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ÖZET 

Bozdağ, E.N. (2023). Glial Tümörlerde DNA Metilasyon Analizi ve Genetik 

Varyasyonların Belirlenmesi. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik 

ABD. Doktora Tezi. İstanbul.  

Malign primer beyin tümörlerinin en yaygın alt sınıfı glial tümörlerin sınıflama 

kriterleri Dünya Sağlık Örgütü tarafından 2021 yılında güncellenmiştir. Güncel 

sınıflama kriterlerinde glial tümörler için yetişkin tip difüz gliomlar; IDH mutasyonuna 

sahip astrositoma, oligodendroglioma ve IDH mutant olmayan glioblastoma alt sınıfını 

içermektedir. Evre 2, 3, 4 IDH mutant astrositomaların moleküler değişimleri IDH1/2, 

ATRX, TP53, CDKN2A’dir. Oligodendroglioma karakteristik değişimleri; 1p/19q 

kodelesyonu, IDH, CIC, FUBP1, NOTCH1 gen mutasyonlarıdır. Evre 4 IDH mutant 

olmayan glioblastomalar için ana moleküler belirteçler; EGFR mutasyonları, kromozom 

7 ve/veya 10p heterozigotluk kaybı ve TERT geni promotör mutasyonudur. Ayrıca 2021 

sınıflama kriterlerinde epigenetik değişimlerin de sınıflama için önemi 

vurgulanmaktadır. Bu çalışmada Türk populasyonunda yüksek ve düşük evreli glial 

tümörlerdeki somatik varyasyonların yeni nesil dizileme (YND) tabanlı hedefe yönelik 

solid tümör paneli ile analizi amaçlanmıştır. Panelde bulunmayan CIC geninin 

oligodendrogliomlarda sık mutasyona uğrayan bölgesi Sanger dizileme ile analiz 

edilmiştir. MGMT geni promotör bölgesinin metilasyon analizleri metilasyon spesifik 

gerçek zamanlı PZR ile gerçekleştirilmiştir. Hastaların beyin tümör dokusu ve periferik 

kan örneklerinde ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon analizinde qRT-PZR yöntemi 

kullanılmıştır. Analiz sonuçlarına göre glial tümör alt grupları arasında ATRX ve NF1 

gen ekspresyonlarının arasında anlamlı fark bulunamamıştır.  Oligodendroglioma tanılı 

bir hastada CIC geninde daha önce bildirilmeyen üç nükleotitlik bir delesyon 

(p.W238del) saptanmıştır. YND analizi ile glial tümörlü hastalarda saptanan HNF1A 

genindeki varyasyonunu (p.Pro291fs) taşıyan hastalarda sağkalım daha yüksek 

bulunmuştur (p=0,022). YND analizi ile saptanan değişimlerden IDH1, TERT, BRAF, 

EGFR, PTPN11, PTEN ve TP53 genlerinde glial tümörlerle ilişkili patojenik varyantlar 

bulunmuştur. Ayrıca çalışmamızda FBXW7, PIK3CA ve VHL genlerinde klinik önemi 

bilinmeyen gen varyantları tespit edilmiş ve glial tümörler ile ilişkisinin araştırılması 

gerektiği ortaya konmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Glial tümör, Glioblastoma, Metilasyon, Yeni Nesil Dizileme, 

Kanser Paneli 
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ABSTRACT 

Bozdag, E.N. (2023). DNA Methylation Analysis and Determination of Genetic 

Variations in Glial Tumors. İstanbul University, Institute of Health Science, Genetics 

Department. Doctorate Thesis (PhD). İstanbul. 

The classification criteria of glial tumors, the most prevalent subtype of malignant 

primary brain tumors, were updated by the World Health Organization (WHO) 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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Glial tümörler malign primer beyin tümörlerinin %80’ini oluşturan; Merkezi 

Sinir Sistemi (MSS) tümörlerinin alt sınıfıdır ve “Dünya Sağlık Örgütü” (DSÖ) 

tarafından belirlenen kriterlere göre sınıflanmakta ve derecelendirilmektedir. 2021 

yılında güncellenen sınıflama kriterleri ile daha önce 2016 yılında histopatalojik 

belirteçlerin yanında entegre edilmiş olan moleküler değişimler genişletilmiş ve 

epigenetik değişimlerin de önemi vurgulanmıştır. 

Her yıl kanser kaynaklı ölümlerin %3’ünü oluşturan beyin, MSS tümörlerinin 

kötü prognoza sahip glioblastoma alt sınıfı 5 yıllık sağ kalımı yaklaşık %5 olmaktadır. 

Bu nedenle glial tümörlerin oluşum mekanizmasının aydınlatılması, bilinen moleküler 

değişimlere karşı tedavi geliştirilmesi, yeni pronostik öneme sahip genetik 

varyasyonların tanımlanması hastalığın anlaşılması açısından çok önemlidir. 

Moleküler değişikliklerin hepsinin incelenebilmesi gelişen ve ilerleyen teknoloji 

olan yeni nesil dizileme (YND) temelli çalışmalarda daha kapsamlı ortaya konmaktadır. 

YND ile hedefli gen panelleri günümüzde kanser tanısı için kullanılmaktadır. Glial 

tümörler için de somatik varyantları belirlemek için birkaç tane gen paneli uygulanmış 

olup yüksek veri çıktıları hastalığın prognozunun anlaşılması için önemlidir. YND ile 

hedeflenen genlerdeki tüm moleküler değişiklikler (“Tek nükleotit değişimi”-“SNV”, 

“Eklenme/kayıp mutasyonu”-“indel”, “Kopya sayısı değişimi”-“CNV”) 

bulunabilmektedir. Bu sebeple yeni nesil dizileme multigenetik hastalıkların 

araştırılmasında daha avantajlıdır. 

Glial tümörlerdeki genetik değişimler sınıflama kriterlerine eklense de birçok 

ülke gibi Türkiye’de de rutin tanıda kullanılmamaktadır. YND ile glial tümörlü hastalar 

için genetik değişimler belirlenerek moleküler alt sınıflama yapılması ve MGMT geni 

metilasyon durumunun bilinmesi tedavi seçimi ve tedaviye cevabı daha iyi öngörmeyi 

sağlayacağı gibi biyobelirteçlerin öneminin daha iyi anlaşılmasına katkıda 

bulunmaktadır. 

Bu tez çalışmasında yüksek ve düşük evreli glial tümörlerde moleküler 

değişimler araştırılarak gliomaların sınıflamasında kullanılan genetik değişiklikleri 

içeren genler YND ile solid tümör gen panelinde analizi yapılmıştır. 2021 yılında 
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güncellenen genetik değişimler belirlenerek moleküler sınıflama yapılabilirliği, tanı için 

genetik değişimlerin gösterilebilirliği ortaya konmaya çalışılmıştır. Ayrıca gliomada 

klinik önemi tam olarak bilinmeyen genlerin hasta grubumuzda prognostik önemi 

değerlendirilmiştir. Bu çalışmada yeni moleküler belirteçlerin saptanması ile glial 

tümörlerin daha iyi sınıflandırılmasına ve prognozun iyileştirilmesine katkıda bulunmak 

amaçlanmaktadır. 

Tez çalışmamızın hedefleri; belirlenen kriterler doğrultusunda Türk 

popülasyonundaki somatik mutasyonlar solid tümör paneli ile analiz edilerek panelde 

bulunan patojenik varyant grubundaki varyasyonların prognostik önemleri 

değerlendirilmiştir. Ayrıca gen panelinde bulunmayan, IDH mutant difüz gliomaların alt 

sınıflamasında kullanılan ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon değişimleri eş zamanlı 

kantitatif PZR ile belirlenerek astrositoma, oligodendroglioma ve glioblastomanın 

genetik değişimlerindeki farklılıkları belirlenmiştir. Glial tümörlerde DNA 

metilasyonun önemini göstermek için MGMT geni promoter bölgesi metilasyon spesifik 

PCR ile DNA metilasyon durumu analiz edilmiştir. CIC geni solid tümör gen panelinde 

bulunmadığı ancak oligodendriogliomada karakteristik moleküler değişim içiren bir gen 

olduğu için sık görülen mutasyonlar sanger dizileme ile analiz edilmiştir ve diğer 

gliomalarda sıkılığı araştırılmıştır. 

Sonuç olarak hastalarda birliktelik gösteren mutasyonlar belirlenerek prognoz 

üzerindeki etkisi değerlendirimiştir ve glial tümörlerin patogenezinin daha iyi 

anlaşılmasına ve farklı tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine katkıda bulunması 

amaçlanmaktadır. Tanı için moleküler yöntemlerin yaygınlaşması, yüksek ve düşük 

evreli tümörlere özgü yeni moleküler belirteçlerin belirlenmesi hedeflenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Beyin Tümörleri, Glial tümörler ve Epidemiyolojisi 

Beyin tümörleri, merkezi sinir sisteminin (MSS) en yaygın malign primer 

intrakranial tümörleridir (1). Dünya çapında görülen tüm kanserlerin %1.6’sını 

oluşturan MSS tümörleri için 2020 yılında belirlenen yeni vaka sayısı 308.102 olarak 

bildirilmiştir (2). “Globocan 2020” Türkiye verilerine göre 2020 yılında 233.834 yeni 

kanser vakasının 6102 vakası MSS tümörlerine aittir (2). 2020 yılı Türkiye 

istatistiklerine göre beyin tümörlerinin ölüm oranı tüm kanser türlerinden ölümün %4 

‘ünü oluşturmaktadır (2). Türkiye’deki yeni kanser vakalarında 12. sırada olan beyin 

tümörleri ölüm oranı dikkate alındığında 8. sıraya yükselmektedir (2). Glial tümörler ise 

primer beyin tümörlerinin %80’ini oluşturan alt sınıfıdır (3). Malignant beyin 

tümörlerinin görülme sıklığı düşük olsa da beyin tümörlerinden özellikle 

glioblastomada kötü prognoz görülmekte ve yaklaşık 15 aylık bir sağkalım 

gözlenmektedir (2-4). MSS tümörlerinin dağılım oranları Şekil 2-1’deki gibidir (5). 

Görülme oranı %50 ile en yüksek paya sahip glioblastomadır (5). 

 

 Şekil 2-1: MSS tümörlerinin alt gruplarının dağılımı 
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Glial tümörlerin alt sınıflaması ise kanser hücresinin köken aldığı hücreye göre 

yapılmaktadır (11). Merkezi sinir sistemi glial hücreleri; astrositler, oligodendrositler, 

ependimal hücreler ve mikroglialardır. Astrositomalar; uzantı ve bağlantıları ile kan-

beyin bariyerini oluşturan, toksik maddelerin kandan beyin dokusuna geçmesini 

engelleyen astrosit hücrelerden kaynaklanmaktadır. Evre 2, 3 ve 4 glial tümörleri; diffüz 

astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastoma alt sınıfı bu hücrelerden köken 

almaktadır (Tablo 2.1) . Oligodendrogliomlar ise aksonlara miyelin kılıf sararak elektrik 

sinyalinin daha verimli iletilmesine sağlayan oligodendrosit hücrelerinden 

kaynaklanmakadır (12). 

2.2.  2021 Dünya Sağlık Örgütü Mekezi Sinir Sistemi Tümörleri Sınıflama 

Kriterleri 

MSS tümörleri DSÖ tarafından belirlenen kriterlere göre sınıflanmakta ve 

derecelendirilmektedir (6-8). DSÖ, glial tümörlerin de dahil olduğu MSS tümörleri 

sınıflama kriterlerini 2021 yılında güncellenmiştir (8). Bu sınıflama histoloji ve 

immünohistokimyasal teşhise ek olarak entegre tanı ve sıralı raporları vurgulamaktadır. 

Sıralı rapor yapısı; doku temelli histolojik ve moleküler entegre tanı, histolojik tanı, 

MSS DSÖ derecelendirmesi, moleküler değişim bilgileri şeklindedir (8). Bu güncelleme 

ile daha önce 2016 yılında histopatalojik belirteçlerin yanında entegre edilmiş olan 

moleküler değişimler genişletilmiştir ve epigenetik değişimlerin de önemi 

vurgulanmaktadır (7-10). 2021 sınıflamasında glial tümörler, yetişkin ve pediatrik tip 

difüz gliomalar olarak ayrılmaktadır. Yetişkin tip difüz gliomalar, “izositrat 

dehidrogenez geni” (IDH) mutasyonuna sahip astrositoma, oligodendroglioma ve IDH 

mutant olmayan glioblastoma alt sınıfını içermektedir (Tablo 2-1) (8). 2021 DSÖ 

sınıflama kriterlerinde ayrıca her taksonomik kategorideki spesifik moleküler 

değişiklikler belirtilmektedir (8). 

Glial tümörlerin klinik patolojide sınıflaması için mitotik indeks, vasküler 

endotelyal proliferasyon (VEP) ve immünohistokimyasal yöntemlerle saptanan IDH1, α 

talasemi/mental retardasyon sendromu X'e bağlı (ATRX), tümör protein p53 (TP53), 

oligodendrosit transkripsiyon faktörü 2 (Olig2), glial fibriler asidik protein (GFAP) ve 

proliferasyon indeksi için Ki67 belirteçleri kullanılmakdır (66, 67). Ki-67 antikoru, 

tümör hücrelerindeki prolifere hücreleri gösterir ve birçok kanserde olduğu gibi glial 

tümörlerde de prognostik belirteç olarak kullanılabilmektedir (68). Olig2 glial 
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hücrelerden kökenli yaygın primer beyin tümörlerinin belirteci olarak kullanılmaktadır 

(69). GFAP ise glial neoplastik hücreler ve iyi huylu astrositom hücrelerde güvenilir 

immünohistokimyasal belirteç olarak değerlendirilmektedir (70). Vasküler Endotelyal 

Büyüme Faktörü (VEGF), glial hücrelerde fizyolojik ve patolojik anjiogenezde önemli 

rol oynamaktadır ve VEP için önemli bir biyobelirteç olarak kullanılmaktadır (71). 

 

Tablo 2-1: Gliomaların derecelendirilmesi (8) 

Yetişkin tipi difüz gliomalar 

1.1 Astrositom, IDH-mutant Evre 2, 3, 4 

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

1.3 Glioblastoma, IDH-mutant olmayan Evre 4 

Sınırlı astrositik gliomalar 

2.1 Pleomorfik ksantoastrositom Evre 2, 3 

2.2.1. Astrositom, IDH-mutant 

Astrositik hücrelerden kaynaklanan; normal hücreler ve tümör hücreleri 

arasındaki net sınırları koruyan veya infiltratif olabilen beyin tümörlerininin en 

yaygınıdır (14). Yetişkin tip difüz gliomalardan IDH mutant astrositomanın alt tipleri 

diffüz/anaplastik astrositoma ve glioblastomadır. Bu gliomaların derecelendirmesi 2, 3 

veya 4 olabilmektedir (8). Düşük dereceler çocuklarda yaygınken, yüksek dereceler 

genç erişkinlerde ve yaşlı hastalarda yaygındır (14). IDH1, IDH2, ATRX, TP53, 

CDKN2A/B gen mutasyonları karakteristik değişimlerdir (8, 16-18). 

Evre 2, anaplastik histolojik özellikler göstermeyen IDH1/IDH2 gen 

mutasyonuna sahip diffüz infiltratif bir astrositik gliomadır. Mitotik aktivite düşüktür 

veya saptanmamaktadır. Evre 3 ise, fokal veya dağınık anaplazi sergileyen ve önemli 

mitotik aktivitesi olan, IDH1 veya IDH2 mutasyonuna sahip diffüz infiltratif bir 

astrositik gliomadır. Ayrıca mikrovasküler proliferasyon, nekroz ve CDKN2A/B 

homozigot delesyonları bulunmamaktadır (14). 

Evre 4, glioblastoma IDH mutant olarak da bilinmektedir ve IDH1/IDH2 gen 

mutasyonunlarının yanında mikrovasküler proliferasyon veya nekroz veya CDKN2A/B 

homozigot delesyonu içeren diffüz infiltratif bir astrositik gliomadır. Nadir alt sınıf 



6 

 

olarak “Pleomorfik Ksantoastrositom” ise büyük lipid içeren hücrelere sahiptir  ve 

malign tümörleri taklit edebilmektedir (14, 15). 

2.2.2. Oligodendroglioma 

Oligodendrosit hücrelerden köken alan kanser hücrelerindeki karakteristik 

moleküler değişimler; IDH mutasyon varlığına ek olarak 1p/19q kodelesyonu, CIC, 

FUBP1, NOTCH1 gen mutasyonlarıdır (8,16-18). Difüz gliomalara göre 

oligodendrogliomalar daha nadir  (%5) görülmektedir. Evre 2 ve 3 olabilmektedir (8). 

(Tablo 2-1) 

2.2.3. Glioblastoma, IDH-yabanıl tip 

Beyin tümörleri arasında en sık görülen ve en kötü prognoza sahip alt tümör 

tipidir. Glioblastoma daha önceki sınıflama kriterlerinde IDH mutant ve yabanıl tip 

olarak ayrılmakta iken 2021 sınıflaması ile IDH mutant glioblastoma astrositomaların 

alt sınıfı olmaktadır. Buna karşı glioblastoma IDH- yabanıl tip (IDH mutant olmayan) 

difüz gliomaların alt sınıfıdır.  

IDH mutant olmayan glioblastomalar için ana moleküler belirteçler; EGFR 

mutasyonları, kromozom 7 ve/veya 10p heterozigotluk kaybı ve TERT geni promoter 

mutasyon durumudur (8,18).  

2.3. Gliomalarda Bulunan Karakeristik Genetik Değişimler 

Kanser hücrelerinde oluşan somatik mutasyonların tanımlanması ve karakterize 

edilmesi kanserin moleküler temellerini anlamamız açısından çok önemlidir (19). 2021 

glial tümörler için belirtilen karakteristik moleküler değişimler Tablo 2-2’de 

özetlenmiştir (8). 

