
0.320 Yabanil tip %18 (8,28)
Mutant -
NOTCHL 0.250 Yabanil tip %24 (4,89)
Mutant %31 (11,76)
TP53 0,743
’ Yabanil tip %23 (4,94)
MDM2 amplifikasyonu |0,375 2" -
pHTTKasy =15 Yok %24 (5,09)
- Var %21 (4,27)
EGFR amplifikasyonu |0,770
pifikasy P Yok %27 (6,35)
.. Var %25 (5,00)
DK4 lifik 1
C amplifikasyonu | 1,000 Yok %25 (5,55)
. Diisiik %23 (5,75)
MGMT Metil
G etilasyonu | 0,959 Yiksek %27 (8.17)

: Standart sapma degeri, p:Istatistiksel anlamlilik degeri (p<0,05))




4.6.6. Evre Ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Hastalarin timor evre siniflamasi ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND
analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR,
PpTERT, NOTCHL1, MDM2, CDK4 ve EGFR

amplifikasyonlar, MGMT metilasyonu analizi sonuglari Ki-kare testi yapilarak

TP53 mutasyon varhigi ve

karsilastirildi. Yiiksek ve diisiik evre kategorisi ile ATRX gen ekspresyonu, IDH ve
TERT mutasyon durumu anlamli derecede iligkili bulundu (Tablo 4-11). ATRX gen
ekspresyonu diisiikk hastalarin yiiksek evreli oldugu bulundu (p=0,021). 4 diisiik evreli
hastanin 3’ IDH mutant bulundu ve tiim yiiksek evreli glioblastoma hastalar1 ve 1
(p=0,001). TERT promotor

mutasyonu olan 11 hastanin 10’u yiiksek evreli bulundu (p=0,029).

diisiik evreli hasta IDH yabanil tip olarak bulundu

Tablo 4-11: Evre ile genetik ozelliklerin Ki-kare testi ile karsilastirmasi

Evre ile Karsilastirilan Diisiik Yiiksek
Gruplar p Kategori evre (n) evre(n)
ATRX 0,021 lesuk 0 8
Ekspresyonu Yiiksek 4 4
Diistik 1 7
NF1 Ekspresyonu 0,248 Yiksok 3 3
Mutant 3 0
IDH1 1
0,00 Yabanil tip 1 12
Mutant 1 1
BRAF 0.383 Yabanil tip 3 11
HNF1A 0,350 Mutant - 2 3
Yabanil tip 2 9
Mutant 0 3
PTEN 267
0.26 Yabanil tip 4 9
M 1
PTPN11 0,551 utant - 0
Yabanil tip 4 11
Mutant 0 3
EGFR 267
G 0.26 Yabanil tip 4 9
Mutant 1 10
TERT 2
0,029 Yabanil tip 3 2
NOTCH1 0551 utant 0 L
Yabanil tip 4 11
Mutant 1 1
TP 7
>3 0,755 Yabanil tip 3 8
- Var 0 1
MDM2(amplifikasyonu) | 0,551 VoK 2 11
. Var 0 4
EGFR (amplifikasyonu) | 0,182 YoK 2 3




— Var 0 2
CDK4(amplifikasyonu) | 0,383 | 4 10
_ Diisiik 2 0

MGMT Metilasyonu 1,000 Yiiksek 2 6

(n: hasta sayis1, p:Istatistiksel anlamlilik degeri (p<0.05))

4.6.7. VEP Ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Hastalarin vaskiiler endotelyal proliferasyon verileri ile ATRX, NF1 gen
ekspresyon verileri, YND analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF,
HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varligi ve MDM2,
CDK4 ve EGFR amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu analizi sonuglart Ki-kare testi
yapilarak karsilastirildi. VEP ile ATRX gen ekspresyonu, IDH ve TERT mutasyon
durumu anlamli derecede iligkili bulundu (Tablo 4-12). VEP varligi, diisiik ATRX
ekpresyonu ile iligkili bulundu (p=0,021). VEP varligi ve IDH1 negatifligi ile iliskili
bulundu (p=0,001). TERT mutasyonu VEP varligi ile iliskili bulundu (p=0,029).