Tablo 2-2: Glial tümörlerin karakteristik genetik değişimleri 

Tümör Alttipi Karakteristik Genetik/Moleküler Değişimler 

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

Oligodendroglioma, IDH-mutant ve 

1p/19q-kodelesyon 

IDH1, IDH2, 

1p/19q, TERT promoter, CIC, FUBP1, NOTCH1 

Glioblastoma, IDH-mutant olmayan 
IDH-mutant olmayan, TERT promotör, 7/10 

kromozom, EGFR 
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Tümör Alttipi Karakteristik Genetik/Moleküler Değişimler 

Difüz Astrositoma,, MYB-

 veya MYBL1 
MYB, MYBL1 

Difüz düşük evre glioma, MAPK 

pathway-altered 
FGFR1, BRAF 

Difüz midline glioma, H3 K27 H3 K27, TP53, ACVR1, PDGFRA, EGFR, EZHIP 

Pleomorfik ksantoastrositoma BRAF, CDKN2A/B 

 

2.3.1. IDH1/IDH2 Mutasyonları 

IDH geni, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oluşumunu içeren 

bir oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu yoluyla “α-Ketoglutarat” (α-KG) oluşumunu 

katalize eden bir NAD(P)+ bağımlı izositrat dehidrojenazı enzimini kodlar  (20) (Şekil 

2-2). 

Üç izoformu bulunan IDH enzimleri, Krebs döngüsü, glutamin metabolizması, 

lipogenez ve redoks regülasyonu gibi birkaç ana metabolik süreçe rol alan temel 

enzimlerdir. IDH1, sitoplazmada ve peroksizomlarda bulunurken, IDH2 ve IDH3 

mitokondriyal matriste bulunmaktadır (20-22). 

IDH1 geninde bulunan kanserle ilişkili mutasyonlar, izositratın tanınması için 

çok önemli olan arginin kalıntısında lokalize olma eğilimindedir (IDH1 için R132, 

IDH2 için R140 veya R172). IDH1 genindeki yanlış anlamlı mutasyonlar sebebiyle 

enzim, NADPH için yüksek  afinite gösterirken izositrat için düşük afinite sergiler (21, 

22). IDH genindeki heterozigot mutasyonlar tümör hücrelerinde, IDH dimerlerinin ana 

formlarının, yabanıl tip IDH1'in bir versiyonunu ve R132H mutasyonlu bir versiyonunu 

içeren heterodimerler olduğu varsayılmaktadır. Bu nedenle, IDH mutant hücrelerde, 

dimerin IDH1 yabanıl tip bileşeni, NADPH üretmek için izositratı a-KG'ye 

dönüştürürken, dimerin mutant kısmı neomorfik aktivite sergileyerek NADPH'ye 

bağımlı bir şekilde α-KG'yi D-2-hidroksiglutarat'a (D-2-HG)  dönüştürmektedir (21, 22) 

(Şekil 2-2).  
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Şekil 2-2: IDH1/2 genlerinin yabanıl tip ve mutant durumlarındaki fonksiyonları  

(α-KG: alfa ketoglutarat, D-2-HG: D-2-hidroksiglutarat) 

Onkometabolit olarak D-2 HG glial tümörlü hastaların beyin hücrelerinde 

birikimi ile gliomagenezin ilerlemesine  neden olabilmektedir (20-22). D-2-HG, DNA 

metilasyonunun yanı sıra, lizin spesifik demetilaz (KDM) gibi histon demetilazları 

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

Difüz gliomaların genetik olarak sınıflamasında ana biyobelirteç olarak  IDH 

mutasyon durumu değerlendirilmektedir (8). Astrositomalarda, oligodendrogliomalarda 

yaygın olarak bulunmaktadır (8). 

2.3.2. TERT Mutasyonları 

“Telomeraz revers transkriptaz” (TERT) enzimi kromozomların uçlarında 

bulunan telomer bölgelerine kendi RNA dizisini kullanarak nükleotid eklemektedir 

(23). Kanser hücrelerinin karakteristik özelliği, telomerazın sürekli ifadesi ile telomer 

uzunluğunu koruyarak veya telomerazın yokluğunda, alternatif bir telomer uzatma 

(ALT) mekanizmasıyla sürekli bölünme yeteneği kazanmasıdır (23).  

Glioma ve diğer tümörlerde TERT geni promotör bölgesindeki mutasyonların 

telomeraz aktivitesinin artmasına yol açtığı gösterilmektedir (23). Telomerazın katalitik 

bir alt birimi olan TERT'in promotör bölgesindeki C228T ve C250T mutasyonları 

telomeraz aktivasyonu için gerekli olan TERT geninin ekpresyonunu arttırmaktadır (24). 

Yetişkin gliomalarda yaygın olan bu mutasyonlar sınıflama için genetik belirteç olarak 

kullanılmaktadır (8, 24). 
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Oligodendrogliomalar ve IDH-mutant olmayan glioblastomalarda bu mutasyon 

bulunabilmektedir. TERT geni promotör mutasyonu MSS tümörleri için prognostik 

değerinin yanında IDH1, ATRX, TP53 gen mutasyonları ile de ilişkilidir (27). 

2.3.3. ATRX Mutasyonları 

“α talasemi/mental retardasyon sendromu X'e bağlı” (ATRX) geni beyin 

gelişiminde önemli bir rol oynamaktadır. DNA rekombinasyonu, onarımı ve 

transkripsiyonel düzenleme gibi birçok hücresel fonksiyonda yer alan nükleoproteinin 

eksikliğinde nadir bir hastalık olan ATR-X  sendromu görülmektedir (23, 25). ATRX 

proteinleri kromatin yeniden modelleme proteinlerinden SWI/SNF helikaz ailesinin bir 

üyesidir ve yüksek oranda korunmuş iki bölge içermektedir. Bunlardan ATRX-DNMT3-

DNMT3L (ADD) bölgesi, Histon 3 lizin 9 bölgesi tri-metilasyonu (H3K9me3) ile 

değiştirilmiş kromatine bağlanır ve onu düzenler; diğer bir SWI/SNF korunmuş bölgesi 

ise, ATRX'in kromatini yeniden modelleme görevi için ATP'yi kullanmaktadır (25). 

ATRX gen mutasyonu, tümör hücrelerinde ATRX ekspresyonunun kaybına yol 

açmaktadır. Farklı tümör tiplerinde, ALT (Alternative lengthening of telomeres-

Telomerlerin alternatif olarak uzatılması) aktivasyonu, ATP bağımlı helikaz ATRX'in 

veya onunla etkileşimdeki histon H3.3 fonksiyon kaybı ile ilişkili olmaktadır (23). 

TERT promotör mutasyonlarına benzer şekilde, ATRX mutasyonları da TP53 geni 

mutasyonlarıyla ilişkilidir (23). ATRX mutasyonu astrositomlar için spesifik bir belirteç 

olmakla birlikte oligodendrogliomalarda bulunmamaktadır (26, 28, 29). Rutin tanıda 

ATRX kaybı immünohistokimyasal olarak belirlenebilmektedir (28, 29).  

2.3.4. CIC Mutasyonları 

Oligodendrogliomaların karakteristik değişimlerinden biri 1p/19q 

kodelesyonudur (8). “Capicua transkripsiyonel baskılayıcı” (CIC) geni mutasyonları 

19q’da bulunan bir gendir ve CIC mutasyonları 1p/19q kaybı olan 

oligodendrogliomalarda %50-70 oranında bulunduğu belirlenmiştir (30). 1p/19q 

kodelesyonu gibi CIC geni oligodendrogliomların sınıflamasında kullanılmaktadır (8). 

Oligodendrogliomalarda belirlenen en sık CIC geni mutasyonları yanlış anlamlı ve 

delesyonları içeren değişimlerdir (30). Oligodendrogliomalarda CIC:p.R215W 

mutasyonu, CIC proteini fonksiyon kaybına yol açan yaygın bir mutasyondur (65). 
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2.3.5. EFGR Mutasyonları 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) proliferasyonu indükler ve birçok 

hücre tipinde hücresel büyümeyi teşvik eden zarda lokalize olan bir reseptördür. erb-b2 

reseptörü tirozin kinaz ailesinin bir üyesi olan EGFR geninin amplifikasyonu veya 

mutasyonları çeşitli kanserlerde sıklıkla bulunmaktadır (31).  

Glioblastomada EGFR gen amplifikasyonu ve aşırı ekspresyonu, karakteristik 

genetik değişim olarak görülmekte ancak düşük dereceli gliomalarda nadir 

görülmektedir (31). Glioblastoma patogenezinde önemli olduğu düşünülmektedir. Artan 

EGFR ekspresyonu, kanser hücreleri için hayatta kalma, hücrelerin proliferasyonu, 

invaziv olma ve tedaviye direnç gibi tümör biyolojisinin birçok yönünü 

etkileyebilmektedir (31). EGFR, PI3K/AKT, RAS/MAPK ve JAK2/STAT gibi birçok 

hücresl sinyal yolunu ile bağlantılıdır ve bu yolları düzenleyebilmektedir. EGFR, Şekil 

2-3'te gösterildiği gibi, çeşitli hücresel süreçlerin düzenlenmesinde yer almaktadır (32). 

 

Şekil 2-3: EGFR hücresel sinyal yolakları 

2.3.6. BRAF Mutasyonları 

B-Raf, büyüme sinyali iletiminde anahtar rol oynayan bir serin/treonin-protein 

kinazdır ve protoonkogen sınıfındadır. B-Raf, mitojenle aktive olan protein kinazı 

(MAPK) hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz sinyal yolunu düzenlemede anahtar 

proteinlerden biridir (33). BRAF V600E mutasyonunun düşük dereceli gliomalarda 

yüksek bir insidansa sahip olduğu gösterilmiştir, gliomaların sınıflandırılmasında ve 

prognozunda önemli bir rol oynamaktadır (8, 33, 34) 
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2.3.7. TP53 Mutasyonları 

En çok bilinen tümör süpresör gen TP53, bir transkripsiyon faktörüdür. Hücrede 

stres sinyallerini entegre eder ve hasarlı hücrelerin çoğalmasını önlemek için hücre 

döngüsü durmasını, yaşlanmayı ve apoptozu yönlendirmektedir. Ayrıca hücresel 

homeostazın korunmasında merkezi bir rol oynamaktadır; hücre çoğalmasını, hayatta 

kalmasını, genom bütünlüğünü ve diğer işlevlerini kontrol eden düzenleyicidir (35). 

Gliomaların heterojen genetik alt yapısında TP53 gen mutasyonları da sıklıkla 

görülmektedir (36,37). Bu mutasyonlar genellikle DNA bağlanma bölgesindeki yanlış 

anlamlı mutasyonlardır (35). TP53 mutasyonları glioblastomanın ilerlemesine neden 

olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (35). CDKN2A gen mutasyonları  

Glioblastomada p53 yolu ile ilişkilendirilmiştir (35). Ayrıca glioblastomada  MDM2 ve 

MDM4 genlerinin amplifikasyonu ve p53'ü negatif olarak düzenlemektedir (35). 

2.3.8. Diğer Genetik Değişimler 

“Nörofibromatozis tip 1” (NF1) geni, tümör baskılayıcı olarak Ras yolunu 

inaktive etmektedir (38). NF1 geni nörofibromini kodlar ve MSS hücrelerinden 

nöronlarda, Schwann hücrelerinde ve astrositomalarda eksprese edilmektedir. 

Fonksiyon kaybı mutasyonlar ile nörofibromindeki azalma, merkezi ve periferik sinir 

sistemindeki tümörlere yatkınlık oluşturmaktadır (38). Kanser veritabanlarındaki 

bilgilere göre Glioblastoma hastalarının yaklaşık %13-14'ünde NF1 mutasyonu 

bulunmaktadır. Bu patojenik varyantların çoğu (%78) çerçeve kayması, tek nükleotid 

polimorfizmleri (SNP) değişimleridir (39). NF1 fonksiyon kaybı, kötü prognoza sahip 

glioblastomanın tanımlanmasında önemli bir rol oynamaktadır (39). 

“Siklin bağımlı kinaz inhibitörü 2A” (CDKN2A- “cyclin dependent kinase 

inhibitor 2A”) geni hücre döngüsü düzenleyici olarak rol alan p16 (INK4) ve p14 (ARK) 

proteinleri kodlar (40). Tümör süpresör gen olan CDKN2A/B geninin IDH-mutant 

gliomadaki homozigot delesyonu gliomada kötü prognozun bir belirteci olarak 

tanımlanmaktadır (41, 42). CDKN2A geni hücre döngüsündeki TP53 ve RB1 genlerinin 

de aktivasyonunu düzenlemekte ve p53 aracılı hücre döngüsü durmasını veya apoptozu 

tetiklemektedir (41). 

“Platelet türevli büyüme faktörü reseptörü, alpha” (PDGFRA) geni reseptör 

tirozin kinaz ailesinin bir üyesidir. PDGFRA proteini sinyal yolları, hücre büyümesi, 

bölünmesi ve hücrenin hayatta kalması gibi birçok önemli hücresel süreci kontrol 
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etmektedir. PDGFRA, glioblastomada EGFR'den sonra ikinci en sık mutasyona uğramış 

tirozin kinaz reseptörü kodlayan gendir ve oligodendrosit farklılaşmasında önemli bir 

rol oynamaktadır (43). PDGFRA amplifikasyonunun IDH mutant olmayan 

glioblastomada kötü prognoz ile ilişkili olduğu bulunmuştur (43). 

“Fosfataz ve tensin homoloğu” (PTEN), hücre proliferasyonu, adezyon ve 

invazyon, apoptoz ve DNA hasar onarımında önemli rol oynayan bir tümör baskılayıcı 

gendir (44). PTEN mutasyonları gliomaların %60’ında bulunmakta ve kötü prognoz ile 

ilişkilendirilmektedir (44, 45). Ayrıca glioblastomada, PI3K/Akt/mTOR sinyali, 

reseptör tirozin kinaz aşırı aktivitesi, mutasyona uğramış onkojenik PI3K alt birimleri 

ve/veya PTEN tümör baskılayıcının kaybı ile sıklıkla artmaktadır (46). 

Glial tümörler oldukça heterojen bir genetik altyapıya sahip tümörlerdir. Bu 

genetik değişimlerin belirlenmesi hem moleküler alt sınıflama için önemli olmakta hem 

de tedavi geliştirme süreçlerinde önemli rol oynamaktadır (46). 

2.4. Glial tümörlerde DNA Metilasyonu 

Epigenetik olarak gen ekspresyonu düzenlemesinin bir yolu DNA'nın 

metilasyonu  aracılığı ile olmaktadır (47). DNA metilasyon mekanizması, bir metil 

grubunun metiltransferaz enzimleriyle bir sitozin-fosfat-guanin (CpG) dinükleotidinde, 

sitozin halkasının 5' pozisyonuna kovalent bağlanması sonucunda 5-metilsitozin 

oluşmaktadır (48). Normal hücresel süreçte, DNA metilasyonu genom bütünlüğünün 

korunması, dokuya özgü genlerin baskılanması, genomik damgalama ile alelik ifadenin 

oluşması ve dişilerde X kromozomunun bir kopyasının etkisizleştirilmesi için hayati 

önem taşımaktadır (49). DNA metilasyonunun düzensizliği, tümör baskılayıcıların 

susturulmasına veya onkogenlerin ekspresyonuna yol açarak kanserler dahil birçok 

hastalık gelişimine sebep olabilmektedir (47). 

2021 DSÖ sınıflamasında önemi belirtilen DNA metilasyon profilinin 

kullanılması glial tümörleri de kapsayan MSS tümörlerinin karakterizasyonu ve alt 

sınıflaması için oldukça güçlü bir araçtır (8, 50). Gliomalarda, DNA metilasyonundaki 

değişiklikler en sık IDH mutasyonu tarafından tetiklenmektedir (51). IDH mutasyonları, 

2-HG onkometabolit üretimi ile histon ve DNA demetilazların aktivitesini inhibe 

etmekte ve DNA/histonların hipermetilasyonuna neden olmaktadır (52). Ayrıca ATRX 

geninin ekspresyon kaybı  ile kromozomların uçlarında değişen DNA metilasyon profili 

ilişkilendirilmektedir (51). 
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2.4.1. MGMT Geni Metilasyonu 

DNA onarım enzimi “O6-metilguanin-DNA metiltransferaz” (MGMT) geni 

promotörünün metilasyonu, glioblastoma hastalarında olumlu bir prognostik faktördür 

(53-55). Gliomaların %40'ında MGMT promotörünün metilasyonu, genin 

transkripsiyonel baskılanmasına ve kanser hücrelerini alkilleyici maddelere karşı 

duyarlı hale getirmektedir. Radyoterapi ve eşzamanlı adjuvan temozolomid ile tedavi 

edilen MGMT promoter metilasyonuna sahip glioblastoma hastalarında önemli ölçüde 

daha uzun hayatta kalma ile ilişkili olduğu bildirilmektedir (54). MGMT promotör 

metilasyonu, glial tümörlü hastalarda önemli bir moleküler belirteç olarak klinikte 

tedaviyi etkileyen en önemli parametrelerden biridir (56). 

2.5. Glial Tümörlerde Yeni Nesil Dizileme  

Yeni nesil dizileme (YND), dizileme teknolojileri alanında 2007 yılında yılın 

tekniği olarak seçilmesiyle birlikte hızla yaygınlaşmaya başlamıştır (57). Genetik 

hastalıklar, kanser araştırmaları  gibi klinik uygulamaları olan birçok alanda uygulanan 

bu teknik hızlı ve yüksek veri çıktıları ile özellikle tıp alanında çok önemlidir. DNA 

temelli YND’nin çalışma prensibi; DNA’nın enzimatik olarak kesilerek çok sayıda 

küçük parçaya ayrılarak bir kütüphane oluşturulması ve kütüphaneyi oluşturan DNA 

parçalarının çoğaltılmasına dayanmaktadır. Elde edilen bu amplikonların paralel olarak 

dizilenmesi eş zamanlı gerçekleşerek genomdaki her bazın birden çok kez okunması ve 

varyasyonların tespiti daha doğru yapılmaktadır. Barkod yöntemi ile DNA’nın hangi 

örneğe ait olduğu güvenli bir şekilde takip edilebilmektedir (58, 59). 

Glial tümörler gibi hetrojen bir genetik altyapıya sahip tümörlerde moleküler 

değişimlerin eş zamanlı değerelendirmesi hem sınıflama açısından hem de tedavi seçimi 

açısından çok önemli olmaktadır (46). YND, DNA temelli ve hedefe yönelik genetik 

değişimlerin gösterilmesiyle spesifik moleküler biyobelirteçleri ve klinikte tedaviye yön 

veren önemli sonuçları ortaya çıkarmaktadır (60). Tanısal testleri birleştiren ve 

eşzamanlı tek nükleotid varyantı (SNP), ekleme/silinme (InDel), kopya sayısı 

varyasyonu (CNV) dahil olmak üzere çok çeşitli moleküler değişiklikleri tespit ederek 

verimli ve uygun maliyetli bir moleküler platform olarak yeni nesil dizileme testi birçok 

avantaj sağlamaktadır (61-63). 
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2.5.1. Hedefli Gen Panelleri 

YND temelli  uygulamalar çok çeşitli olabilmektedir. DNA temelli olanlar tüm 

genom dizileme, tüm ekzom, klinik ekzom dizileme veya hedefli gen panelleri 

olabilmektedir (57, 59). Kanser ilişkili hedeflenilen genlerin dizilenmesi, spesifik olarak 

hedefe yönelik bir analiz gerçekleştirilmesini sağlamaktadır (59). 

Glial tümörlerin araştırılması için farklı YND tabanlı yaklaşımlar daha önce 

tanımlanmış olup, genetik değişikliklerin tanımlanmasının tanıda oldukça faydalı 

olduğu vurgulanmıştır (61-63). 

Klinik uygulamada hedefli gen paneli, ekzom dizileme gibi daha yüksek veri 

çıktısı sağlayan YND temelli dizileme çeşitlerine göre daha avantajlı olmaktadır. 

Dizileme sonrası analiz ve maliyet göz önüne alındığında klinikte pratik uygulama alanı 

hedefli gen panelleri için daha avantajlı olmaktadır. Ayrıca hedefli genlere veya gen 

bölgelerine odaklanmak, ekzom dizilemeden çok daha yüksek bir derinlikte dizilemeye 

olanak sağlamaktadır (65).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hasta Gruplarının Oluşturulması 

Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Cerrahi Tıp Bilimleri Beyin ve Sinir 

Cerrahisi Anabilim Dalı’na 2020-2022 yılları arasında başvuran 18-80 yaş aralığındaki glial 

tümör ön tanısı olan, gönüllü onam formunu imzalayan 16 hastadan operasyon esnasında 

~50 mg beyin tümör dokusu ve 10 ml kan alınmıştır. Bu tez çalışması için ‘Bezmialem 

Vakıf Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu” onayı alınmıştır (Tarih ve Sayı: 

17.05.2021-E.16314). Olguların %45’ini (n=7) kadın, %55’ini (n=9) erkek olgular 

oluşturmaktadır. Bu olgular içinde dört hasta Evre 2, oniki hasta Evre 4 olarak 

belirlenmiştir. 

3.1.2.  Kullanılan Kimyasallar ve Tampon ve Çözeltiler 

“6X DNA Loading Dye” (Thermo Fisher)  

“Agaroz” (Sigma)  

“DNA Marker” (Thermo Fisher)  

“DNA HS Qubit Reagent” 

“dNTP” (Thermo Fisher)  

“Etidyum Bromür” (Thermo Fisher)  

“GEY’s Solüsyonu” (NH4Cl (Amonyum klorid), KHCO3 (potasyum hidrojen karbonat)) 

“Kapa Ampure Bead” 

“Kloroform” (Merck) 

“NaOH” (1 N) (Sigma) 

“PBS” 1X (Wisent Multicell)  

Primerler (Sentebiolab)  

“RNase-free” su 

“Tris-HCl”  
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“Taq DNA Polimeraz ve PZR buffer” (Thermo Fisher)  

“Trizol” (TriReagent Sigma BD) 

3.1.3. Kullanılan Kitler 

“Archer Variant Plex Solid Tumor panel kiti” 

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

Rnase Inhibitor) 

“DNA İzolasyon 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. Kullanılan Cihazlar 

Buzdolabı -80 °C (Thermo Scientific) Buzdolabı +4 °C/-20 °C (Beko) 

PZR Cihazı (Eppendorf, Techne 412, BioRad) 

Vorteks (Stuart) 

Laminar Akışlı Steril Kabin (Nuanre) 

Isıtıcı block (Techne) 

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific) 

Pipet Seti 0,2-2, 2-20, 20-100, 100-1000 (Gilson, Ependorf) 

Real Time PZR Cihazı (Light Cycler 480-II, Roche) 

Santrifüj (Hettich, Allegra X22) 

Distile Su Cihazı (Milipore) 

Buz Makinası (Cornelius) 

Hassas Terazi  (Kern) 

Illumina  Nextseq 550 
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3.2. Yöntem 

Çalışmamızda Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Cerrahi Tıp Bilimleri 

Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalı’na 16 hastadan operasyon esnasında alınan ~50 

mg tümör dokusu ve 10 ml kan örneği kullanıldı. Örnekler İstanbul Üniversitesi Aziz 

Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü Genetik Anabilim Dalı’na transfer edilerek 

DNA ve RNA izolasyonu için uygun şartlarda saklandı. Çalışmaya dahil edilen dört 

hasta düşük evreli, on iki hasta yüksek evreli olarak belirlendi. 

           Tümör örnekleri küçük parçalara ayrılarak DNA izolasyonu için -20°C’de, RNA 

izolasyonu için trizol içinde homojenize edilerek -80°C’de kodlanarak muhafaza edildi. 

Periferik kan örnekleri, 10mL’lik EDTA’lı tüpe alınarak Gey’s solüsyonu protokolüne 

göre lökosit izolasyonu yapıldı. Elde edilen hücreler kodlanarak DNA izolasyonu için -

20°C’de, RNA izolasyonu için trizol içinde homojenize edilerek -80°C’de muhafaza 

edildi. Yeterli hasta sayısına ulaşıldığında “DNA izolasyon kiti” (Invitrogen) ile DNA 

izolasyonu yapıldı. DNA konsantrasyon ve kalite değerleri öncelikle Nanodrop ile 

belirlendi. Yeni nesil dizilemede kullanılacağı için Qubit ile daha hassas DNA 

konsantrasyon tayini yapıldı.  

Oligodendroglimalarda karakteristik değişim gösteren CIC geninde sık rastlanan 

mutasyonun (R215W/Q) incelenmesi için polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

gerçekleştirildi. PZR ürünleri jel elektroforezi ile yürütüldü ve UV ışık altında jel 

görüntüsü alındıktan sonra Sanger dizileme yapıldı.  

Metilasyon analizi için tümör dokusundan elde edilen DNA’ların bir kısmı 

bisülfit ile muamele edildikten sonra MGMT promotör bölge metilasyon analizi için 

metilasyon spesifik gerçek zamanlı PZR yapıldı.  Kalan DNA örnekleri yeni nesil 

dizileme kütüphane hazırlığı için +4°C’de muhafaza edildi. 

Tümör dokuları ve kan örneklerinden RNA izolasyonu Trizol protokolüne göre 

yapıldı. RNA örneklerinin konsantrasyonları Nanodrop ile belirlendi. Elde edilen RNA 

örneklerden ters transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi yapıldı. ATRX ve NF1 genlerinin 

ekspresyon analizi gerçek zamanlı kantitatif PZR (qRT-PZR) ile yapıldı. 

Kalitesi belirlenen DNA’lardan yeni nesil dizileme için kütüphane hazırlığı 

“Archer variant plex solid tümör gen paneli kiti” ile yapıldı. Kütüphane kalitesi “Qubit” 

ile belirlendikten sonra “Illumina Nextseq 550” cihazında dizilendi. Elde edilen “SNV”, 

“CNV” verileri Archer platformu ile analiz edildi. Tespit edilen varyantlar ile 
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metilasyon, ekspresyon ve sanger dizileme verilerinin istatistiksel analizi 

gerçekleştirildi. 

3.2.1. Periferik Kan Örneklerinden Lökosit Hücrelerin İzolasyonu 

EDTA’lı tüplere alınan kan örneklerinin 2 katı kadar GEY’s solüsyonu 50 

mL’lik faklonda kan üzerine eklendi. 15 dakikalık +4°C’de inkübasyon sonrası 1500 

rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üst sıvı atıldı; pellet, falkona elle 

vurularak çözdürüldükten sonra kan miktarı kadar GEY’s solüsyonu eklendi. Aynı 

koşullardaki santrifüj tekrarlandı. Santrifüj sonsarı üst sıvı atıldı ve pellet çözdürülerek 

DNA ve RNA izolasyonları için uygun koşullarda saklandı. 

3.2.2. DNA İzolasyonu 

3.2.2.1. Periferik Kan Örneklerinden DNA İzolasyonu 

Kan örneklerinden elde edilen hücreler çözdürüldükten sonra “genomik DNA 

izolasyon kiti” (“Invitrogen Purelink”) protokolü takip edildi. Protokole göre; 20 μL 

“Proteinaz K” eklendi. 200 μL “Genomic Lysis/Binding Buffer” eklendi ve homojen bir 

çözelti elde etmek için pipetaj yapıldı. 55°C'ye ayarlanan ısı bloğunda 3 saat 

inkübasyona bırakıldı. Daha sonra lizata 200 μL %96–100 etanol eklendi. Homojen bir 

çözelti elde etmek için 5 saniye ters düz edildi. “PureLink spin kolonu” hazırlanarak 

“Genomic Lysis/Binding” ile hazırlanan lizat (~640 μL) eklendi. Kolon 10.000 × g 'de 1 

dakika oda sıcaklığında santrifüj edildikten sonra toplama tüpü atıldı ve spin kolonu 

temiz bir toplama tüpüne yerleştirilerek devam edildi. 

DNA kolonunun yıkama aşaması için kolona 500 μL “wash buffer 1” eklendi, 

oda sıcaklığında 10.000 × g 'de 1 dakika santrifüj edildi. Sonra 500 μL “wash buffer 2” 

eklendi ve maksimum hızda 3 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi ve toplama tüpü 

atıldı. 

Kolona tutunan DNA’yı ayırmak için; spin kolon steril bir 1,5 mL mikrosantrifüj tüpüne 

yerleştirildi ve kolana 50 μL distile su eklendi. Oda sıcaklığında 1 dakika inkübe 

edildikten sonra maksimum hızda 1 dakika santrifüj edildi. 1,5 mL mikrosantrifüj 

tüpünde saflaştırılmış genomik DNA’lar toplandı. 

3.2.2.2. Tümör Örneklerinden DNA İzolsayonu 

Tümör dokuları ~25 mg olarak hassas terazide tartıldı ve petri içerisinde bistüri 

yardımıyla parçalandıktan sonra satrifüj tüpüne alındı ve “DNA izolasyon kiti” 
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(“Invitrogen Purelink”) protokolü takip edildi. Protokole göre; 20 μL “Proteinaz K” 

eklendi. 200 μL “Genomic Lysis/Binding Buffer” ekledi ve homojen bir çözelti elde 

etmek için pipetaj yapıldı. 55°C'ye ayarlanan ısı bloğunda 3 saat inkübasyona bırakıldı. 

Daha sonra lizata 200 μL %96–100 etanol eklendi. Homojen bir çözelti elde etmek için 

5 saniye ters düz edildi. “PureLink spin kolonu” hazırlanarak “Genomic Lysis/Binding” 

ile hazırlanan lizat (~640 μL) eklendi. Kolon 10.000 × g 'de 1 dakika oda sıcaklığında 

santrifüj edildikten sonra toplama tüpü atıldı ve spin kolonu temiz bir toplama tüpüne 

yerleştirilerek devam edildi.  

DNA kolonunun yıkama aşaması için kolona 500 μL “wash buffer 1” eklendi, 

oda sıcaklığında 10.000 × g 'de 1 dakika santrifüj edildi. Sonra 500 μL “wash buffer 2” 

eklendi ve maksimum hızda 3 dakika oda sıcaklığında santrifüj edildi ve toplama tüpü 

atıldı. 

Kolona tutunan DNA’yı ayırmak için; spin kolon steril bir 1,5 mL 

mikrosantrifüj tüpüne yerleştirildi ve kolona 50 μL distile su eklendi. Oda sıcaklığında 1 

dakika inkübe edildikten sonra maksimum hızda 1 dakika santrifüj edildi. 1,5 mL 

mikrosantrifüj tüpünde saflaştırılmış genomik DNA’lar toplandı. 

3.2.3. DNA Miktarının ve Kalitesinin Belirlenmesi 

Öncelikle elde edilen DNA’lar “Nanodrop-2000” cihazı kullanılarak miktarları 

tayin edildi. Daha sonra dizileme için kullanılacak olan ve tümör dokusundan elde edilen 

DNA’ların daha hassas miktar tayini Qubit ile belirlendi. 

“Qubit dsDNA High Sensivity Assay Kit” protokolüne göre; optimal ölçüm için 

oda ısısındaki solüsyonlar ve standartlar kullanılarak yapıldı. 

Ölçüm yapılacak her örnek için “Working solution” hazırladı. “Working solution” için 

199 µL buffer x örnek sayısı (+2 standart) ile 1 µL Flouresan boya x örnek sayısı (+2 

standart) olarak hesaplandı ve hazırlandı. Standartlar için; 10 µL STD1 190 µL 

“Working solution” ile karıştırıldı. 10 µL Standart 2 190 µL “Working solution” ile 

karıştırıldı. Örnekler için ise 2 µL DNA ile 198 µL “Working solution” karıştırıldı. Tüm 

örnekler 2 dakika oda ısısında inkübe edildikten sonra ölçüm aşamasına geçildi (Şekil 3-

2). 
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Qubit v2 cihazı açıldı, Protokolde yer alan hesaplama ile DNA örneklerinin 

konsantrasyon değerleri hesaplandı. Numunenin konsantrasyonu = QF değeri × 200/x 

(QF: ekranda çıkan sonuç, x: eklenen DNA miktarı) 

 

Şekil 3-1: Qubit 2.0 cihazı ile DNA konsantrasyon tayini 

3.2.4. RNA İzolasyonu 

-80°C’de trizol içinde saklanan tümör dokusu ve periferik kandan ayrılan 

hücrelerden Trizol protokolüne göre RNA izole edildi. Sırasıyla aşağıdaki işlemler 

yapıldı.  

500 µL Trizol içindeki örnekler 2 mL şırınga ile pipetaj yaparak homojenize edildi. 

Nükleoprotein komplekslerinin tamamının ayrışması için örnekler 10 dakika oda 

sıcaklığında çözüldü. Ardından sallamalı ısı bloğunda 37°C’de, 10 dakika 1400 rpm’de 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 0,1 mL kloroform eklendi ve tüpler 5 dakika kısa 

aralıklarla vortekslendi. 10 dakika 8°C’de 10600 rpm’de santrifüj edildi. Sıvı faz yeni 

bir tüpe aktarıldı. Örneklere başlangıç homojenizasyonu için kullanılan her 500 µL 

Trizol için 0,25 mL soğuk (+4°C) %100 etanol eklendi ve vortekslendi. Örnekler 30 

dakika -20°C’de inkübasyona bırakıldı, sonrasında 10 dakika 10600 rpm’de santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası üst sıvı atıldı. Oluşan RNA peletine başlangıç homojenizasyonu 

için kullanılan 500 µL Trizol için 500 µL %75 etanol eklenerek vortekslendi ve 5 

dakika 8°C’de 8400 rpm’de santrifüj edildi. Tüm sıvı mikropipetle uzaklaştırıldı. RNA 

pelet ısı bloğunda 37°C ‘de yaklaşık 5 dakika kurutuldu. RNA peleti 25 μL “RNase-
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free” su eklenerek çözüldü. Çözülen RNA hemen buza alındı ve -20°C’de yarım saat 

bekletildikten sonra Nanodrop-2000 cihazında miktar tayini yapıldı. Elde edilen 

RNA’lar -80°C’de saklandı. 

3.2.5.  cDNA sentezi  

cDNA sentezi için “Thermo High Capacity cDNA Synthesis kit” (“Thermo 

Fisher Scientific”) kullanıldı. RNA ölçümleri yapılan örnekler 750 ng RNA, H2O ile 

13,2 μL olacak şekilde sulandırıldı. 

Kit içeriğine göre cDNA reaksiyonu karışım içeriği Tablo 3-1’deki gibi yapıldı. 

Tablo 3-1: cDNA reaksiyonu bileşenleri 

Bileşen  Miktar (μL)  

10x RT tampon çözeltisi 2 

25X dNTP  0,8 

10X Random primer  2 

Ters Transkriptaz ((50 U/μL) 1 

Rnaz İnhibitör (1.0 U/µL) 1 

RNA  13,2 

Toplam hacim 20 

  

Tablodaki gibi hazırlanan cDNA sentez reaksiyonu 25°C 10 dakika, 37°C 120 

dakika ve 85°C 5 dakika PZR cihazında inkübe edildi. İnkübasyon sonrası hemen buza 

alınan örnekler -20°C’de saklandı. 

3.2.6. Primer Tasarımı ve Housekeeping Gen Seçimi 

  

Referans gen olarak GAPDH kullanıldı. GAPDH, ATRX ve NF1 genlerine özgü 

primerler web tabanlı “NCBI primer designing tool” kullanılarak belirlendi (Tablo 3-2). 

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

Gen Sembolü Primer dizisi PZR ürün boyutu (bp) 

ATRX (F) 5’- GAGCCAGTGCTGAATGAAGA -3’ 
172 

ATRX (R) 5’- CCCATGAAGCCCATCTTCTC -3’ 

NF1 (F) 5’- TGGTGGCCTAAGATTGATGC-3’ 
109 

NF1 (R) 5’- AGCTTCTTGTCTCCAGGTCT-3’ 

GAPDH (F) 5’- AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3’ 257 
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GAPDH (R) 5’- AGGGCCATCCAGAGTCTTC-3’ 

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

Glial tümörlü hastalara ait tümör dokularından ve kan örneklerinden elde edilen 

cDNA ile qRT-PZR yöntemiyle ATRX ve NF1 genlerinin ekspresyon seviyeleri 

belirlendi. LightCycler 480 cihazında “Bioline SensiFAST SYBR® No-ROX kiti” 

kullanılılarak qRT-PZR yapıldı. 

qRT-PZR reaksiyonu için 5 μL “SYBR Green I”, 10pmol/µL primer, 1 μL H2O 

ve 2 μL cDNA kullanılarak hazırlandı. Tablo 3-3’te belirtilen koşullarda reaksiyon 

gerçekleştirildi.  