Tablo 4-12: VEP ile genetik ozelliklerin Ki-kare testi ile karsilastirmasi

VEP ile Karsilastirilan
Gruplar p Kategori Var Yok
ATRX 0,021 lesuk 8 0
Ekspresyonu Yiiksek 4 4
Diisiik 7 1
NF1 Ekspresyonu 0,248 Yiksok 5 3
Mutant 0 3
IDH1 0,001 -
Yabanil tip 12 1
Mutant 1 1
BRAF 0,383
' Yabanil tip 11 3
Mutant 3 2
HNFIA 0.350 Yabanil tip 9 2
Mutant 3 0
PTEN 267
0.26 Yabanil tip 9 4
Mutant 1 0
PTPN11 0,551
' Yabanil tip 11 4
Mutant 0
EGFR 0,267 .
Yabanl tip 9 4
Mutant 10 1
TERT 0,029
' Yabanil tip 2 3




Mutant 4 1

NOTCHI 0.755 Y;biﬂﬂ tip 8 3
Mutant 1

TP53 0551 Y;b:?m tip 11 ?1

MDM2 amplifikasyonu | 0,551 XZL 1 2

EGFR amplifikasyonu | 0,182 \\:iL g 2

CDK4 amplifikasyonu 0,383 XZL 120 2

- Disik 2

MGMT Metilasyonu 1,000 Yzlil;ek ° 2

4.6.8. Nekroz Verileri ile Genetik Ozelliklerin Karsilastirmasi

Hastalarin nekroz verileri ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND
analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR,
pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varligt ve MDMZ2, CDK4 ve EGFR
amplifikasyonlari, MGMT metilasyonu analizi sonuglar1 Ki-kare testi yapilarak
karsilastirildi. Nekroz ile IDH mutasyon durumu anlamli derecede iligkili bulundu
(Tablo 4-13). Nekroz varligi IDH1 negatifligi ile iligkili bulundu (p=0,004).

Tablo 4-13:Nekroz verileri ile genetik ozelliklerin Ki-kare testi karsilastirmasi

Nekroz ile
karsilastirilan gruplar P Kategori Var Yok

ATRX 0.106 Dljsuk 7 1
Ekspresyonu Yiiksek 4 4
Diistik 6 2
NF1 Ekspresyonu 0,590 Yiksok 5 3
IDH1 0,004 | Mutant ' 0 3
Yabanl tip 11 2
0,541 | Mutant 1 1

BRAF '
Yabanil tip 10 4
HNELA 0,611 | Mutant ‘ 3 2
Yabanil tip 8 3
PTEN 0,195 | Mutant ' 3 0
Yabanl tip 8 5
PTPN11 0,486 | Mutant 1 0




Yabanil tip 10 5

FCrR M i T8 :
Mutant 2

TERT o Y;bzzll tip 2 3
notent 0,480 yﬁﬁ:ﬂfl tip 110 2
Mutant 1

TPos o Y;bzzll tip 7 4

MDM?2 amplifikasyonu | 0,486 \\:2:( 110 g
EGFR amplifikasyonu | 0,755 Xi[( : 411
CDK4 amplifikasyonu | 0,308 :2:( g’ (23
MGMT Metilasyonu | 0,590 52121;1( g g

MGMT metilasyon verileri kategorize edilerek genetik veriler ile Ki-kare testi

karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamad.

4.7. Sagkalim Analizi

Hastalarin sagkalim analizi ameliyat tarihi itibari ile vefat eden hastalarin 6liim
tarihleri arasindaki siire giin olarak hesaplandi. Hastalarda saptanan patojenik
varyantlarin sagkalima etkisinin analizi Kaplan Meier yontemiyle analiz edildi. Faktore
bagli Log Rank testi ile HNF1A gen mutasyonu olan hastalarin sagkalimi, negatif
hastalara gére anlamli diizeyde yiiksek buundu (p=0,022) (Tablo 4-14). Diger genetik

degisikliklerin sagkalim iizerinde etkisi olmadig1 gosterilmistir (p>0,05).

Tablo 4-14: Faktore bagh Log Rank testi ile sagkalim analizi

Faktor p degeri (Log Rank)
ATRX ekspresyonu 0,313
NF1 ekspresyonu 0,174
IDH1 0,129
BRAF 0,420
HNF1A 0,022
PTEN 0,225




TERT 0,406

EGFR 0,941
NOTCH1 0,065

TP53 0,377

MDM2 amplifikasyon 0,012
EGFR amplifikasyon 0,410
CDK4 amplifikasyon 0,079
MGMT Metilasyonu 0,939

Sagkalim analizi yapilan genetik degisimlerin mutasyon durumuna gore

ortalama sagkalim giin degerleri Tablo 4-15’de gosterildi.