Tablo 3-3: qRT-PZR koşulları 

 

 Basamak  Döngü Sayısı Süre Sıcaklık 

Ön Denatürasyon   1 5 dakika 95°C 

Amplifikasyon  
 

45 

10 saniye  

20 saniye 

10 saniye 

95 °C 

60 ° C 

72 °C 

Melting Curve   
 

1 

5 saniye 

1 dakika 

- 

95°C 

65°C 

97°C 

Soğutma   1 30 saniye 4°C 

 

qRT-PZR reaksiyonunda negatif kontrol olarak H2O kullanıldı. Standartlar için 

Standart cDNA’sı seri dilüsyonlar ile hazırlandı. Her örnek iki tekrar olarak çalışıldı. 

Hedef genlerin ekspresyon değerleri referans gen (GAPDH) değerlerine bölünerek 

normalize edildi. ATRX, NF1 ve GAPDH genlerine ait melting eğrileri Şekil 3-3’te 

verilmiştir. 
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Şekil 3-2: ATRX, NF1 ve GAPDH genlerine ait melting eğrileri 

3.2.8. CIC Geni Primer Tasarımı ve PZR 

Oligodendrogliomalarda en sık mutasyona uğrayan bölge çeşitli web siteleri 

(https://www.cbioportal.org/, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, 

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

belirlendi (Şekil 3-4). R215W/Q mutasyonunu kapsayacak şekilde bu bölgeye özgü 

primerler tasarlandı (Tablo 3-4).  

 

Şekil 3-3: cBioPortal for Cancer Genomics verilerine göre CIC geni mutasyonlarının 

dağılımı 

 

 

 

 

 

https://www.cbioportal.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.mycancergenome.org/
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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Tablo 3-4: CIC geni R215W/Q varyasyonunu saptamak için kullanılan primer dizileri 

Gen Sembolü Primer dizisi PZR ürün boyutu (bp) 

CIC (F) 5’- TACCCAAGGAACGGGACTCA -3’ 
459 

CIC (R) 5’-TGCACCACTTCCAATCTGGG -3’ 

 

PZR karışımı Tablo 3-5’de belirtilen şekilde hazırlandı. PZR cihazı (“Biorad 

Thermal Cycler”) cihazı kullanılarak Tablo 3-6’da belirtilen koşullarda PZR yapıldı.  

Tablo 3-5: PZR bileşenleri 

Bileşen Miktar (μL) 

10X Taq DNA Polimeraz Buffer+ (NH4)SO4 4 

MgCl2 (25 mM) 3,2 

dNTP (2,5 mM) 3,2 

Forward Primer (10 pmol/μL)  1,6 

Reverse Primer (10 pmol/μL)  1,6 

Taq DNA Polimeraz (5 U/μL)  0,32 

DNA 1 

H2O  25,08 

Final Hacim 40 

     

Tablo 3-6: PZR koşulları 

Basamak  Sıcaklık Süre Döngü 

Ön Denatürasyon   95°C 2 dakika 1 

Denatürasyon   94°C 30 saniye 

 
34 Amplifikasyon   58°C 30 saniye 

Uzama  72 °C 30 saniye 

Uzama 72°C 5 dakika 1 

Soğuma 4°C ∞ - 
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3.2.9. DNA Metilasyon Analizi 

3.2.9.1.  İn Vitro Metilasyon 

DNA metilasyon analizi için pozitif kontrol olarak kullanmak üzere in vitro 

metilasyon yapıldı. Bunun için DNA örneği (1,5 µg), metiltransferaz (SssI) enzimi (1,5 

µL) ve enzim ile birlikte gelen “S-adenozilmetionin” (5 µL ), 10X “NEB buffer” (5 µL) 

ile mix hazırlandı. 37°C’de 70 dakika, 65°C’de 20 dakika inkübe edildi. DNA’daki 

CpG adalarının metillenmesi sağlandı. 

3.2.9.2. Sodyum Bisülfit Modifikasyonu 

Metilasyon analizi yapılacak tümör dokusundan elde edilen DNA’ları öncelikle 

“EpiTect Bisülfit kit” (Qiagen) kullanılarak bisülfit ile muamele edildi. Büsülfit 

muamelesi sonrası DNA dizisindeki metile sitozinler değişmeden kalırken metile 

olmayan sitozinler urasile dönüşmektedir.  Kitin sağladığı toz haldeki Bisülfit mix’e 

800 µL “RNAse-free” H2O eklendi ve 5 dakika çözünmesi beklendi. DNA-Bisülfit 

karışımına; 1,5 ng için 7,5 µL DNA, 12,5 µL “RNAse-free” H2O, 85 µL çözünmüş 

“bisülfit mix” ve son olarak 35 µL “DNA protect buffer” eklendi. “Bisülfit mix” 

eklendikten sonra rengin yeşilden maviye döndüğü gözlendi. Bisülfit dönüşümü Tablo 

3-7‘deki koşullarda PZR cihazında (Biorad) gerçekleştirildi. İnkübasyon sonrası DNA 

kit protokolüne göre kolonlarla saflaştırıldı. 

Tablo 3-7: DNA bisülfit dönüşümü koşulları 

Basamak Sıcaklık Süre 

Denatürasyon 95°C 5 dakika 

İnkübasyon  60°C 25 dakika 

Denatürasyon  95°C 5 dakika 

İnkübasyon  60°C 85 dakika (1 saat 25 dakika) 

Denatürasyon 95°C 5 dakika 

İnkübasyon 60°C 175 dakika (2 saat 55 dakika) 

Denatürasyon  95°C 5 dakika 

İnkübasyon 60°C 120 dakika ( 2 saat) 

Soğukta tutma 10°C ∞ 

 

 

 



26 

 

Bisülfit dönüşümü sonrası DNA’nın saflaştırılması için aşağıdaki aşamalar 

izlendi: 

1. Örnekler 1,5 µL’lik santrifüj tüpüne alındı. 

2. 560 µL “Buffer BL” eklendi vorteks yapılarak, kısa bir santrifüj yapıldı. 

3. Örnekler kolona aktarıldı, max hızda 1 dakika santrifüj sonrası toplama tüpü 

değiştirildi. 

4. 500 µL “buffer BW” eklenip max hızda 1 dakika santrifüj yapılıp toplama tüpü 

değiştirildi. 

5. 500 µL “buffer BD” eklenip 15 dakika 20°C’de inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında 

en yüksek hızda 1 dakika santrifüj edildi ve toplama tüpü atıldı. 

6. 500 µL “BW” eklendi, 1 dakika en yüksek hızda santrifüj edildi. 

7. Tekrar 500 µL “BW” eklendi, 1 dakika en yüksek hızda santrifüj edildi. 

8. En son olarak yeni toplama tüpüne aktarılan kolondaki kalan tüm sıvıları 

uzaklaştırmak için en yüksek hızda 1 dakika santrifüj yapıldı. 

9. Kolonlar 56°C’de 1 dakika inkübasyona bırakıldı. 

10. Daha sonra kolonlar 1500 µL’lik tüplere alınıp kolon membranına hafif değerek 20 

µL “EB buffer” eklendi ve en yüksek hızda 1 dakika santrifüj edildi. 

11. Elde edilen DNA’lar -20°C’de saklanır. 

3.2.9.3.  MGMT Geni Promotör Bölgesi Geni Primer Tasarimi  

Tümör örneklerinde MGMT geninin promotör bölgesinin metilasyon analizi 

yapıldı. MGMT promotör bölgesi için genin metile olan ve metile olmayan haline ayrı 

ayrı primer çifti tasarlandı. “MS Primer Design Tool” kullanılarak öncelikle MGMT 

promotör bölgesindeki CpG adaları tespit edildi. Promotör bölgesinde yoğunlaşan 

adaları kapsayacak şekilde referans dizi değiştirilmeden ve bisülfit muamelesi sonrası 

ortaya çıkacak dizi kullanılarak metile ve metile olmayan primerler tasarlandı. Büsülfit 

muamelesi sonrası DNA dizisindeki metile sitozinler değişmeden kalırken metile 

olmayan sitozinler urasile dönüşmekedir. Tablo 3-8’de MGMT geni promotör bölgesi 

için primerler gösterilmektedir. 
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Tablo 3-8: MGMT geni promotör bölgesi pimer listesi 

Gen Sembolü Primer dizisi PZR ürün 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 

Hazırlanan primerler ile MGMT promotör bölgesinin hangi oranda metilasyona 

sahip olduğu gerçek zamanlı PZR (RT-PZR) ile incelendi. Her örnek için hem metile 

olmayan primerler ile hem de metile primerler ile ayrı kuyularda RT-PZR yapıldı. 

Metilasyon spesifik gerçek zamanlı PZR bileşenleri Tablo 3-9’da gösterilmiştir. 

Tablodaki bileşenler her örnek için iki tekrar olarak yapıldı ve Tablo 3-10’daki MS RT-

PZR koşullarında LC480 cihazında gerçekleştirildi. 

Tablo 3-9: MS RT-PZR reaksiyon bileşenleri 

Bileşen  Miktar (μL)  

SYBR Green  5 

Forward primer (10pmol/µL) 0,75 

Revers primer (10pmol/µL) 0,75 

Bisülfit uygulanmış DNA  1 

H2O 2,5 

 

Tablo 3-10: MS RT-PZR reaksiyon koşulları 

Basamak  Döngü Sayısı Süre Sıcaklık 

Ön Denatürasyon   1 5 dakika 95°C 

Amplifikasyon  
 

45 

10 saniye  

20 saniye 

10 saniye 

95 °C 

60 ° C 

72 °C 

Melting Curve   
 

1 

5 saniye 

1 dakika 

- 

95°C 

65°C 

97°C 

Soğutma   1 30 saniye 4°C 
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3.2.10. Yeni Nesil Dizileme Kütüphane Hazırlığı ve Dizileme 

3.2.10.1.  Dizileme Öncesi DNA Kalitesinin Belirlenmesi 

“Archer Pre-Seq DNA QC Assay Kiti” ile bileşenleri; 10X “primer mix” ve 

“PreSeq Assay” standarttır (-20 C’de). Tablo 3-11’deki bileşenler ile RT- PZR yapıldı RT- 

PZR koşulları aşağıdaki Tablo 3-12’de verilmiştir. 

 

Tablo 3-11: DNA kalite kontrolü için real time PZR bileşenleri 

Bileşen Miktar 

2x Bioline Sensifast Syber Green 10 µL 

10x Primer                                  2 µL 

Ultrapure H2O                          3 µL 

DNA (400 ng)                                          5 µL 

Toplam                                         20 µL 

 

 

Tablo 3-12: RT- PZR Koşulları 

 

Basamak  Sıcaklık Süre Döngü 

Aktivasyon   95°C 2 dakika 1 

Denatürasyon 94°C 15 saniye  

34 

 Amplifikasyon/ Uzama 64°C 1 dakika 

 

RT- PZR sonrası çıkan Ct değerleri ile DNA kalitesinin hesaplanması: her örnek 

iki tekrar çalışıldığı için ortalama Ct değerlerinden standartların ortalama Ct 

değerlerinin çıkarılması ile bulunur. 

3.2.10.2. Yeni Nesil Dizileme Kütüphane hazırlığı 

Tez çalışmasında “Archer Solid tümör gen paneli kiti” kullanıldı. Bu panel solid 

tümörlerle ilişkili 67 gende 660 bölge incelemek için tasarlanmıştır. Bu bölgelerdeki 

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



29 

 

Kütüphane hazırlamadan önce taze olarak 10 mM “Tris-HCI pH:8 (15 µL 1 M 

Tris-HCI + 1485 µL Ultrapure su ile), 20 mL %70 etanol (14 mL %100 etanol + 6 mL 

ultrapure su ile) ve 1 mL 5 mM NaOH (5 µL 1 M NaOH + 995 µL ultrapure su ile) 

hazırlandı. 

1.DNA’nın fragmentasyonu için kitin belirttiği tüpler çıkarıldı. İçerisinde bulunan 

liyofilize haldeki içerik kapaktan uzaklaşması için kısa spin edildikten sonra buza 

alındı. Tüm çalışmalar buz üzerinde yapıldı. Konsantrasyonu 400 ng olarak ayarlanan 

50 µL DNA’nın hepsi sırayla etiketlenmiş tüplere aktarıldı. Pipetle çözüldü. İşlem 

tamamlandıktan sonra kapak sıcaklığı ≥100°C koşulu ile Tablo 3-13’teki termal döngü 

programı uygulandı. 

Tablo 3-13: DNA Fragmentasyonu protokolü 

Basamak Sıcaklık Süre 

1   4°C 1 dakika 

2 37°C 12 saniye 

3 72°C 20 dakika 

4 4°C  ∞ 

 

Fragmentasyon protokolü tamamlandığında tüpler buza alındı ve hemen spin yapıldı. 

2. Uç tamiri (“End-repair”): Örnekler kısa süreli santrifüj ile çöktürüldü ve buza alındı. 

50 µL DNA fragmentasyon reaksiyonunun hepsi uç tamiri tüplerine eklendi. 

Çözüldükten sonra tekrar kısa süreli santrifüj ile çöktürüldü ve buza alındı. Isıtmalı 

kapak kapalı bir şekilde Tablo 3-14’teki uç tamiri koşulları uygulandı. 

Tablo 3-14: Uç tamiri için uygulanan koşullar 

Basamak Sıcaklık Süre 

1   25°C 30 dakika 

2 4°C ∞ 

 

Tüpler 4°C’ye gelince buz üzerine alındı ve kısa süreli santrifüj ile çöktürüldü. Uç 

tamiri aşamasının “Kapa Ampure Magnetik boncuklar” ile temizlenmesi aşamasına 

geçildi. 
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Oda ısındaki “Kapa Ampure boncuklar” vortexlenerek homojenize edildi. Her 

tüpe 125 µL (2,5x hacim) “Kapa Ampure boncuklarından” eklendi. Pipetlendi ve vortex 

yapıldı. Kapağa yapışanlar için kısa süreli santrifüj yapıldı. 5 dakika oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Kısa süreli santrifüj ile çöktürüldü ve manyetik boncukların belli bir 

alanda toplanması için magnetik stand üzerine yerleştirildi (Şekil 3-5). 4 dakika stand 

üzerinde tüm boncukların toplanması sağlandı. Dikkatli bir şekilde boncuklara 

değmeden üst sıvı atıldı. Eğer boncuklara değdirildiyse örnek tüpe geri verildi ve tekrar 

kısa bir inkübasyon yapıldıktan sonra üst sıvı çekildi. 2 kez ile 200 µL %70 etanol 

yıkandı. Alkol tüp duvarından verildi ve 30 saniyenin sonunda boncuk pelletinin karşı 

duvarından doğru boncuklara değmeden etanol uzaklaştırıldı. Tüpler magnetik standdan 

uzaklaştırıldı. DNA’yı elde etmek için 20 µL 10 mM Tris-HCI eklendi ve magnetik 

stand üzerine geri kaldırıldı. 2 dakika inkübe edildi, sonra diğer aşamadaki ligasyon 1 

tüplerine aktarıldı.  

 

 

Şekil 3-4: Tüplerin magnetik stant üzerine yerleştirilmesi 

 

3. Ligasyon 1 aşaması için tüpler kısa süreli santrifüj edildi ve buza alındı. 20 μL 

saflaştırılmış DNA Ligasyon 1 tüplerine aktarıldı. Çözdürüldükten sonra ligasyon 1 için 

Tablo 3-15’te belirlenen protokol uygulandı. 

Termal döngü cihazında kapak ≥100°C’de kullanıldı. 
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Tablo 3-15: Ligasyon 1 aşaması termal döngü programı 

Basamak Sıcaklık Süre 

1   37°C 15 dakika 

2 4°C ∞ 

 

Reaksiyon tamamlandıktan sonra cihazdan alınan tüpler kısa süreli santrifüj 

yapılarak buza alındı. Ligasyon 1 yıkama basmağı için tüplere homojen haldeki 2,5x 

hacimde (50 μL) “Kapa Ampure boncukları” eklendi ve çözdürüldü. 5 dakika oda 

ısısında inkübe edildi ve magnetik stand üzerine alındı. 4 dakika magnetik stantta 

tutuldu, üst sıvı uzaklaştırıldı. Boncuklar 200 μL %70 etanol ile iki kez yıkandı. 2. 

yıkama sonrasında alkol tamamen uzaklaştırıldı. Stantdan uzaklaştırılan tüplere 42 μL 

10 mM Tris-HCI eklendi ve boncuklar çözüldü. Çözdükten sonra tekrar magnetik 

standa alındı ve 2 dakika bekledikten sonra diğer aşamanın tüplerine temizlenen DNA 

aktarıldı. 

4.MBC adaptör bağlanması aşaması kütüphane hazırlığının en önemli aşamasıdır. Her 

örnek için kodu belli olan özgün bir adaptör bağlandı. Tüpler A17-A24 olarak soldan 

sağa sıralı bir şekilde geldiği için hangi tüpe hangi hasta örneği eklendiği dikkatli bir 

şekilde takip edildi ve yazıldı. Önceki aşamada temizlenmiş DNA’dan 40 μL MBC 

adaptör tüplerine eklendi. Çözdürüldükten sonra diğer aşamaya geçildi. 

5. Ligasyon 2 aşaması için belirtilen tüpler buza alındı. MBC adaptör bağlama 

tüplerindeki 40 μL DNA ligasyon 2 tüplerine eklendi. Çözdürüldü ve kısa süreli 

santrifüj ile çöktürüldü. PZR cihazında Tablo 3-6’da belirtilen program uygulandı. 

Tablo 3-16: Ligasyon 2 aşaması termal döngü programı 

Basamak Sıcaklık Süre 

1   22°C 5 dakika 

2 4°C ∞ 

 

Program bittiğinde ligasyon 2 tüplerindeki DNA’yı yıkama aşamasına geçildi. 

Bu aşamada kitin sağladığı magnetik boncuklar ve solüsyonlar kullanıldı. Ligasyon 2 

yıkama aşaması için yeni tüplere 50 μL ligasyon temizleme boncukları eklendi. 1 

dakika magnetik stant üzerinde temizleme boncukları pellet halinde çöktürüldü. Üst sıvı 

uzaklaştırıldı, Ligasyon 2 aşamasındaki DNA temizleme boncukların üzerine eklendi. 
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Vortexlendikten sonra 5 dakika oda ısısında inkübe eildi. Stanta alınan tüpler 1 dakika 

inkübe edildi. 2 kez 200 μL temizleme solüsyonu ile yıkandı. 2 yıkamadan sonra 

temizleme solüsyou tamamen uzaklaştırıldı. 200 μL Ultrapure (Nukleaz-Free) su ile 

çözülen boncuklar vortex ve spin yapıldıktan sonra 1 dakika magnetik stantda tutuldu. 