Tablo 4-15: Faktore gore ortalama sagkalim giin degerleri

Faktor P degeri | Mutasyon durumu | Giin (%95
Giiven Aralig)

BRAF 0,420 Yabanil tip 647 (475-818)
Mutant 304 (112-495)
PTEN 0,225 Yabanil tip 657 (473-842)
Mutant 429 (152-705)
TERT 0,406 Yabanil tip 673 (450-895)
Mutant 586 (387-785)
EGFR 0,941 Yabanil tip 627 (446-808)
Mutant 459 (239-679)
NOTCH1 0,065 Yabanil tip 657 (493-821)
Mutant 166 (166-166)
TP53 0,377 Yabanil tip 683 (501-865)
Mutant 471 (192-750)
ATRX 0,313 Diisiik ekspresyon 540 (361-718)
Yiiksek ekspresyon 703 (461-945)
NF1 0,174 Yabanil tip 521 (330-713)
Mutant 703 (461-945)
MGMT (metilasyon) 0,939 Yabanil tip 530 (319-741)
Mutant 666 (464-867)
EGFR (amplifikasyon) 0,410 Yok 655 (452-858)
Var 548 (284-812)
- 0,079 Yok 670 (494-845)

CDK4 (amplifikasyon) ar 368 (9-726)

Sagkalim fonksiyon grafigi kiimiilatif sagkalim ve gilin arasinda HNF1A
mutasyon durumu, ATRX ve NF1 ekspresyonu, MGMT metilasyonu ve CDK4

amplifikasyonu igin gosterildi.



Sekil 4-22: HNF1A mutasyonunun sagkalim iizerine etkisi
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Sekil 4-23: Tiimor dokusundaki ATRX ekspresyonunun sagkalim iizerine etkisi
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Sekil 4-24: Tiimor dokusundaki NF1 ekspresyonunun sagkalim iizerine etkisi
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Sekil 4-25: MGMT metilasyonunun sagkalim iizerine etkisi
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Sekil 4-26: CDK4 amplifikasyonunun sagkahm iizerine etkisi
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5. TARTISMA

“Diinya Saghk Orgiiti” (DSO) tarafindan Merkezi Sinir Sistemi (MSS)
tiimorlerine yonelik siniflama kriterleri 2021 yilinda giincelledi. Giincellenen siiflama
kriterleri ile molekiiler degisimler genisletilmis ve epigenetik degisimlerin de Gnemi
vurgulanmistir  (8). MSS tiimorlerinden glial tlimdrlerin  heterojen molekiiler
degisimlerinin ortaya konmasi tani ve prognozun daha dogru tahminini sagladig: gibi
klinik tedavide de yonlendirici olabilmektedir (16, 72, 73, 74). Bu genetik degisimlerin
ortaya konmasi yeni nesil dizileme (YND) ile hedefli gen paneli kullanim1 kapsamli bir
sekilde genlerin analiziyle yiiksek veri ¢iktilar1 saglayarak hastaligin prognozunun
anlasilmasinda 6nemlidir (62, 63). YND ile hedeflenen genlerdeki tiim molekiiler
degisiklikler; tek niikleotid degisimi (“Single Nucleotide Variation”-“SNV”),
delesyon/duplikasyon mutasyonu (indel), kopya sayisi degisimi (“Copy Number
Variation”-“CNV”’) saptanabilmektedir (61, 62, 63).

Calisma kapsaminda gen paneli ile YND analizi, ATRX ve NF1 genleri i¢in
ekspresyon seviyelerinin analizi, oligodendroglioma i¢in CIC geni mutasyon analizi ve
MGMT geni metilasyon analizi yapildi. Glial tiimérlere 6zgii ticari bir gen paneli
olmadigindan ¢alismamizda kullandigimiz panel solid tiimorlerde sik goriilen molekiiler
degisimleri igeren olduk¢a kapsamli bir paneldir. Sonuglarimiz somatik genetik
degisimlerin diisiik/yiiksek evre karsilagtirmasi ve gliomagenezde rol alan varyasyonlari
anlamamiz acgisindan ¢ok degerli bilgiler sunmaktadir. Kullanilacak solid tiimor gen
paneli bu tiimorlerde bulunan 67 geni (660 bdlge) igeren ticari bir paneldir (EK1 hedefe
yonelik gen panelindeki genler ve bolgelerin listesi). Calismamizda dizileme analizi ve
ATRX ve NF1 ekspresyonu ve MGMT metilasyon durumu analaiz edilerek glial
timorlerin alt tiplerinde molekiiler degisimlerin belirlenmesi, tanida smiflama igin
kullanilabilirliginin anlagilmasi ve heniiz klinik 6nemi bilinmeyen varyasyonlarin tespiti
ve sagkalim iizerine etkisi ile YND teknolojisinin klinikte uygulanabilirligine katki
saglanmasi amaglandi. Tiirkiye’de ATRX ve IDH1 genleri i¢in rutin patoloji biriminde

uygulanan immunohistokimyasal testler ile molekiiler tesler karsilastirildi.

ATRX ekspresyon kaybinin Nandakumar ve arkadaslari (29) ile Wiestler ve
arkadaglarinin (75) yaptig1 caligmalarda astrositomalarin siniflamasinda 6nemli oldugu

belirtilmistir. NF1 ekspresyon kaybina ATRX mutasyonlarinin eslik ettigi literatiirde



belirtilmistir (76). Calismamizda ATRX ve NF1 gen ekspresyon seviyelerinin, analiz
sonucunda astrositoma ve glioblastomada azaldig1 oligodendrogliomalarda daha yiiksek
oldugu goriildii. Hem tiimor dokusunda ve hem de periferik kan 6rneklerinde ATRX ve
NF1 ekspresyonu arasinda pozitif yonde korelasyon bulundu.  Ancak
immiinohistokimyasal ATRX sonuglar1 ile uyumlu sonuglar bulunamadi. Bunun
nedenlerinden biri kullanilan yontemilerin farklilik gostermesidir.
Immunohistokimyasal boyama hasta drneklerinde spesifik antikor kullanilarak ATRX
proteininin tespitine dayanmaktadir. Ancak tez ¢alismamizda kullandigimiz qRT-PZR
yonteminde mRNA diizeyinde analiz yapilmaktadir. QRT-PZR yontemi daha
nicelikseldir, immunohistokimyasal boyama sonuglar1 deneyim gerektirebilir ve
subjektif yorumlanabilir (91). Bu sebeple immunohistokimyasal sonuglar ile gqRT-PZR

ekspresyon analizinde farkli sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir.

CIC geni mutasyonlar1 oligodendroglioma smiflamasindaki karakteristik
degisimlerdendir (8, 30, 64, 76). Oligodendrogliomalarda bir¢ok CIC geni mutasyonlari
tanimlanmis olmasma karsin p.R215W mutasyonu en sik goriilen varyasyon olarak
bildirilmistir. Calismamizda oligodendroglioma tanili hastalarda p.R215W mutasyonun
oldugu CIC gen bolgesi Sanger dizileme ile analiz edilmistir. Oligodenrogliomali bir
hastanin sadece tiimor doku oOrneginde 5. eksonda ii¢ niikleotitlik GGT delesyon
(NM_015125.5 c¢.712_714del, p.Trp238del) saptandi. Bu varyasyon daha once
bildirilmemistir. Literatiirde bu bolgede daha 6nce oligoastrositomalarda ve gliomalarda
tek nikleotitlik bir delesyon (p.W238fs) veya anlamsiz mutasyon (p.W238%)
raporlanmistir (96). Bu varyasyonun periferik kan 6rneginde bulunmamasi ve somatik
mutasyon olarak tiimdr dokusunda saptanmasi oligodendroglioma olugumunda 6nemli
oldugunu gostermektedir. CIC geninde buldugumuz bu yeni mutasyonun daha genis
hasta popiilasyonunda taranmasi gerekmektedir. Hasta sayisinin daha fazla oldugu
caligmalarda bu delesyon bolgesini igeren analizlerin yapilmasi bu varyasyonun glial

tiimorlerden oligodendrogliomada 6neminin anlagilmasini saglayacaktir.

Bu calismada Tiirk popiilasyonudaki somatik mutasyonlar solid tiimor paneli ile
analiz edilerek patojenik ve klinik O6nemi heniiz bilinmeyen (VUS) varyantlarin
prognostik onemleri degerlendirildi. YND analizi sonucunda tiim hastalarda en az bir
tane patojenik varyant saptandi. YND analizi ile saptanan patojenik varyantlar: IDH1,
BRAF, TERT, TP53, EGFR, HNF1A, NOTCH1, PTPN11, PTEN gen degisimleri ile



MDM2, CDK4 ve EGFR gen amplifikasyonlaridir. Saptanan IDH1 mutasyonu glial
tiimorlerle iligkili bulunan R132H degisimidir. IDH1 mutasyon durumu MSS siniflama
kriterleri igerisinde en 6nemli olanidir (8, 20). Hasta grubumuzda ii¢ diisiik evreli
hastada IDH1 mutasyonu bulunmustur. Oligodendroglioma tanili iki hastada IDH1
mutasyonu literatiirdeki gibi TERT geni promotér mutasyonu ile birlikte bulunmustur
(78). Hasta grubumuzdaki yiiksek evre glioblastoma tanili hastalarin higbirinde IDH1
mutasyonu bulunmamaktadir. Hastalarin mitoz, proliferasyon indeksi Ki-67, vaskiiler
endotelyal proliferasyon ve nekroz degerleri IDH1 mutasyon olmayan yiiksek evreli
hastalarda IDH1 mutant diisik evreli hastalara gore anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

BRAF geninde saptanan patojenik varyantin (NM_004333.6 ¢.1799T>A,
p.Val600Glu) glial timorlerde goriilen karakteristik degisimlerden (33, 34) biri oldugu
bulundu. Bu varyasyon bir diisiik evreli ve bir yiiksek evreli hastada saptandi.
Literatirde BRAF V600E mutsyonu bu genin yapisal aktivasyonuna sebep olup
ERK/MAPK yolagmi aktive ederek tiimor olusumunda rol almaktadir (92). Tedavi
yaniti ile iliskisi ise ¢esitli kanserlerde BRAF; tirozin kinaz inhibitorleriyle hedeflenerek
tedavide basar1 gozlenmistir. Bu strateji ile BRAF aktive olan gliomalarda tirozin kinaz

inhibitorleri ile tedavi yanitlar1 elde edilmistir (92).