Tüm üst sıvı uzaklaştırıldı ve 36 μL 5 mM NaOH ile temizlenen DNA çözüldürüldü ve 

boncuklara bağlı DNA’lar ile Tablo 3-17’deki termal döngü programı uygulandı. PZR 

cihazında kapak ≥100°C’de kullanıldı. 

Tablo 3-17: Ligasyon temizleme aşaması sırasında uygulanan koşullar 

Basamak Sıcaklık Süre 

1   75°C 10 dakika 

2 4°C ∞ 

 

Program tamamlandığında örnekler kısa süreli santrifüj edildi ve buza alındı ve 

bir sonraki aşamaya geçildi. 

6. İlk PZR için belirtilen tüpler buza alındı. Kitin belirttiği “gen spesifik primer 1” 

(GSP1) tüpü de buza alındı ve protokole göre 4 μL GSP1 primeri ilk PZR tüplerindeki 

boncuklara dokunmadan eklendi. Magnetik stant üzerinde bulunan Ligasyon 2 yıkama 

aşaması tamamlanan DNA 10 mM Tris-HCI çözeltisinde 36 µL alınarak çözüldü ve ilk 

PZR strip tüplerine aktarıldı. Tamamen çözdürüldükten sonra Tablo 3-18’deki PZR 

programı uygulandı. 

Tablo 3-18: İlk PZR programı 

Basamak Sıcaklık Süre Döngü 

1   95°C 3 dakika  

2 95°C 30 saniye  

18  
3 65°C 3 dakika 

4 72°C 3 dakika 

5 4°C ∞  

 

İlk PZR yıkama aşaması tekrar “Kapa Ampure boncukları” ile gerçekleştirildi. 

Temizlenen DNA 10 mM Tris-HCI çözeltisinden 38 μL alınarak çözdürüldü. 2 dakika 

magnetik stant üzerinde bekletildi ve 36 μL bir sonraki aşama için alındı. 
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7. İkinci PZR için belirtilen tüpler tüplerini çıkarıldı ve buza alındı. 36 μL ilk PZR 

aşamasından temizlenen DNA örnekleri alınarak ikinci PZR tüplerine eklendi. Kitin 

belirttiği “gen spesifik primer 2” (GSP2) tüpü de buza alındı ve protokole göre 4 μL 

GSP2 primeri ikinci PZR tüplerine eklendi ve çözüldü. Tamamen çözdürüldükten sonra 

Tablo 3-19’daki PZR programı uygulandı. 

Tablo 3-19: İkinci PZR programı 

Basamak Sıcaklık Süre Döngü 

1   95°C 3 dakika  

2 95°C 30 saniye  

20  3 65°C 3 dakika 

4 72°C 3 dakika 

5 4°C ∞  

 

Program tamamlandığında elde edilen kütüphane son kez “Kapa Ampure 

boncuklar” ile temizlendikten sonra MBC barkod kodları ve hasta numaralarının 

belirtildiği DNA bağlanmayan özel tüplere aktarıldı. Tüplere toplam 18 μL kütüphane 

ürünü aktarıldı. 1 μL örnek kütüphane kalite kontrolü için Qubit ölçümünde kullanıldı. 

Kalitesi belirlenen kütüphaneler son basamakta cihaz için belirlenen miktarlarda 

birleştirildi. DNA miktarlarına göre 2 μL her örnekten alınarak tek bir tüpte birleştirildi 

ve “Illumina NextSeq 550” cihazında koşum (run) protokolü uygulandı. “Archer 

Analysis” platformunda dizileme sonuçlarının analizi yapıldı.  

3.2.11. Yeni Nesil Dizileme Verileri Analizi 

Nextseq 550 cihazında koşum tamamlandıktan sonra dizileme verileri okunabilir 

format Fastq'lara dönüştürüldü. Fastq uzantılı dosyalar “Archer Analysis” (v7.0 veya 

üstü) platformuna yüklendi. “VariantPlex Solid Tümör” kütüphanesinin veri analizi için 

hedef bölge dosyası yüklendi. İkincil analizler (okuma kırpma/temizleme, tekilleştirme, 

hata düzeltme, hizalama ve mutasyon arama) ve  bazı üçüncül analizler (örneğin, ek 

açıklamalar ve protein etkisi tahminleri) yapıldı. “VariantPlex Solid Tümör” 

kütüphanesi kopya sayısı varyasyonu, “SNP/InDel” analizi yapılarak raporlandı.  

Archer analiz programından ortaya çıkan “SNP”, “Indel” ve “CNV” sonuçları 

“MyCancer Genome”, “cBioportal”, “Clinvar” gibi internet sitelerinden araştırılarak  

patojenite durumları ve görülme yüzdeleri belirlendi. 
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3.2.12. Yeni Nesil Dizileme Sonuçlarının Sanger ile Doğrulanması 

Archer platformu ile analiz edilen verilerden çıkan sonuçlarda FOXL2 ve 

FBXW7 genlerin dizilerindeki tekrarlı bölgeler ve okuma sayısının yeterli olmaması 

nedeniyle yanlış pozitif sonuç ortaya çıkabilmektedir. Bu mutasyonların varlığı Sanger 

dizileme ile doğrulandı. Hastalarda bulunan mutasyonları kapsayacak şekilde FOXL2 ve 

FBXW7 genleri için primer tasarlandı (Tablo 3-20). Tablo 3-21’de verilen bileşenler ile  

Tablo 3-22’deki PZR koşullarında gerçekleştirildeikten sonra Sanger hizmet alımı 

yapıldı. 

Tablo 3-20: FOXL2 ve FBXW7 genleri primerleri 

Gen Sembolü Primer dizisi PZR ürün boyutu (bp) 

FOXL2 (F) CTTCCTCAACAACTCGTGGC 

239 

FOXL2 (R) CCAGGCCATTGTACGAGTTC 

FBXW7 (F) AAGACCAGTCATAGGAGAAGTGG  

446 
FBXW7 (R) TGTAATTCGGCGTCGTTGTTG 

 

Tablo 3-21: PZR bileşenleri 

Bileşen Miktar (μL) 

10X Taq DNA Polimeraz Buffer+ (NH4)SO4 4 

25 mM MgCl2  3,2 

2,5 mM dNTP  3,2 

Forward/ Revers Primer (10 pmol/μL)  1,6 

Taq DNA Polimeraz (5 U/μL)  0,32 

DNA 1 

H2O  25,08 

Toplam Hacim 40 

   

Tablo 3-22: Sanger doğrulama için PZR koşulları 

Basamak  Sıcaklık Süre Döngü 

Ön Denatürasyon   95°C 2 dakika 1 

Denatürasyon   94°C 30 saniye  

34 
Amplifikasyon   58°C 30 saniye 
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Uzama  72 °C 30 saniye 

Uzama 72°C 5 dakika 1 

Soğuma 4°C ∞ - 

 

3.2.13. İstatistiksel Analiz 

Yeni nesil dizileme analizi sonucunda elde edilen veriler, hastaların yaş, cinsiyet 

ve klinik bulguları ile birlikte değerlendirlerek SPSS 25 (IBM corp.) programı ile 

istatistik analizleri yapıldı. P değeri ≤0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Hastaların klinik verileri; DSÖ sınıflandırması, tümör yeri, immünohistokimyasal 

sonuçları ile tez çalışmasında elde edilen moleküler genetik varasyonlar, ATRX, NF1 

genlerinin ekspresyon değerleri, CIC geni mutasyon durumu ve MGMT geni metilasyon 

durumu birlikte değerlendirildi. 

İkili karşılaştırmalar için Mann Whitney U test, Ki-kare testi ve korelasyon testi;  

ikiden çoklu karşılaştırmalar için Kruskal-Wallis testi kullanıldı. Hastaların sağkalım 

analizleri için Kaplan Meier yöntemi uygulandı. 



36 

 

4. BULGULAR 

4.1. Glial Tümörlü Hastaların Demografik, Patolojik Bilgileri ve Sınıflaması 

2020-2022 yılları arasında Bezmialem Vakıf Üniversitesi Tıp Fakültesi Cerrahi 

Tıp Bilimleri Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalı’na başvuran 18-80 yaş 

aralığındaki glial tümör tanısı ile ameliyat olarak çalışmaya dahil edilen 16 hastadan 

7’si kadın 9’u erkektir. Hastalar patoloji raporlarına göre yüksek evre (12) ve düşük 

evre (4) olarak gruplanmıştır. Glial tümörlü hastaların demografik ve patolojik bilgileri 

Tablo 4-1’de gösterilmiştir. 

Tablo 4-1: Glial tümörlü hastaların demografik ve patolojik bilgileri 

Özellik Sayı (n) 

 
Cinsiyet (ortalama yaş) 

 

Kadın 

Erkek 

Toplam (Yaş aralığı) 

7 (52)  

9 (53)  

16 (53) (19-79) 

DSÖ Sınıflama Derecesi (%) Evre 2 

Evre 4 

4 (25) 

12 (75) 

 

 

Histolojik Alt Grup 

Oligodendroglioma 

Difüz astrositom 

Pleomorfik Ksantoastrositom 

Glioblastoma 

2  

1  

1  

12  

 
 
Tümör Lokalizasyonu 

Frontal 

Temporal 

Parietal 

Oksipital 

2  

6  

5  

3  

 
 
Uygulanan Tedavi (%) 
 

Ameliyat 

Kemoterapi 

Radyoterapi 

Gamma Knife 

16 (100) 

4 (25) 

7 (43.7) 

2 (12.5) 
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Cinsiyete göre hastaların glial tümör alt sınıflaması Şekil 4-1’de  gösterilmiştir. 

12 glioblastoma (Evre 4) hastasının yedisi erkek, beşi kadındır. Düşük evre (Evre 2) 

glial tümörlü dört hastanın ikisi oligodendoglioma tanılı kadın, diğer ikisi ise difüz 

astrositom ve pleomorfik ksantoastrositom tanılı erkek olgulardır. 

 

 

Şekil 4-1: Cinsiyete göre glial tümör alt sınıf dağılımı 

 

4.2. Düşük ve Yüksek Evreli Hastalarda ATRX ve NF1 Gen Ekspresyon Analizi 

ATRX ekspresyonunun kaybı astrositomlar için spesifik bir belirteç olmakla 

birlikte oligodendrogliomalarda bulunmamaktadır. Glial tümörlü hastalarının tümör 

dokularında ve kan örneklerinden qRT-PZR yöntemiyle ATRX geninin ekspresyon 

seviyesi belirlendi. Oligodendrogliomalara göre astrositomalarda ve glioblastomalarda 

gen ifadesinin azaldığı görüldü (Tümör dokusu p=0,167, Periferik kan p=0,118) (Şekil 

4-2). 
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Şekil 4-2: ATRX gen ekspresyon analizi (A: Tümör dokusu örnekleri, B: Kan örnekleri) 

 

NF1 geni fonksiyon kaybı, kötü prognoza sahip glioblastomalarda sıklıkla 

görülmektedir. Glial tümörlü hastaların tümör dokularında ve kan örneklerinde qRT-

PZR yöntemiyle NF1 geninin ekspresyon seviyesi belirlendi. Kan ve tümör dokularında 

oligodendrogliomalara göre astrositomalarda ve glioblastomalarda gen ifadesinin 

azaldığı görüldü (tümör dokusu için p=0,251, periferik kan için p=0,217) (Şekil 4-3). 

 



39 

 

 

 

Şekil 4-3: NF1 gen ekspresyon analizi (A: Tümör dokusu örnekleri, B: Kan örnekleri) 

 

Korelasyon analizi yapıldığında hem tümör hem de kan örneklerinde ATRX ve 

NF1 gen ifadeleri arasında pozitif korelasyon  bulundu  (sırasıyla p=0,000001, r=0,907 

ve p=0,0003, r=0,788) (Şekil  4-4A ve Şekil  4-4B). 



40 

 

 

 

Şekil 4-4: ATRX ve NF1 gen ekspresyonlarının korelasyonu (A: Tümör dokusu örnekleri 

B: Periferik kan örnekleri) 
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4.3. Oligodendroglioma ve Diğer Glial Tümörlerde CIC Geni Mutasyon Analizi 

Oligodendrogliomalarda sıklıkla görülen CIC geni mutasyonu (p.R215W) 

açısından hastaların tümör dokusu ve kan örnekleri analiz edilmiştir. En sık gözlenenen 

bu mutasyonu içerecek şekilde yapılan PZR, Sanger dizileme ile analiz edilmiştir. PZR 

sonrası %2’lik agaroz jelde yaklaşık 500 baz çifti boyutundaki bantlar görüntülendi ve 

Sanger dizileme hizmet alımı ile dizileme yapıldı (Şekil 4-5). Sanger dizileme 

sonuçlarına göre oligodendroglioma tanılı bir hastada 5. eksonda GGT 3 nükleotitlik 

delesyon saptandı (p.W238del). 

 

Şekil 4-5: CIC geni PZR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü (1-3: Tümör dokusu örnekleri) 

 

 

Şekil 4-6: Glial 1 nolu hastanın (Oligodendroglioma) CIC geni Sanger dizileme sonucu (A: 

Tümör dokusu örneği, B: Kan örneği) 

 

Glial 1 kodlu oligodendroglioma alt sınıfına ait hastanın Sanger dizileme 

sonucu Şekil 4-6’da gösterilmiştir. Delesyon olan bölgenin dizileme sonucu Şekil 4-

7’de gösterilmiştir. 

 



42 

 

 

Şekil 4-7: Glial 1 nolu hastanın tümör dokusunda CIC geni Sanger dizileme sonucu 

 

4.4. MGMT Geni Promotör Bölge Metilasyon Analizi 

MGMT geni promotör bölgesi metilasyon durumu RT-PZR ile analiz edildi. MS-

PZR için negatif kontrol olarak H2O kullanıldı. Pozitif kontrol olarak in vitro 

metilasyon yapılan örnekler kullanıldı. MS-RT PZR sonrası örneklerin amplifikasyon 

kontrolü jelde görüntüleme ile yapıldı ve Ct değerleri ile analiz edildi. Şekil 4-8’de MS 

RT-PZR sonrası MGMT geni PZR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü verilmiştir. Sonuçlar 

2-ΔΔCt analizi ile yorumlanmıştır. MGMT metilasyon yoğunluğunu gösteren ısı haritası 

Şekil 4-8’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4-8: MS-RT PZR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü (D: Tümör dokusu, M: Metile 

primerler ile yapılan PZR, U: metile olmayan primerler ile yapılan PZR, Not: Alttaki 

bantlar primer dimerlerini göstermektedir.) 
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Şekil 4-9: MGMT metilasyonu ısı haritası 

 

 

MGMT metilasyonu düşük evreli hastalarda daha düşük bulunurken yüksek 

evreli glioblastoma hastalarında metilasyon daha yüksek düzeyde bulunmasına rağmen 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamadı (p=0,987) (Şekil 4-10). 

 

 

Şekil 4-10: Evre 2 ve Evre 4 hastalarda MGMT metilasyon düzeylerinin karşılaştırılması  
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4.5.  Düşük ve Yüksek Evreli Hastalarda Yeni Nesil Dizileme Sonuçları 

“Archer Variant Plex solid tümör gen paneli” ile yapılan hedefli genlerin 

analizleri sonucunda somatik filtre (gnomAD Allel Frekansı ≤ 0,05, Allel Frekansı ≥ 

0,027, Okuma  Sayısı ≥ 100, Varyant alelin yüzde oranı ≥ %5, varyant alelin yüzde 

oranı (bilinen patojenik  varyant ise) ≥ %2 (varyant allel için en az 7 okuma)) 

uygulaması ile yüksek ve düşük evreli hastalarda ortaya çıkan genetik değişimler Şekil 

4-11’de  özetlendi. 

 

 

 

 

Şekil 4-11: Hastalarda yeni nesil dizileme ile saptanan genetik değişimler 

  

Archer analiz platformu tarafından uygulanan somatik filtre sonuçlarına göre 

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

Hastalığın patogenezini etkileyen patolojik varyantlardır. Somatik mutasyon 

sonucu oluşan bu patojenik varyantlar glial tümörlerde alt sınıflamada önemli 

olmaktadır. Saptanan varyantların bir kısmı  glial tümörlerle ilişkili bulundu. Ancak 

bazı varyantlar glial tümörlerle ilişkili değildir. İlişkili olmayan varyantlar çalışmanın 

özgünlüğünü ortaya koymaktadır. Patojenik varyant saptanan genler Şekil 4-12’de 

gösterildi.  

 

 Evre 2       Evre 4               

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

BRAF       3           3             

EGFR                         2   2 2 

HNF1A   2 2         2 2   2           

IDH1 1 1 1                           

NOTCH1                   1             

PTEN               2         1   2 2 

PTPN11                           2     

TERT 1 1     2 2 1   2     1 1 1 1 1 

TP53     2     2         2 2   1     

 

 

Şekil 4-12: Hastalarda saptanan patojenik varyantlar 

 

 

Patojenik varyantların ayrıntılı bilgileri Tablo 4-2’de özetlendi. BRAF, EGFR, 

IDH1 ve PTPN11 genetik varyatları glial tümörlerle ilişkili varyantlar olarak hastalarda 

bulundu. 