Glial tiimorlerde ©6nemli oldugu belirtilen TERT geni promotor bolge
varyasyonlar1 (23, 24, 27) (c.-124C>T, c.-146C>T) toplam 12 hastada saptandi.
Literatiirde glial tiimorlerle iliskili oldugu belirtilen (79) TERT promotor c.-124C>T
varyasyonu (NM_198253.3 c¢.-124C>T) dokuz hastada bulundu. Ug yiiksek evreli
hastada ise klinik Onemi belirli olmayan TERT c.-146C>T varyasyonu bulundu.
Literatiirde TERT promotér mutasyonlari, IDH1 mutant gliomalarda hayatta kalma
faydalar1 saglarken, IDH1 mutant olmayan hastalarda negatif prognostik belirleyici
oldugu bildirilmistir (93). Ancak glioblastomada TERT mutasyonunun prognostik
Oonemi, tim glioma tiirlerinde IDH mutasyonu ve MGMT metilasyonu kadar giiclii

olmadig1 belirtilmistir (93).

Glial timdrlerin siniflama kriterlerinde olan ve klinik 6nemi glial tiimorle iliskili
bulunan (8, 80) EGFR geninde bulunan patojenik varyasyonlar (NM_005228.5:
€.787A>C, p.Thr263Pro); NM_005228.5: ¢.866C>T, p.Ala289Val; NM_005228.5:
€.865 G>A, p.Ala289Thr) ii¢ yiiksek evreli glioblastoma tanili hastada saptandi. Lee ve



arkadaslarinin  (80) yaptig1 calismada yeni belirlenen EGFR yanlis anlamli
mutasyonlarinin beyin tiimorleri ile iliskisi ortaya konmustur. Bizim ¢alismamizda da
saptanan EGFR kinaz aktivitesini artiran bu varyasyonlar literatiirde glioblastomada

olas1 patojenik olarak bildirilmistir (80).

Astrositomalarda patojenik oldugu literatiirde bildirilen (81) PTPN11
varyasyonu (NM_002834.5 ¢.226G>A, p.Glu76Lys) bir yiiksek evreli glioblastoma
tanil1 hastada saptandi. Literatiirde glioblastomada ERK/MAPK sinyal yolagini aktive
eden mutasyonlardan oldugu bildirilen PTPN11 gen varyasyonu (94) astrositom hiicre
kokenli glioblastoma olusumunda ©6nemli olabilecegi diistintilmistiir. Fonksiyonel
caligmalarin yapilmasi ve daha yiiksek sayida hasta grubunda bu varyasyonun

bulunmasi ile rolii daha anlasilabilir olacaktir.

Kanser arastirma platformlarinda raporlanan miyeloproliferatif neoplazmda
patojenik oldugu belirtilen (82, 83) NOTCH1 varyasyonu (NM_017617.5 ¢.4129C>T,
p.Prol377Ser) bir yiisek evreli glioblastoma tanili  hastada  saptandi.
Oligodendrogliomalardaki siniflama kriterlerinde bulununan (8) NOTCH1 gen
degisimlerinin hasta grubumuzdaki iki oligodendrogliomada bulunmamasi hedefli gen
paneli bu genin dort ekzonik bdlgesini igermesinden kaynaklanabilir. Tim genin

analizi bu varyasyonlarin ortaya ¢ikma olasiligin1 artirabilir.

HNF1A geninde saptanan  varyasyonun (NM_000545.8  c.864del,
p.Pro291fsTer51) ise monogenik diyabet ile iligkili patojenik bir varyant oldugu
bildirilmistir  (84). HNF1A, kolon adenokarsinomu, akciger adenokarsinomu,
endometrial adenokarsinomu gibi birgok kanserle iliskisi literatiirde belirtilmistir (95).
Tez c¢alisamizda bulunan varyantin “EXAC” veritabaninda varyant alel frekans1 0.00112
olarak bildirilmistir. HNF1A varyasyonu saptanan iki diisiik evreli ve ti¢ yliksek evreli
hastada sagkalim oraninin bu hastalarda anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu (Log-
rank testi p=0,022)

PTEN geninde saptanan bes farkli varyanttan ikisi (NM_000314.8 c.403A>G
p.llel35Val; NM_000314.8 ¢.518G>A p.Argl73His) glioblastoma ve diifiiz
gliomalarda gosterilmistir (96). Diger saptanan {i¢ varyant (NM_000314.8 ¢.802-1G>A;
NM_000314.8 ¢.408T>G p.Cys136Trp; NM_000314.8 ¢.493-1G>A) patojenik ve olasi
patojenik olarak (85, 86) PTEN hamartom tiimor sendromunda, makrosefali-otizm

sendromunda, kalitsal kansere yatkinlik sendromunda ve Cowden sendromunda



tanimlanmis olup glial tiimorlerdeki patojenite durumu ortaya konmamistir. Hasta
grubumuzda bes yiiksek evreli glioblastoma tanili hastada bu bes farkli PTEN
varyasyonu saptandi. Bulunan bu varyantlar siniflama kriterlerine dahil olmayan PTEN
gen degisimlerinin glial tiimorlerdeki molekiiler degisimlerin analiz edilmesinde

Onemini ortaya ¢ikarmaktadir.

YND analizi sonucunda saptanan TP53 varyasyonlart (NM_000546.6 ¢.380C>A
p.Ser127Tyr; NM_000546.6 c¢.764T>C p.lle255Thr; NM_000546.6 c.626 627del
p.Arg209fs) patojenite durumlart glial tiimorlerde  bildirilmistir.  Siniflama
kriterlerindeki molekiiler degisimlerden biri olan TP53 gen varyasyonlar1 (8, 35, 36, 37)
diger tiimorlerde oldugu gibi glial timorlerde de gen boyu oldukg¢a heterojen dagilim

gostermektedir.

YND analizi ile tim hastlarda bulunan VUS varyantlardan FBXW7 geninde
saptanan  delesyonun  (NM_018315.4:c.345-6_345-5del)  patojenite  durumu
bildirilmemistir. Ancak Yang ve arkadaslarinin (97) yaptig1 hiicre kiiltiirii ¢aligmasi ile
glioma hiicrelerinde FBXW7'nin silinmesinin IDH1 ekspresyonunu negatif olarak
diizenledigi ve IDH1-mutant kanser hiicresinin radyasyona duyarliligini arttirdigi
bildirilmistir.

YND analizi ile yiiksek evreli glioblastoma tanili hastada 13 katlik MDM2
kopya sayist artis1 saptandi. MDM2’nin gorevi; TP53’e baglanarak yikimina neden
olmaktadir (87). Bu hastada MDM2 kopya sayisi artisginin TP53 iizerinden
gliomageneze neden oldugu disiiniilmektedir. MDM2 kopya sayisi artist ile TP53
mutasyonun birlikte bulunmasi1 TP53 fonksiyon kaybina neden oldugu ve eslik eden
TERT ve PTPN1l varyasyonlar1 ile birlikte glioblastoma gelisimine yol agtigi

distiniilmektedir.

CDK4 kopya sayist artigi saptanan iki yiiksek evreli gliblastoma tanili hastadan
birinde eslik eden varyasyonlar TERT, TP53; digerinde ise TERT, PTEN ve EGFR gen
varyasyonlaridir. CNV saptanan diger bir gen EGFR geni amplifikasyonu toplam dort
yiiksek evreli hastada saptanmistir. EGFR gen amplifikasyonlar1 ¢esitli kanserlerle
oldugu gibi glial timorlerle de iliskilendirilmistir (88, 89, 90). EGFR gen artis1 bulunan
bir hastada EGFR gen varyasyonlart da saptanmistir ve PTEN, TERT varyasyonlari da
bu hastada birlikte bulunmustur. EGFR geninin gliomagenezde etkilesimli genlerden

olusan biiyiik bir merkezdeki bir gen oldugu ve prognostik 6neminin dikkate deger



oldugu vurgulanmaktadir (88). EGFR amplifikasyonuna yonelik tirozin kinaz inhibitor
tedavilerinde kan-beyin bariyeri, tiimor heterojenitesi ve ikincil mutasyonlarin varligi
dirence sebep oldugu bildirilmistir (98). EGFR amplifikasyonun diger genetik
degisimlerle ve gendeki SNV ve CNV’lerin birlikte gosterilmesi gliomagenezin
anlasilmasi agisindan ¢ok biiyiik avantajlar sunmaktadir. EGFR geni hem mutasyonlari
hem amplifikasyonlar1 glial timorlerde patojenite ile iliskili oldugu i¢in bu kanserlerde
YND analizi ile genetik degisimlerin kapsamli sekilde ortaya konmasi 6nemli

olmaktadir.

Calismamizda MGMT geni metilasyonu analizinin degerlendirilmesi 2021
yilinda giincellenen siniflama kriterlerinde epigenetik degisimlerin 6nemi agisindan bize
onemli bilgiler sunmaktadir. Yiiksek evreli hastalarda metilasyonun daha yiiksek
bulunmasi ile birlikte hastalarin takip siireleri ve tedaviye yanit bilgilerinin eksik olmasi

sebebiyle tedaviyi yonlendirici etkisi analiz edilememistir.