 

 

 

 

 

 

Tablo 4-2: Patojenik varyant bulunan genler 

1 Patojenik 

2 Patojenik/Olası Patojenik 

3 Patojenik, ilaç yanıtı ilişkili 
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 Gen 

sembolü 

rs number Varyasyon bilgisi Patojenite İlişkili hastalık Varyant 

bulunan 

hastalar 

BRAF rs113488022 NM_004333.6(BRAF):

c.1799T>A 

(p.Val600Glu) 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

Astrositoma, 

Glioblastoma, Beyin 

sapı gliomu, Beyin 

neoplazmı 

22, 12 

EGFR  

rs105751982

9 

rs149840192 

rs769696078 

NM_005228.5(EGFR):

c.787A>C 

(p.Thr263Pro) 

NM_005228.5(EGFR):

c.866C>T 

(p.Ala289Val) 

NM_005228.5(EGFR):

c.865G>A 

(p.Ala289Thr) 

Olası 

patojenik 

Beyin neoplazmı, 

Glioblastoma, Baş ve 

boyun skuamöz hücreli 

karsinomu 

15,19,20 

HNF1A rs762703502 NM_000545.8(HNF1A

):c.864del 

(p.Pro291fsTer51) 

Olası 

patojenik  

Monojenik diyabet, 

gençlerde olgunluk 

başlangıçlı diyabet  

6,8,9,13,23 

IDH1 rs121913500 NM_005896.4(IDH1):

c.395G>A 

(p.Arg132His) 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

Glioblastoma, Beyin 

Neoplazmı, 

Medulloblastoma, 

Akut miyeloid lösemi, 

Multipl miyelom 

1,6,23 

NOTCH1 rs61751542 NM_017617.5(NOTC

H1):c.4129C>T 

(p.Pro1377Ser) 

Patojenik Miyeloproliferatif 

neoplazm, 

sınıflandırılamayan 

12 

PTEN  

rs125712471

9 

NM_000314.8(PTEN):

c.802-1G>A 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

PTEN hamartom 

tümör sendromu, 

Makrosefali-otizm 

sendromu, Kalıtsal 

kansere yatkınlık 

sendromu, Cowden 

sendromu 

 

rs587782360 NM_000314.8(PTEN):

c.403A>G 

(p.Ile135Val) 

Patojenik 

 

rs869312776 NM_000314.8(PTEN):

c.408T>G 

(p.Cys136Trp) 

Olası 

patojenik 
8,15,19,20,

17 

rs121913294 NM_000314.8(PTEN):

c.518G>A 

(p.Arg173His) 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

 

rs786204862 NM_000314.8(PTEN):

c.493-1G>A 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

 

PTPN11 rs121918464 NM_002834.5(PTPN1

1):c.226G>A 

(p.Glu76Lys) 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

Astrositom, 

Nöroblastom, Juvenil 

miyelomonositik 

lösemi, Rasopati, 

Noonan sendromu 

 

 

17 

TERT rs124253581

5 

NM_198253.2(TERT):

c.-124C>T 

Patojenik, 

Olası 

patojenik 

Melanom, kutanöz 

malign, Glial tümör 

1,4,5,7,9,1

4, 15, 

17,19,20,2

3 

TP53  
rs730881999 NM_000546.6(TP53): Patojenik  Glioblastoma, Glial  
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4.5.2. YND Analizi Sonucunda Klinik Önemi Bilinmeyen Varyantlar 

Archer analiz platformu tarafından uygulanan somatik filtre sonuçlarına göre 

YND analizi sonucunda tüm hastalarda ortalama 12 somatik varyant belirlenmiş olup 

bunlardan iki genin dizileme hatası olduğu belirlendi. Gerçek varyantların “COSMIC”, 

“ClinVar”, “NCBI” ve “ENSEBML” sitelerinde varyant analizi yapıldı. İleri analiz 

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

bilinmeyen (VUS) olarak gruplandırıldı. Tablo 4-3’te VUS varyantların gen listesi 

gösterildi.  

Tablo 4-3: VUS varyantların gen listesi 

Gen 

sembolü 

Varyant ismi rs numarası Varyant bulunan 

hastalar 

FBXW7 NM_018315.4:c.345-6_345-5del rs745908066 Tüm hastalar 

PIK3CA NM_006218.4(PIK3CA):c.1571G>A 

(p.Arg524Lys) 

rs104885999 7 

VHL NM_000551.4(VHL):c.86_87delinsTT 

(p.Gly29Val) 

rs879254115 23 

 

4.5.3. YND Analizi İle Saptanan Benign Varyantlar 

İleri analiz sonucunda patojenik olmayan iyi huylu (benign) varyantların gen 

listesi Tablo 4-4’te gösterildi.  

 

 

 

 

 

c.380C>A 

(p.Ser127Tyr) 

tümör, Li-Fraumeni 

sendromu, Kalıtsal 

kansere yatkınlık 

sendromu 

rs876659675 NM_000546.6(TP53):

c.764T>C 

(p.Ile255Thr) 

Olası 

patojenik  
5,6,13,14,1

7 

rs105751784

0 

NM_000546.6(TP53):

c.626_627del 

(p.Arg209fs) 

Patojenik  
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Tablo 4-4: Benign varyantların gen listesi 

Gen 

sembolü Varyant ismi rs numarası 

Varyant 

bulunan 

hastalar 

APC 

NM_000038.6(APC):c.2586C>G (p.Asn862Lys), 

NM_000038.6(APC):c.7504G>A (p.Gly2502Ser),  

NM_000038.6(APC):c.3949G>C (p.Glu1317Gln) 

rs147972247, 

rs2229995, 

rs1801166 

1,4,22 

CDH1 NM_004360.5(CDH1):c.2440-6C>G rs139757930 
4 

CDKN2A NM_000077.5(CDKN2A):c.442G>A (p.Ala148Thr) rs3731249 
7,13,19 

FGFR3 NM_000142.5(FGFR3):c.1075+5C>T rs3135885 
6 

ERBB4 

NM_005235.3(ERBB4):c.884-7del, 

NM_005235.3(ERBB4):c.884-8_884-7del, 

NM_005235.3(ERBB4):c.884-20dup 

rs67894136 Tüm hastalar 

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.46A>G rs142739534 20 

 

4.5.4. YND Analizi İle Saptanan Kopya Sayısı Değişimleri 

Hedefli gen panelinde analiz edilen genlerden EGFR, CDK4 ve MDM2 

genlerinde kopya sayısı artışı tespit edildi (Tablo 4-5).  

Tablo 4-5: Kopya sayısı artışı bulunan genler 

Gen Sembolü Kopya Sayısı Artışı 

Varyant bulunan 

hastalar 

CDK4 
4,62 14 

4,57 20 

EGFR 
3,25 4 

8,67 7 
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3,11 15 

5,38 20 

MDM2 13,18 17 

 

En yüksek CNV artışı Glial 17 nolu hastada MDM2 geninde 13,18 katlık bir 

artış bulundu (Şekil 4-13). 

 

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

 

 

EGFR geni amplifikasyonu, glioblastomada karakteristik genetik değişim 

olarak gösterilmektedir ancak düşük dereceli gliomalarda nadir görülmektedir. EGFR 

kopya sayısı artışı değişimleri 12 glioblastoma hastasının 4’ünde görülmektedir (Tablo 

4-5). Glial 7 nolu hastaya ait EGFR geni CNV sonucu Şekil 4-14’de gösterilmektedir. 

 

 

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

 

4.5.5. YND Sonuçlarının Sanger Dizileme İle Doğrulanması 

YND analizi sonucunda hastalarda belirlene ancak IGV (“Integrative Genomics 

Viewer”) dizileme görüntüleme aracı ile kontrol edildiğinde FOXL2 ve FBXW7 

genlerinde görülen varyantların (NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Ala179Gly), 

FBXW7 NM_018315.4:c.345-6_345-5del) dizileme hatası olabileceği düşünülerek  
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Sanger dizileme ile kontrol edildi. PZR sonrası agaroz jelde görüntülendi (Şekil 4-15). 

FOXL2 ve FBXW7 yeni nesil dizileme görüntüsü Şekil 4-16 ve 4-17’de gösterildi. 

 

Şekil 4-15: FOXL2 ve FBXW7 genlerinin PZR ürünü agaroz jel görüntüsü 

 

 

Şekil 4-16: FOXL2 genindeki varyantın (NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Ala179Gly)) 

yeni nesil dizileme görüntüsü 

  

FBXW7 geni delesyon bölgesi homopolimer bölgede (tekrarlı A) yer aldığından 

dolayı dizilemede bazen hatalı olarak okunabilmektedir. Bu nedenle doğrulama 

yapılarak varyantın varlığı tespit edildi. 
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Şekil 4-17: FBXW7 genindeki varyantın (NM_018315.4:c.345-6_345-5del) yeni nesil 

dizileme görüntüsü 

 

Sanger sonuçları analizi ile FOXL2 geninde saptanan 

(NP_075555.1:p.Ala179Gly) varyantın okuma hatası olduğu (Şekil 4-18, 4-19), buna 

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

doğrulandı (Şekil 4-20, 4-21). 

 

 

Şekil 4-18: FOXL2 NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Ala179Gly) varyantının olduğu 

bölgenin Sanger dizileme sonucu 
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Şekil 4-19: FOXL2 NM_023067.4 (FOXL2):c.536C>G (p.Ala179Gly) varyantı için Sanger 

dizileme sonucunun Blast analizi 

 

 

Şekil 4-20: FBXW7 geni NM_018315.4:c.345-6_345-5del delesyonunun Sanger dizileme ile 

gösterilmesi 

 

Şekil 4-21: FBXW7 geni NM_018315.4:c.345-6_345-5del delesyonu için yapılan Sanger 

dizileme sonucunun blast analizi 
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4.6. Hastaların Genetik Verileri ile Klinik ve Patolojik Özelliklerinin 

Karşılaştırılması 

Hastaların ATRX, NF1 tümör dokusu ekspresyon değerleri, YND analizinde 

saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, 

NOTCH1, TP53 mutasyon verileri, MDM2, CDK4 ve EGFR amlifikasyonları, MGMT 

metilasyon analizi sonuçları ile patoloji rapor bilgilerinde yer alan yaş, mitoz, 

immünohistokimyasal test sonuçları (Ki67, GFAP), VEP ve nekroz verileri 

kaşılaştırıldı. 

ATRX ve NF1 gen ekspresyon analizi sonuçları kategorize edilerek; bunun için 

ATRX ve NF1 ekspresyonu ortanca ekpresyon değerine (sırasıyla 0,07 ve 0,03) göre 

yüksek ve düşük eksprese eden olmak üzere iki gruba ayrıldı. 

4.6.1. ATRX Ekspresyon Verileri İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Tümör dokusunda ATRX ekspesyon analizi sonuçları ile YND analizinde 

saptanan IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53 

mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonları, MGMT metilasyonu 

analizi sonuçları Ki-kare testi yapılarak karşılaştırıldı. ATRX geninin tümör dokusunda 

ekspresyonun azalması NF1 ekspresyonun azalması ile anlamlı bulundu (p=0,003). 

ATRX ekspresyonun azalması IDH mutasyon durumu ile anlamlı bulundu (p=0,055) 

(Tablo 4-6). 

Tablo 4-6: Tümör dokusunda ATRX ekspresyonu ile genetik özelliklerin Ki-kare testi ile 

karşılaştırması 

ATRX Ekspresyonu ile 

Karşılaştırılan 

Gruplar p Kategori 

Ekspresyon 

azalmış 

Ekspresyon 

artmış 

NF1 Ekspresyonu 0,003 
Düşük 7 1 

Yüksek 1 7 

IDH1 0.055 
Mutant 0 3 

Yabanıl tip 8 5 

BRAF 1.000 
Mutant 1 1 

Yabanıl tip 7 7 

HNF1A 0.590 
Mutant 2 3 

Yabanıl tip 6 5 

PTEN 0.522 
Mutant 1 2 

Yabanıl tip 7 6 

PTPN11 0.302 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 7 8 
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EGFR 0.522 
Mutant 1 2 

Yabanıl tip 7 6 

TERT 0.590 
Mutant 6 5 

Yabanıl tip 2 3 

TP53 0.590 
Mutant 2 3 

Yabanıl tip 6 5 

NOTCH1 0.302 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 7 8 

MDM2 amplifikasyonu 0,302 
Var 1 0 

Yok 7 8 

EGFR amplifikasyonu 0,248 
Var 3 1 

Yok 5 7 

CDK4 amplifikasyonu 1.000 
Var 1 1 

Yok 7 7 

MGMT Metilasyonu 1.000 
Düşük 4 4 

Yüksek 4 4 

 

4.6.2. NF1 Ekspresyon Verileri İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Tümör dokusunda NF1 ekspesyon analizi sonuçları ile  YND analizinde 

saptanan IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53 

mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonları, MGMT metilasyonu 

analizi sonuçları Ki-kare testi yapılarak karşılaştırıldı. NF1 geninin tümör dokusunda 

ekspresyonun azalması ile ATRX ekspresyonunun azalması anlamlı bulundu (p=0,003). 

NF1 ekspresyonunun azalması IDH mutasyon durumu ile anlamlı bulundu (p=0,055) 

(Tablo 4-7). 

Tablo 4-7: Tümör dokusunda NF1 ekspresyonu ile genetik özelliklerin Ki-kare testi ile 

karşılaştırması 

NF1 Ekspresyonu ile 

Karşılaştırılan 

Gruplar p Kategori 

Ekspresyon 

azalmış 

Ekspresyon 

artmış 

ATRX Ekspresyonu 0,003 
Düşük 7 1 

Yüksek 1 7 

IDH1 0.055 
Mutant 0 3 

Yabanıl tip 8 5 

BRAF 0,131 
Mutant 2 0 

Yabanıl tip 6 8 

HNF1A 0,106 
Mutant 1 4 

Yabanıl tip 7 4 

PTEN 0,522 
Mutant 1 2 

Yabanıl tip 7 6 
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PTPN11 0,302 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 7 8 

EGFR 0,522 
Mutant 1 2 

Yabanıl tip 7 6 

TERT 0,590 
Mutant 5 6 

Yabanıl tip 3 2 

TP53 0,590 
Mutant 2 3 

Yabanıl tip 6 5 

NOTCH1 0,302 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 7 8 

MDM2 amplifikasyonu 0,302 
Var 1 0 

Yok 7 8 

EGFR amplifikasyonu 0,248 
Var 3 1 

Yok 5 7 

CDK4 amplifikasyonu 1,000 
Var 1 1 

Yok 7 7 

MGMT Metilasyonu 0,317 
Düşük 5 3 

Yüksek 3 5 

 

4.6.3. Yaş İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Yaş ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND analizinde saptanan patojenik 

varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, TERT, NOTCH1, TP53 

mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR amplifikasyonları, MGMT metilasyonu 

analizi sonuçları Mann-Whitney U testi ile karşılaştırıldı. Yaşa göre IDH mutasyon 

durumu, TERT promotör mutasyon durumu anlamlı derecede ilişkili bulundu (Tablo 4-

8). IDH mutant olan hastaların yaş ortalaması 32 iken, mutasyon bulunmayan hastaların 

yaş ortalaması 58 bulundu (p=0,025). TERT promotör mutant olan hastaların yaş 

ortalaması 61 iken, mutasyon bulunmayan hastaların yaş ortalaması 36 bulundu 

(p=0,005). 

Tablo 4-8: Hastalarının yaşları ile genetik özelliklerinin Mann-Whitney U testi ile 

karşılaştırılması 

Yaş ile Karşılaştırılan 

Gruplar 
p 

Kategori Ortalama yaş (σ) 

ATRX 

Ekspresyonu 
0,161 

Düşük 60 (4,56) 

Yüksek 46 (6,82) 

NF1 Ekspresyonu 0,645 
Düşük 55 (6,87) 

Yüksek 51 (5,75) 

IDH1 0,025 
Mutant 32 (2,60) 

Yabanıl tip 58 (4,36) 
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BRAF 0,200 
Mutant 37 (18) 

Yabanıl tip 55 (4,26) 

HNF1A 0,145 
Mutant 44 (6,23) 

Yabanıl tip 57 (5,39) 

PTEN 0,296 
Mutant 63 (3,21) 

Yabanıl tip 50 (5,14) 

PTPN11 0,125 
Mutant - 

Yabanıl tip 51 (4,27) 

EGFR 0,800 
Mutant 56 (7,53) 

Yabanıl tip 52 (5,17) 

TERT 0,005 
Mutant 61 (3,80) 

Yabanıl tip 36 (6,27) 

NOTCH1 0,875 
Mutant - 

Yabanıl tip 53 (4,65) 

TP53 1,000 
Mutant 53 (6,49) 

Yabanıl tip 53 (5,81) 

MDM2 amplifikasyonu 0,125 
Var - 

Yok 51 (4,27) 

EGFR amplifikasyonu 0,446 
Var 60 (6,62) 

Yok 51 (5,36) 

CDK4 amplifikasyonu 0,700 
Var 60 (2,00) 

Yok 52 (4,94) 

MGMT Metilasyonu 0,161 
Düşük 48 (6,62) 

Yüksek 58 (5,41) 

(σ: Standart sapma değeri, p:İstatistiksel anlamlılık değeri (p≤0,05)) 

4.6.4. Mitoz Değeri İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Kanser hücrelerinin 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 varlığı ve MDM2, 

CDK4 ve EGFR amplifikasyonları, MGMT metilasyonu analizi sonuçları Mann-

Whitney U testi ile karşılaştırıldı. Mitoz ile ATRX gen ekspresyonu ve IDH mutasyon 

durumu anlamlı derecede ilişkili bulundu (Tablo 4-9). ATRX gen ekspresyonu düşük 

hastaların mitoz değeri 12 iken ekspresyonu yüksek hastaların mitoz değeri 7 bulundu 

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

hastaların mitoz değeri 12 bulundu (p=0,004). 
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Tablo 4-9: Mitoz ile genetik özelliklerinin Mann-Whitney U testi ile karşılaştırılması 

Mitoz ile 

Karşılaştırılan 

Gruplar 

p Kategori 
Mitoz 

değeri(σ) 

ATRX 

Ekspresyonu 
0,038 

Düşük 12 (1,41) 

Yüksek 7 (2,17) 

NF1 Ekspresyonu 0,328 
Düşük 11 (1,79) 

Yüksek 8 (2,26) 

IDH1 0,004 
Mutant 1 (0,88) 

Yabanıl tip 12 (1,14) 

BRAF 0,817 
Mutant 8 (5,5) 

Yabanıl tip 10 (1,52) 

HNF1A 0,743 
Mutant 9 (2,89) 

Yabanıl tip 10 (1,68) 

PTEN 0,521 
Mutant 13 (1,33) 

Yabanıl tip 9 (1,67) 

PTPN11 0,125 
Mutant - 

Yabanıl tip 9 (1,46) 

EGFR 1,000 
Mutant 12 (0,33) 

Yabanıl tip 9 (1,73) 

TERT 0,221 
Mutant 11 (1,54) 

Yabanıl tip 6 (2,76) 

NOTCH1 0,625 
Mutant - 

Yabanıl tip 9 (1,49) 

TP53 0,510 
Mutant 11 (2,69) 

Yabanıl tip 9 (1,72) 

MDM2 amplifikasyonu 0,125 
Var - 

Yok 9 (1,46) 

EGFR amplifikasyonu 0,521 
Var 9 (2,01) 

Yok 10 (1,82) 

CDK4 amplifikasyonu 0,417 
Var 14 (2) 

Yok 9 (1,56) 

MGMT Metilasyonu 0,721 
Düşük 11 (1,76) 

Yüksek 9 (2,31) 

( σ: Standart sapma değeri, p:İstatistiksel anlamlılık değeri (p≤0,05)) 

4.6.5. Ki67 Değeri İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Hastaların Ki67 değerleri ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND 

analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, 

pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR 

amplifikasyonları, MGMT metilasyonu analizi sonuçları Mann-Whitney U testi ile 

karşılaştırıldı. Ki67 değerleri ile IDH mutasyon durumu anlamlı derecede ilişkili 
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bulundu (Tablo 4-10).  IDH mutant olan hastaların Ki67 değeri %3 iken, mutasyon 

bulunmayan hastaların Ki67 değeri %31 bulundu (p=0,004). 