Diistik evreli hasta sayisinin yiiksek evreli hasta sayisina oranla daha az
bulunmasi istatistik sonuglarinda sapmayi etkileyen bir durum olusturmaktadir. Yapilan
bu calisma ile glial tiimorlerde diisiik/yiiksek evre karsilastirmasi yapilmakla birlikte
calismamizi Ozgilin yapan taze beyin timér dokusu ile gen ekspresyonu, DNA
metilasyonu ve somatik mutasyonlarin birlikte analiz edilmesidir. Sonuglarimizda klinik
Onemi tam olarak bilinmeyen VUS vayantlarin (FBXW7, PIK3CA, VHL) daha ayrintili
arastirtlmasi gerektigi ortaya konmustur. Patojenite durumlarinin glial timdorlerde belirli
olmayan genetik degisimlerin (FBXW7, PIK3CA, VHL, PTEN ve HNF1A), timor
olusumunda 6nemli oldugu ancak heniiz glial tiimorlerdeki bilgilerinin yetersiz oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar hem gliomagenezi anlamamiz agisindan hem de siniflamanin
molekiiler degisimler iizeriden yapilmasi ve prognozun degerlendirilmesi agisindan

Onem tasimaktadir.
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HAM VERILER

Solid tiimor gen paneli genleri ve dizileme yapilan ekzon bilgileri

Gen Sembolii Dizilenenen ekzon numarasi Genetik degisiklik
AKT1 3,6 SNV/Indel
ALK 21,22,23,25 SNV/Indel/CNV
APC 16 SNV/Indel/CNV
ATM 8,9,12,17,26,34,35,36,39,50,54,55,56,59,61,63 SNV/Indel/CNV

AURKA 2,5,6,7,8 SNV/Indel/CNV
BRAF 11,15 SNV/Indel
CCND1 - CNV
CCNE1 3,4,5,6,7,8,10,12 SNV/Indel/CNV
CDH1 1,2,3,4,5,6,7,8910,11,1213,14,15,16 SNV/Indel/CNV
CDK4 2,3,4,5,6,7 SNV/Indel/CNV
CDKN2A 1,23 SNV/Indel/CNV
CSF1R 7,22 SNV/Indel
CTNNB1 3 SNV/Indel
DDR2 12,13,14,15,16,17,18 SNV/Indel/CNV
EGFR 3,7,15,18,19,20,21 SNV/Indel/CNV
ERBB2 10,19,20,21,24 SNV/Indel/CNV
ERBB3 2,3,7,8 SNV/Indel/CNV
ERBB4 3,4,6,7,8,9,15,23 SNV/Indel/CNV
ESR1 8 SNV/Indel
EZH2 16 SNV/Indel
FBXW7 1,2,3,4,5,6,7,8910,11 SNV/Indel/CNV
FGFR1 4,7,8,13,15,17 SNV/Indel/CNV
FGFR2 7,9,12,14 SNV/Indel/CNV
FGFR3 7,8,9,14,15,16,18 SNV/Indel/CNV
FLT3 11,14,16,20 SNV/Indel/CNV
FOXL2 1 SNV/Indel
GNA11 5 SNV/Indel
GNAQ 4,5 SNV/Indel
GNAS 6,7,8,9 SNV/Indel/CNV
H3F3A 2 SNV/Indel
HNF1A 3,4 SNV/Indel
HRAS 2,3 SNV/Indel
IDH1 3,4 SNV/Indel
IDH2 4 SNV/Indel
JAK2 11,13,14,16,19 SNV/Indel/CNV
JAK3 4,13,16 SNV/Indel/CNV
KDR 6,7,11,19,21,26,27,30 SNV/Indel/CNV
KIT 2,8,9,10,11,13,14,15,17,18 SNV/Indel/CNV




KRAS 2,345 SNV/Indel/CNV
MAP2K1 2,3 SNV/Indel
MDM?2 2,3,4,6,8*,10 CNV
MET 2,11,14,16,19,21 SNV/Indel/CNV
MYC - CNV
MYCN - CNV
MLH1 12 SNV/Indel
MPL 10 SNV/Indel
NOTCH1 25,26,27,34 SNV/Indel/CNV
NPM1 11 SNV/Indel
NRAS 2,345 SNV/Indel/CNV
PDGFRA 12,14,15,18,23 SNV/Indel/CNV
PIK3CA 2,5,7,8,10,14,19,21 SNV/Indel/CNV
PIK3R1 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 SNV/Indel/CNV
PTEN 1,2,3,4,5,6,7,8,9 SNV/Indel/CNV
PTPN11 3,13 SNV/Indel
RB1 4,6,10,11,14,17,18,20,21,22* SNV/Indel/CNV
RET 10,11,13,14,15,16 SNV/Indel/CNV
RHOA 2,3 SNV/Indel
ROS1 38 SNV/Indel
SMAD4 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 SNV/Indel/CNV
SMARCB1 2,4,5,9 SNV/Indel/CNV
SMO 3,5,6,9,11 SNV/Indel/CNV
SRC 14 SNV/Indel
STK11 1,2,3,4,5,6,7,8,9 SNV/Indel/CNV
TERT Promoter, 1 SNV/Indel
TP53 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 SNV/Indel/CNV
VHL 1,2,3 SNV/Indel/CNV