Tablo 4-10: Ki67 ile genetik özelliklerin Mann-Whitney U testi ile karşılaştırılması 

Ki67 ile 

Karşılaştırılan 

Gruplar p Kategori 

Ki67 (σ) 

ATRX 

Ekspresyonu 0,328 

Düşük %28 (4,70) 

Yüksek %23 (8,74) 

NF1 Ekspresyonu 
0,959 

Düşük %24 (5,08) 

Yüksek %27 (8,64) 

IDH1 0,004 
Mutant %3 (0,88) 

Yabanıl tip %31 (4,96) 

BRAF 0,817 
Mutant %28 (21,5) 

Yabanıl tip %25 (5,09) 

HNF1A 0,510 
Mutant %19 (6,82) 

Yabanıl tip %28 (6,37) 

PTEN 0,611 
Mutant %28 (4,41) 

Yabanıl tip %25 (5,94) 

PTPN11 0,375 
Mutant - 

Yabanıl tip %24 (5,09) 

EGFR 0,800 
Mutant %25 (7,63) 

Yabanıl tip %26 (5,83) 

TERT 0,320 
Mutant %29 (5,78) 

Yabanıl tip %18 (8,28) 

NOTCH1 0,250 
Mutant - 

Yabanıl tip %24 (4,89) 

TP53 0,743 
Mutant %31 (11,76) 

Yabanıl tip %23 (4,94) 

MDM2 amplifikasyonu 0,375 
Var - 

Yok %24 (5,09) 

EGFR amplifikasyonu 0,770 
Var %21 (4,27) 

Yok %27 (6,35) 

CDK4 amplifikasyonu 1,000 
Var %25 (5,00) 

Yok %25 (5,55) 

MGMT Metilasyonu 0,959 
Düşük %23 (5,75) 

Yüksek %27 (8,17) 

( σ: Standart sapma değeri, p:İstatistiksel anlamlılık değeri (p≤0,05))  
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4.6.6. Evre İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Hastaların tümör evre sınıflaması ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND 

analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, 

pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR 

amplifikasyonları, MGMT metilasyonu analizi sonuçları Ki-kare testi yapılarak 

karşılaştırıldı. Yüksek ve düşük evre kategorisi ile ATRX gen ekspresyonu, IDH ve 

TERT mutasyon durumu anlamlı derecede ilişkili bulundu (Tablo 4-11). ATRX gen 

ekspresyonu düşük hastaların yüksek evreli olduğu bulundu (p=0,021). 4 düşük evreli 

hastanın 3’ü IDH mutant bulundu ve tüm yüksek evreli glioblastoma hastaları ve 1 

düşük evreli hasta IDH yabanıl tip olarak bulundu  (p=0,001). TERT promotör 

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

Tablo 4-11: Evre ile genetik özelliklerin Ki-kare testi ile karşılaştırması 

Evre ile Karşılaştırılan 

Gruplar p Kategori 

Düşük 

evre (n) 

Yüksek 

evre(n) 

ATRX 

Ekspresyonu 
0,021 

Düşük 0 8 

Yüksek 4 4 

NF1 Ekspresyonu 0,248 
Düşük 1 7 

Yüksek 3 5 

IDH1 0,001 
Mutant 3 0 

Yabanıl tip 1 12 

BRAF 0,383 
Mutant 1 1 

Yabanıl tip 3 11 

HNF1A 0,350 
Mutant 2 3 

Yabanıl tip 2 9 

PTEN 0,267 
Mutant 0 3 

Yabanıl tip 4 9 

PTPN11 0,551 
Mutant 0 1 

Yabanıl tip 4 11 

EGFR 0,267 
Mutant 0 3 

Yabanıl tip 4 9 

TERT 0,029 
Mutant 1 10 

Yabanıl tip 3 2 

NOTCH1 0,551 
Mutant 0 1 

Yabanıl tip 4 11 

TP53 0,755 
Mutant 1 1 

Yabanıl tip 3 8 

MDM2(amplifikasyonu) 0,551 
Var 0 1 

Yok 4 11 

EGFR (amplifikasyonu) 0,182 
Var 0 4 

Yok 4 8 
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CDK4(amplifikasyonu) 0,383 
Var 0 2 

Yok 4 10 

MGMT Metilasyonu 1,000 
Düşük 2 6 

Yüksek 2 6 

(n: hasta sayısı, p:İstatistiksel anlamlılık değeri (p≤0.05)) 

 

4.6.7. VEP İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Hastaların vasküler endotelyal proliferasyon verileri ile ATRX, NF1 gen 

ekspresyon verileri, YND analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, 

HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varlığı ve MDM2, 

CDK4 ve EGFR amplifikasyonları, MGMT metilasyonu analizi sonuçları Ki-kare testi 

yapılarak karşılaştırıldı. VEP ile ATRX gen ekspresyonu, IDH ve TERT mutasyon 

durumu anlamlı derecede ilişkili bulundu (Tablo 4-12). VEP varlığı, düşük ATRX 

ekpresyonu ile ilişkili bulundu (p=0,021). VEP varlığı ve IDH1 negatifliği ile ilişkili 

bulundu (p=0,001). TERT mutasyonu VEP varlığı ile ilişkili bulundu (p=0,029).  

 

Tablo 4-12: VEP ile genetik özelliklerin Ki-kare testi ile karşılaştırması 

VEP ile Karşılaştırılan 

Gruplar p Kategori Var Yok 

ATRX 

Ekspresyonu 
0,021 

Düşük 8 0 

Yüksek 4 4 

NF1 Ekspresyonu 0,248 
Düşük 7 1 

Yüksek 5 3 

IDH1 0,001 
Mutant 0 3 

Yabanıl tip 12 1 

BRAF 0,383 
Mutant 1 1 

Yabanıl tip 11 3 

HNF1A 0,350 
Mutant 3 2 

Yabanıl tip 9 2 

PTEN 0,267 
Mutant 3 0 

Yabanıl tip 9 4 

PTPN11 0,551 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 11 4 

EGFR 0,267 
Mutant 3 0 

Yabanıl tip 9 4 

TERT 0,029 
Mutant 10 1 

Yabanıl tip 2 3 
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NOTCH1 0,755 
Mutant 4 1 

Yabanıl tip 8 3 

TP53 0,551 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 11 4 

MDM2 amplifikasyonu 0,551 
Var 1 0 

Yok 1 4 

EGFR amplifikasyonu 0,182 
Var 4 0 

Yok 8 4 

CDK4 amplifikasyonu 0,383 
Var 2 0 

Yok 10 4 

MGMT Metilasyonu 1,000 
Düşük 6 2 

Yüksek 6 2 

 

 

4.6.8. Nekroz Verileri İle Genetik Özelliklerin Karşılaştırması 

Hastaların nekroz verileri ile ATRX, NF1 gen ekspresyon verileri, YND 

analizinde saptanan patojenik varyantlar IDH1, BRAF, HNF1A, PTEN, PTPN11, EGFR, 

pTERT, NOTCH1, TP53 mutasyon varlığı ve MDM2, CDK4 ve EGFR 

amplifikasyonları, MGMT metilasyonu analizi sonuçları Ki-kare testi yapılarak 

karşılaştırıldı. Nekroz ile IDH mutasyon durumu anlamlı derecede ilişkili bulundu 

(Tablo 4-13). Nekroz varlığı IDH1 negatifliği ile ilişkili bulundu (p=0,004).  

 

Tablo 4-13:Nekroz verileri ile genetik özelliklerin Ki-kare testi karşılaştırması 

Nekroz ile 

karşılaştırılan gruplar 
p 

Kategori Var Yok 

ATRX 

Ekspresyonu 
0,106 

Düşük 7 1 

Yüksek 4 4 

NF1 Ekspresyonu 0,590 
Düşük 6 2 

Yüksek 5 3 

IDH1 
0,004 

 

Mutant 0 3 

Yabanıl tip 11 2 

BRAF 
0,541 

 

Mutant 1 1 

Yabanıl tip 10 4 

HNF1A 
0,611 

 

Mutant 3 2 

Yabanıl tip 8 3 

PTEN 
0,195 

 

Mutant 3 0 

Yabanıl tip 8 5 

PTPN11 0,486 Mutant 1 0 
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 Yabanıl tip 10 5 

EGFR 
0,195 

 

Mutant 3 0 

Yabanıl tip 8 5 

TERT 
0,094 

 

Mutant 9 2 

Yabanıl tip 2 3 

NOTCH1 0,486 
Mutant 1 0 

Yabanıl tip 10 5 

TP53 
0,513 

 

Mutant 4 1 

Yabanıl tip 7 4 

MDM2 amplifikasyonu 0,486 
Var 1 0 

Yok 10 5 

EGFR amplifikasyonu 0,755 
Var 3 1 

Yok 8 4 

CDK4 amplifikasyonu 0,308 
Var 5 0 

Yok 9 2 

MGMT Metilasyonu 0,590 
Düşük 6 2 

Yüksek 5 3 

 

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

karşılaştırılmasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamadı. 

4.7. Sağkalım Analizi  

Hastaların sağkalım analizi ameliyat tarihi itibari ile vefat eden hastaların ölüm 

tarihleri arasındaki süre gün olarak hesaplandı. Hastalarda saptanan patojenik 

varyantların sağkalıma etkisinin analizi Kaplan Meier yöntemiyle analiz edildi. Faktöre 

bağlı Log Rank testi ile HNF1A gen mutasyonu olan hastaların sağkalımı, negatif 

hastalara göre anlamlı düzeyde yüksek buundu (p=0,022) (Tablo 4-14).  Diğer genetik 

değişikliklerin sağkalım üzerinde etkisi olmadığı gösterilmiştir (p>0,05). 

 

Tablo 4-14: Faktöre bağlı Log Rank testi ile sağkalım analizi   

  Faktör p değeri (Log Rank) 

ATRX ekspresyonu 0,313 

NF1 ekspresyonu 0,174 

IDH1 0,129 

BRAF 0,420 

HNF1A 0,022 

PTEN 0,225 
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Sağkalım analizi yapılan genetik değişimlerin mutasyon durumuna göre 

ortalama sağkalım gün değerleri  Tablo 4-15’de gösterildi. 

Tablo 4-15: Faktöre göre ortalama sağkalım gün değerleri  

 

Sağkalım fonksiyon grafiği kümülatif sağkalım ve gün arasında HNF1A 

mutasyon durumu, ATRX ve NF1 ekspresyonu, MGMT metilasyonu ve CDK4 

amplifikasyonu  için gösterildi. 

 

 

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 

Faktör P değeri Mutasyon durumu Gün (%95 

Güven Aralığı) 

BRAF 0,420 Yabanıl tip 647 (475-818) 

Mutant 304 (112-495) 

PTEN 0,225 Yabanıl tip 657 (473-842) 

Mutant 429 (152-705) 

TERT 0,406 Yabanıl tip 673 (450-895) 

Mutant 586 (387-785) 

EGFR 0,941 Yabanıl tip 627 (446-808) 

Mutant 459 (239-679) 

NOTCH1 0,065 Yabanıl tip 657 (493-821) 

Mutant 166 (166-166) 

TP53 0,377 Yabanıl tip 683 (501-865) 

Mutant 471 (192-750) 

ATRX 0,313 Düşük ekspresyon 540 (361-718) 

Yüksek ekspresyon 703 (461-945) 

NF1 0,174 Yabanıl tip 521 (330-713) 

Mutant 703 (461-945) 

MGMT (metilasyon) 0,939 Yabanıl tip 530 (319-741) 

Mutant 666 (464-867) 

EGFR (amplifikasyon) 0,410 Yok 655 (452-858) 

Var 548 (284-812) 

CDK4 (amplifikasyon) 
0,079 Yok 670 (494-845) 

Var 368 (9-726) 
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Şekil 4-22: HNF1A mutasyonunun sağkalım üzerine etkisi  

 

 

Şekil 4-23: Tümör dokusundaki ATRX ekspresyonunun sağkalım üzerine etkisi  
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Şekil 4-24: Tümör dokusundaki NF1 ekspresyonunun sağkalım üzerine etkisi 

 

 

 

 

Şekil 4-25: MGMT metilasyonunun sağkalım üzerine etkisi 
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Şekil 4-26: CDK4 amplifikasyonunun sağkalım üzerine etkisi 
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5. TARTIŞMA 

“Dünya Sağlık Örgütü” (DSÖ) tarafından Merkezi Sinir Sistemi (MSS) 

tümörlerine yönelik sınıflama kriterleri 2021 yılında güncelledi. Güncellenen sınıflama 

kriterleri ile moleküler değişimler genişletilmiş ve epigenetik değişimlerin de önemi 

vurgulanmıştır (8). MSS tümörlerinden glial tümörlerin heterojen moleküler 

değişimlerinin ortaya konması tanı ve prognozun daha doğru tahminini sağladığı gibi 

klinik tedavide de yönlendirici olabilmektedir (16, 72, 73, 74).  Bu genetik değişimlerin 

ortaya konması yeni nesil dizileme (YND) ile hedefli gen paneli kullanımı kapsamlı bir 

şekilde genlerin analiziyle yüksek veri çıktıları sağlayarak hastalığın prognozunun 

anlaşılmasında önemlidir (62, 63). YND ile hedeflenen genlerdeki tüm moleküler 

değişiklikler; tek nükleotid değişimi (“Single Nucleotide Variation”-“SNV”), 

delesyon/duplikasyon mutasyonu (İndel), kopya sayısı değişimi (“Copy Number 

Variation”-“CNV”) saptanabilmektedir (61, 62, 63). 

Çalışma kapsamında gen paneli ile YND analizi, ATRX ve NF1 genleri için 

ekspresyon seviyelerinin analizi, oligodendroglioma için CIC geni mutasyon analizi ve 

MGMT geni metilasyon analizi yapıldı. Glial tümörlere özgü ticari bir gen paneli 

olmadığından çalışmamızda kullandığımız panel solid tümörlerde sık görülen moleküler 

değişimleri içeren oldukça kapsamlı bir paneldir. Sonuçlarımız somatik genetik 

değişimlerin düşük/yüksek evre karşılaştırması ve gliomagenezde rol alan varyasyonları 

anlamamız açısından çok değerli bilgiler sunmaktadır. Kullanılacak solid tümör gen 

paneli bu tümörlerde bulunan 67 geni (660 bölge) içeren ticari bir paneldir (EK1 hedefe 

yönelik gen panelindeki genler ve bölgelerin listesi). Çalışmamızda dizileme analizi ve 

ATRX ve NF1 ekspresyonu ve MGMT metilasyon durumu analaiz edilerek glial 

tümörlerin alt tiplerinde moleküler değişimlerin belirlenmesi, tanıda sınıflama için 

kullanılabilirliğinin anlaşılması ve henüz klinik önemi bilinmeyen varyasyonların tespiti 

ve sağkalım üzerine etkisi ile YND teknolojisinin klinikte uygulanabilirliğine katkı 

sağlanması amaçlandı. Türkiye’de ATRX ve IDH1 genleri için rutin patoloji biriminde 

uygulanan immunohistokimyasal testler ile moleküler tesler karşılaştırıldı. 

ATRX ekspresyon kaybının Nandakumar ve arkadaşları (29) ile Wiestler ve 

arkadaşlarının (75) yaptığı çalışmalarda astrositomaların sınıflamasında önemli olduğu 

belirtilmiştir. NF1 ekspresyon kaybına ATRX mutasyonlarının eşlik ettiği literatürde 
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belirtilmiştir (76). Çalışmamızda ATRX ve NF1 gen ekspresyon seviyelerinin, analiz 

sonucunda astrositoma ve glioblastomada azaldığı oligodendrogliomalarda daha yüksek 

olduğu görüldü. Hem  tümör dokusunda ve hem de periferik kan örneklerinde ATRX ve 

NF1 ekspresyonu arasında pozitif yönde korelasyon bulundu. Ancak 

immünohistokimyasal ATRX sonuçları ile uyumlu sonuçlar bulunamadı. Bunun 

nedenlerinden biri kullanılan yöntemilerin farklılık göstermesidir. 

İmmunohistokimyasal boyama hasta örneklerinde spesifik antikor kullanılarak ATRX 

proteininin tespitine dayanmaktadır. Ancak tez çalışmamızda kullandığımız qRT-PZR 

yönteminde mRNA düzeyinde analiz yapılmaktadır. qRT-PZR yöntemi daha 

nicelikseldir, immunohistokimyasal boyama sonuçları deneyim gerektirebilir ve 

subjektif yorumlanabilir (91). Bu sebeple immunohistokimyasal sonuçları ile qRT-PZR 

ekspresyon analizinde farklı sonuçlar ortaya çıkabilmektedir. 

CIC geni mutasyonları oligodendroglioma sınıflamasındaki karakteristik 

değişimlerdendir (8, 30, 64, 76). Oligodendrogliomalarda birçok CIC geni mutasyonları   

tanımlanmış olmasına karşın p.R215W mutasyonu en sık görülen varyasyon olarak 

bildirilmiştir. Çalışmamızda oligodendroglioma tanılı hastalarda  p.R215W mutasyonun 

olduğu CIC gen bölgesi Sanger dizileme ile analiz edilmiştir. Oligodenrogliomalı bir 

hastanın sadece tümör doku örneğinde 5. eksonda üç nükleotitlik GGT delesyon 

(NM_015125.5 c.712_714del, p.Trp238del) saptandı. Bu varyasyon daha önce 

bildirilmemiştir. Literatürde bu bölgede daha önce oligoastrositomalarda ve gliomalarda 

tek nükleotitlik bir delesyon (p.W238fs) veya anlamsız mutasyon (p.W238*) 

raporlanmıştır (96). Bu varyasyonun periferik kan örneğinde bulunmaması ve somatik 

mutasyon olarak tümör dokusunda saptanması oligodendroglioma oluşumunda önemli 

olduğunu göstermektedir. CIC geninde bulduğumuz bu yeni mutasyonun daha geniş 

hasta popülasyonunda taranması gerekmektedir. Hasta sayısının daha fazla olduğu 

çalışmalarda bu delesyon bölgesini içeren analizlerin yapılması bu varyasyonun glial 

tümörlerden oligodendrogliomada öneminin anlaşılmasını sağlayacaktır. 