FORMLAR

BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU
GENETIK BILIMSEL ARASTIRMA AMACLI KAN VEYA DOKU ORNEGI
ALINAN KIiSILER ICIN BILGILENDIRILMiIS ONAM FORMU

1. “Glial Tiimorlerde DNA Metilasyon Analizi ve Genetik Varyasyonlarin
Belirlenmesi” baslikli klinik ¢alismada kullanilmak {izere kolunuzdan 10 mL (1 tiip)
kan ve ameliyat esnasinda patoloji i¢in alinan beyin dokusundan Ornek alinmasi
gerekmektedir. Saglikli kisilerden sadece kan Ornegi alinmasi gerekmektedir. Bu
kandan ve dokudan, genetik materyal (DNA/RNA) ve/veya hiicre elde edilecektir. Kan
alma islemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri ve/veya kan alma bolgesinde
morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiiciik

bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

2. Tan1  Orneginiz  bolimiimiize ulastitktan  sonra  kayit  edilip,

numaralandirilarak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacak sekilde saklanmaktadir.

3. Alinan biyolojik 6rnek materyalinizden DNA/RNA/hiicre izole edilerek
saklanacaktir. Olusturulan bu arsivde kisi isimleri kullanilmayacak, 6rnekler numarali

olarak korunacaktir.

4. Elde edilen genetik bilgiler sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacaktir. Kisisel ve tibbi bilgileriniz is yeri, egitim kurumu ve sigorta sirketi gibi

liciincii sahislara aktarilmayacaktir.

5. Arastirma sirasinda genetik test sonucglarmin sizi ve ailenizi psikolojik
veya diger bir yonden etkileyecegini diistinmeniz durumunda, arastirmadan kendi

isteginiz ile ve istediginiz an ayrilabilirsiniz.

6. Bu c¢alismada sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik
kurumundan herhangi bir 6deme alinmasi s6z konusu olmadig1 gibi size de ¢aligmaya

katilmaniz nedeniyle herhangi bir 6demede bulunulmayacaktir.

7. Bu c¢alismaya katilmayir reddedebilir ya da herhangi bir asamada
vazgegebilirsiniz. Bu talebinizin/kararinizin gelecekteki takip ve tedaviniz iizerine

olumsuz bir etkisi olmayacaktir.



8. Goniillii rzasina bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma harici

birakilabilirsiniz.

A. Benden aliman kan ve doku orneginin yukarida adi belirtilen bilimsel

calismada kullanilmasini
Kabul ediyorum Q Kabul etmiyorum Q

B. Benden alinan kan ve doku 6rneginin bundan sonra yapilabilecek genetik

calismalarda kullanilmasini
Kabul ediyorum 4 Kabul etmiyorum QO

C. Yukarida adi belirtilen g¢alismada ve Ornegimin kullanildigi diger

calismalarda tespit edilen benimle ilgili bulgular1 6grenmek
Istiyorum O Istemiyorum O

Burada attigim imza ile genetik testlerimin yapilmasi, materyalimin saklanmasi
ve geregi halinde kimlik bilgilerim sakli kalmak kosulu ile elde edilen verilerin 1.U.
AZiZ SANCAR DETAE Genetik AD tarafindan yiiriitiilen veya desteklenen bilimsel
caligmalarda kullanilmasini kabul ediyorum ve bu onay1 verirken yukarida tarafima

verilen bilgileri okudugumu, anladigimi ve kabul ettigimi tasdik ediyorum.
(Bu belge 2 sayfadan olusmaktadir)
NOT:

Zihinsel oziirli kisiler, bilinci kapali olanlar ve resit olmayan cocuklar i¢in bu

belge velisi veya vasisi tarafindan doldurulacaktir. Kararinizdan 6nce bilgileri liitfen

okuyunuz.
Formu Okuyup Imzalayan Kisinin; Bilgilendiren Kisinin;
Adi ve Soyadi: Adi1 ve Soyadi:
Hastaya Yakinlik Derecesi: Telefon:
lletisim Bilgileri: Tarih:
Tarih: Imza

Imza:
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