Bu çalışmada Türk popülasyonudaki somatik mutasyonlar solid tümör paneli ile 

analiz edilerek patojenik ve klinik önemi henüz bilinmeyen (VUS) varyantların 

prognostik önemleri değerlendirildi. YND analizi sonucunda tüm hastalarda en az bir 

tane patojenik varyant saptandı. YND analizi ile saptanan patojenik varyantlar: IDH1, 

BRAF, TERT, TP53, EGFR, HNF1A, NOTCH1, PTPN11, PTEN gen değişimleri ile 
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MDM2, CDK4 ve EGFR gen amplifikasyonlarıdır. Saptanan IDH1 mutasyonu glial 

tümörlerle ilişkili bulunan R132H değişimidir. IDH1 mutasyon durumu MSS sınıflama 

kriterleri içerisinde en önemli olanıdır (8, 20). Hasta grubumuzda üç düşük evreli 

hastada IDH1 mutasyonu bulunmuştur. Oligodendroglioma tanılı iki hastada  IDH1 

mutasyonu literatürdeki gibi TERT geni promotör mutasyonu ile birlikte bulunmuştur 

(78). Hasta grubumuzdaki yüksek evre glioblastoma tanılı hastaların hiçbirinde IDH1 

mutasyonu bulunmamaktadır. Hastaların mitoz, proliferasyon indeksi Ki-67, vasküler 

endotelyal proliferasyon ve nekroz değerleri IDH1 mutasyon olmayan yüksek evreli 

hastalarda IDH1 mutant düşük evreli hastalara göre anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur. 

 BRAF geninde saptanan patojenik varyantın (NM_004333.6 c.1799T>A, 

p.Val600Glu) glial tümörlerde görülen karakteristik değişimlerden (33, 34) biri olduğu 

bulundu. Bu varyasyon bir düşük evreli ve bir yüksek evreli hastada saptandı. 

Literatürde BRAF V600E mutsyonu bu genin yapısal aktivasyonuna sebep olup 

ERK/MAPK yolağını aktive ederek tümör oluşumunda rol almaktadır (92). Tedavi 

yanıtı ile ilişkisi ise çeşitli kanserlerde BRAF; tirozin kinaz inhibitörleriyle hedeflenerek 

tedavide başarı gözlenmiştir. Bu strateji ile BRAF aktive olan gliomalarda tirozin kinaz 

inhibitörleri ile tedavi yanıtları elde edilmiştir (92). 

Glial tümörlerde önemli olduğu belirtilen TERT geni promotör bölge 

varyasyonları (23, 24, 27)  (c.-124C>T, c.-146C>T) toplam 12 hastada saptandı. 

Literatürde glial tümörlerle ilişkili olduğu belirtilen (79) TERT promotör c.-124C>T 

varyasyonu (NM_198253.3 c.-124C>T) dokuz hastada bulundu. Üç yüksek evreli 

hastada ise klinik önemi belirli olmayan TERT c.-146C>T varyasyonu bulundu. 

Literatürde TERT promotör mutasyonları, IDH1 mutant gliomalarda hayatta kalma 

faydaları sağlarken, IDH1 mutant olmayan hastalarda negatif prognostik belirleyici 

olduğu bildirilmiştir (93). Ancak  glioblastomada TERT mutasyonunun prognostik 

önemi, tüm glioma türlerinde IDH mutasyonu ve MGMT metilasyonu kadar güçlü 

olmadığı belirtilmiştir (93).  

Glial tümörlerin sınıflama kriterlerinde olan ve klinik önemi glial tümörle ilişkili 

bulunan (8, 80) EGFR geninde bulunan patojenik varyasyonlar (NM_005228.5: 

c.787A>C, p.Thr263Pro); NM_005228.5: c.866C>T, p.Ala289Val; NM_005228.5: 

c.865 G>A, p.Ala289Thr) üç yüksek evreli glioblastoma tanılı hastada saptandı. Lee ve 
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arkadaşlarının (80) yaptığı çalışmada yeni belirlenen EGFR yanlış anlamlı 

mutasyonlarının beyin tümörleri ile ilişkisi ortaya konmuştur. Bizim çalışmamızda da 

saptanan EGFR kinaz aktivitesini artıran bu varyasyonlar literatürde glioblastomada 

olası patojenik olarak bildirilmiştir (80). 

Astrositomalarda patojenik olduğu literatürde bildirilen (81) PTPN11 

varyasyonu (NM_002834.5 c.226G>A, p.Glu76Lys) bir yüksek evreli glioblastoma 

tanılı hastada saptandı. Literatürde glioblastomada ERK/MAPK sinyal yolağını aktive 

eden mutasyonlardan olduğu bildirilen PTPN11 gen varyasyonu (94) astrositom hücre 

kökenli glioblastoma oluşumunda önemli olabileceği düşünülmüştür. Fonksiyonel 

çalışmaların yapılması ve daha yüksek sayıda hasta grubunda bu varyasyonun 

bulunması ile rolü daha anlaşılabilir olacaktır. 

Kanser araştırma platformlarında raporlanan miyeloproliferatif neoplazmda 

patojenik olduğu belirtilen (82, 83) NOTCH1 varyasyonu (NM_017617.5 c.4129C>T, 

p.Pro1377Ser) bir yüsek evreli glioblastoma tanılı hastada saptandı. 

Oligodendrogliomalardaki sınıflama kriterlerinde bulununan (8) NOTCH1 gen 

değişimlerinin hasta grubumuzdaki iki oligodendrogliomada bulunmaması hedefli gen 

paneli  bu genin dört ekzonik bölgesini içermesinden kaynaklanabilir. Tüm genin 

analizi bu varyasyonların ortaya çıkma olasılığını artırabilir.  

HNF1A geninde saptanan varyasyonun (NM_000545.8 c.864del, 

p.Pro291fsTer51) ise monogenik diyabet ile ilişkili patojenik bir varyant olduğu 

bildirilmiştir (84). HNF1A, kolon adenokarsinomu, akciğer adenokarsinomu, 

endometrial adenokarsinomu gibi birçok kanserle ilişkisi literatürde belirtilmiştir (95). 

Tez çalışamızda bulunan varyantın “ExAC” veritabanında varyant alel frekansı 0.00112  

olarak bildirilmiştir.  HNF1A varyasyonu saptanan iki düşük evreli ve üç yüksek evreli 

hastada sağkalım oranının bu hastalarda anlamlı derecede yüksek olduğu bulundu (Log-

rank testi p=0,022)  

PTEN geninde saptanan beş farklı varyanttan ikisi (NM_000314.8 c.403A>G 

p.Ile135Val; NM_000314.8 c.518G>A p.Arg173His) glioblastoma ve düfüz 

gliomalarda gösterilmiştir (96). Diğer saptanan üç varyant (NM_000314.8 c.802-1G>A; 

NM_000314.8 c.408T>G p.Cys136Trp; NM_000314.8 c.493-1G>A) patojenik ve olası 

patojenik olarak (85, 86) PTEN hamartom tümör sendromunda, makrosefali-otizm 

sendromunda, kalıtsal kansere yatkınlık sendromunda ve Cowden sendromunda 
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tanımlanmış olup glial tümörlerdeki patojenite durumu ortaya konmamıştır. Hasta 

grubumuzda beş yüksek evreli glioblastoma tanılı hastada bu beş farklı PTEN 

varyasyonu saptandı. Bulunan bu varyantlar sınıflama kriterlerine dahil olmayan PTEN 

gen değişimlerinin glial tümörlerdeki moleküler değişimlerin analiz edilmesinde 

önemini ortaya çıkarmaktadır. 

YND analizi sonucunda saptanan TP53 varyasyonları (NM_000546.6 c.380C>A 

p.Ser127Tyr; NM_000546.6 c.764T>C p.Ile255Thr; NM_000546.6 c.626_627del 

p.Arg209fs) patojenite durumları glial tümörlerde bildirilmiştir. Sınıflama 

kriterlerindeki moleküler değişimlerden biri olan TP53 gen varyasyonları (8, 35, 36, 37) 

diğer tümörlerde olduğu gibi glial tümörlerde de gen boyu oldukça heterojen dağılım 

göstermektedir.  

YND analizi ile tüm hastlarda bulunan VUS varyantlardan FBXW7 geninde 

saptanan delesyonun (NM_018315.4:c.345-6_345-5del) patojenite durumu 

bildirilmemiştir. Ancak Yang ve arkadaşlarının (97) yaptığı  hücre kültürü çalışması ile  

glioma hücrelerinde FBXW7'nin silinmesinin IDH1 ekspresyonunu negatif olarak 

düzenlediği ve IDH1-mutant kanser hücresinin radyasyona duyarlılığını arttırdığı 

bildirilmiştir. 

YND analizi ile yüksek evreli glioblastoma tanılı hastada 13 katlık MDM2 

kopya sayısı artışı saptandı. MDM2’nin görevi; TP53’e bağlanarak yıkımına neden 

olmaktadır (87). Bu hastada MDM2 kopya sayısı artışının TP53 üzerinden 

gliomageneze neden olduğu düşünülmektedir.  MDM2 kopya sayısı artışı ile TP53 

mutasyonun birlikte bulunması TP53 fonksiyon kaybına neden olduğu ve eşlik eden 

TERT ve PTPN11 varyasyonları ile birlikte glioblastoma gelişimine yol açtığı 

düşünülmektedir.  

CDK4 kopya sayısı artışı saptanan iki yüksek evreli gliblastoma tanılı hastadan 

birinde eşlik eden varyasyonlar TERT, TP53; diğerinde ise TERT, PTEN ve EGFR gen 

varyasyonlarıdır. CNV saptanan diğer bir gen EGFR geni amplifikasyonu toplam dört 

yüksek evreli hastada saptanmıştır. EGFR gen amplifikasyonları çeşitli kanserlerle 

olduğu gibi glial tümörlerle de ilişkilendirilmiştir (88, 89, 90). EGFR gen artışı bulunan 

bir hastada EGFR gen varyasyonları da saptanmıştır ve PTEN, TERT varyasyonları da 

bu hastada birlikte bulunmuştur. EGFR geninin gliomagenezde etkileşimli genlerden 

oluşan büyük bir merkezdeki bir gen olduğu  ve  prognostik öneminin dikkate değer 
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olduğu vurgulanmaktadır (88). EGFR amplifikasyonuna yönelik tirozin kinaz inhibitör 

tedavilerinde kan-beyin bariyeri, tümör heterojenitesi ve ikincil mutasyonların varlığı 

dirence sebep olduğu bildirilmiştir (98). EGFR amplifikasyonun diğer genetik 

değişimlerle ve gendeki SNV ve CNV’lerin  birlikte gösterilmesi gliomagenezin 

anlaşılması açısından çok büyük avantajlar sunmaktadır. EGFR geni hem mutasyonları 

hem amplifikasyonları glial tümörlerde patojenite ile ilişkili olduğu için bu kanserlerde 

YND analizi ile genetik değişimlerin kapsamlı şekilde ortaya konması önemli 

olmaktadır. 

Çalışmamızda MGMT geni metilasyonu analizinin değerlendirilmesi 2021 

yılında güncellenen sınıflama kriterlerinde epigenetik değişimlerin önemi açısından bize 

önemli bilgiler sunmaktadır. Yüksek evreli hastalarda metilasyonun daha yüksek 

bulunması ile birlikte hastaların takip süreleri ve tedaviye yanıt bilgilerinin eksik olması 

sebebiyle tedaviyi yönlendirici etkisi analiz edilememiştir. 

Düşük evreli hasta sayısının yüksek evreli hasta sayısına oranla daha az 

bulunması istatistik sonuçlarında sapmayı etkileyen bir durum oluşturmaktadır. Yapılan 

bu çalışma ile glial tümörlerde düşük/yüksek evre karşılaştırması yapılmakla birlikte 

çalışmamızı özgün yapan taze beyin tümör dokusu ile gen ekspresyonu, DNA 

metilasyonu ve somatik mutasyonların birlikte analiz edilmesidir. Sonuçlarımızda klinik 

önemi tam olarak bilinmeyen VUS vayantların (FBXW7, PIK3CA, VHL) daha ayrıntılı 

araştırılması gerektiği ortaya konmuştur. Patojenite durumlarının glial tümörlerde belirli 

olmayan genetik değişimlerin (FBXW7, PIK3CA, VHL, PTEN ve HNF1A), tümör 

oluşumunda önemli olduğu ancak henüz glial tümörlerdeki bilgilerinin yetersiz olduğu 

bulunmuştur. Bu sonuçlar hem gliomagenezi anlamamız açısından hem de sınıflamanın 

moleküler değişimler üzeriden yapılması ve prognozun değerlendirilmesi açısından 

önem taşımaktadır. 
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HAM VERİLER 

Solid tümör gen paneli genleri ve dizileme yapılan ekzon bilgileri 

Gen Sembolü Dizilenenen ekzon numarası Genetik değişiklik 

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 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 SNV/Indel/CNV 

CDK4 2,3,4,5,6,7 SNV/Indel/CNV 

CDKN2A 1,2,3 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 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11 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 
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KRAS 2,3,4,5 SNV/Indel/CNV 

MAP2K1 2,3 SNV/Indel 

MDM2 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 2,3,4,5 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 
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FORMLAR 

BİLGİLENDİRİLMİŞ ONAM FORMU  

GENETİK BİLİMSEL ARAŞTIRMA AMAÇLI KAN VEYA DOKU ÖRNEĞİ 

ALINAN KİŞİLER İÇİN BİLGİLENDİRİLMİŞ ONAM FORMU 

1. “Glial Tümörlerde DNA Metilasyon Analizi ve Genetik Varyasyonların 

Belirlenmesi” başlıklı klinik çalışmada kullanılmak üzere kolunuzdan 10 mL (1 tüp) 

kan ve ameliyat esnasında patoloji için alınan beyin dokusundan örnek alınması 

gerekmektedir. Sağlıklı kişilerden sadece kan örneği alınması gerekmektedir. Bu 

kandan ve dokudan, genetik materyal (DNA/RNA) ve/veya hücre elde edilecektir. Kan 

alma işlemi ile ilgili riskler arasında bayılma, ağrı ve/veya kan alma bölgesinde 

morarma sayılabilir. Ender durumlarda iğne deliğinin yerinde enfeksiyon ya da küçük 

bir kan pıhtısı olabilir. Olası bir soruna karşı gerekli tedbirler tarafımızdan alınacaktır. 

2. Tanı örneğiniz bölümümüze ulaştıktan sonra kayıt edilip, 

numaralandırılarak, kişisel bilgileriniz gizli tutulacak şekilde saklanmaktadır. 

3. Alınan biyolojik örnek materyalinizden DNA/RNA/hücre izole edilerek 

saklanacaktır. Oluşturulan bu arşivde kişi isimleri kullanılmayacak, örnekler numaralı 

olarak korunacaktır.  

4. Elde edilen genetik bilgiler şifre korumalı bir bilgisayar programında 

korunacaktır. Kişisel ve tıbbi bilgileriniz iş yeri, eğitim kurumu ve sigorta şirketi gibi 

üçüncü şahıslara aktarılmayacaktır. 

5. Araştırma sırasında genetik test sonuçlarının sizi ve ailenizi psikolojik 

veya diğer bir yönden etkileyeceğini düşünmeniz durumunda, araştırmadan kendi 

isteğiniz ile ve istediğiniz an ayrılabilirsiniz. 

6. Bu çalışmada sizden veya bağlı bulunduğunuz sosyal güvenlik 

kurumundan herhangi bir ödeme alınması söz konusu olmadığı gibi size de çalışmaya 

katılmanız nedeniyle herhangi bir ödemede bulunulmayacaktır.  

7. Bu çalışmaya katılmayı reddedebilir ya da herhangi bir aşamada 

vazgeçebilirsiniz. Bu talebinizin/kararınızın gelecekteki takip ve tedaviniz üzerine 

olumsuz bir etkisi olmayacaktır. 
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8. Gönüllü rızasına bakılmaksızın araştırmacı tarafından araştırma harici 

bırakılabilirsiniz. 

A. Benden alınan kan ve doku örneğinin yukarıda adı belirtilen bilimsel 

çalışmada kullanılmasını  

Kabul ediyorum ❑  Kabul etmiyorum ❑   

B. Benden alınan kan ve doku örneğinin bundan sonra yapılabilecek genetik 

çalışmalarda kullanılmasını 

Kabul ediyorum ❑  Kabul etmiyorum ❑ 

C. Yukarıda adı belirtilen çalışmada ve örneğimin kullanıldığı diğer 

çalışmalarda tespit edilen benimle ilgili bulguları öğrenmek  

İstiyorum ❑  İstemiyorum ❑ 

Burada attığım imza ile genetik testlerimin yapılması, materyalimin saklanması 

ve gereği halinde kimlik bilgilerim saklı kalmak koşulu ile elde edilen verilerin İ.Ü. 

AZİZ SANCAR DETAE Genetik AD tarafından yürütülen veya desteklenen bilimsel 

çalışmalarda kullanılmasını kabul ediyorum ve bu onayı verirken yukarıda tarafıma 

verilen bilgileri okuduğumu, anladığımı ve kabul ettiğimi tasdik ediyorum. 

(Bu belge 2 sayfadan oluşmaktadır) 

NOT: 

Zihinsel özürlü kişiler, bilinci kapalı olanlar ve reşit olmayan çocuklar için bu 

belge velisi veya vasisi tarafından doldurulacaktır. Kararınızdan önce bilgileri lütfen 

okuyunuz. 

Formu Okuyup İmzalayan Kişinin;           Bilgilendiren Kişinin; 

Adı ve Soyadı:                                                Adı ve Soyadı:  

Hastaya Yakınlık Derecesi:   Telefon:  

İletişim Bilgileri:    Tarih: 

Tarih:           İmza 

İmza: 
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İNTİHAL RAPORU İLK SAYFASI 

 

 




