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. OZET

GLIOBLASTOMA MULTIFORME’DE RHO-KINAZ GEN
EKSPRESYONU VE PROGNOZLA ILISKiSi

Dr. Ahmet CIGILOGLU

Uzmanlik Tezi, ic Hastaliklari Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Celalettin CAMCI
Nisan 2011, 51 sayfa

Glioblastoma Multiforme (GBM), beynin en sik goérlilen ve en agresif
primer malign tumoradur. Yetigkin kanser oOlumlerinin yaklasik %Z2’sinden
sorumludur. Glioblastoma Multiforme’de prognozu etkileyen faktorler yas, timaor
lokalizasyonu, tumor c¢api, semptom suresi ve tipi, cerrahinin genisligi,
postoperatif tumdr volimu, adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi durumu
olarak siralanabilir. GBM'de tedavi basarisizhgr ve oOlum lokal tumor
bdylUmesinden ve beyindeki invazyonun artisindan olmaktadir. Hucrelerin
invazyonunda aktin mikrofilamentleri, mikrotubuller, ara filamentler arasindaki
etkilesimler, bunlari dizenleyen cevresel faktorler ve intraselliler sinyallerin
etkisi vardir. Bu degisikliklerin olugsmasinda Rho proteinleri ve dolayisi ile Rho-
kinazin aktivasyonu énemli rol oynamaktadir.

Bu calismanin amaci Glioblastoma Multiforme’de Rho-kinaz yolagina
ait genlerin ekspresyonlarinin prognozla iligkisini aragtirmaktir. Bu ¢alisma bu
konuda yapilan ilk galigsmadir.

Calismaya 2001-2010 yillari arasinda Glioblastoma Multiforme tanisi
almis 98 hasta dahil edildi. Hastalarin parafine gomulu doku orneklerinden
FFPE RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA eldesi yapildi ve Rho-kinaz yolagina
ait olan toplam 26 genin gen ifadeleri mMRNA duzeyinde aragstirildi.

Hastalarin tani sirasindaki yaslari ile yasam sireleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptandi.

Rho-kinaz yolagindaki LIMK1, CFL1, CFL2, BCL2 genlerinin fazla
ekspresyonu ve MAPK1 geninin az ekspresyonuyla hastalarin yasam sureleri
arasinda anlamli iligki saptanmigtir. Bu gen ekspresyonlarinin tedaviye yanitin
artmasini saglayabilecegi veya tedaviye direngli hastalarin dnceden tespit
edilmesini saglayabilecedi dusunulmustir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma Multiforme, Rho-kinaz, ROCK1, ROCK2



IV. ABSTRACT

ASSOCIATION BETWEEN THE RHO-KINASE GENE
EXPRESSION AND PROGNOSIS IN
GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Dr. Ahmet CIGILOGLU

Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Celalettin CAMCI
April 2011, 51 pages

Glioblastoma Multiforme(GBM) is the most common and the most
aggressive primary malignant tumor of the brain. GBM is responsible for
approximately 2% of adult cancer deaths. Prognostic factors in Glioblastoma
Multiforme can be sorted as age, tumor localization, tumor diameter, symptom
period and type, the width of surgery, postoperative tumor volume, adjuvant
radiotherapy and/or chemotherapy status. Local tumor growth and brain
invasion causes failure in treatment and death in GBM. The interactions
between actin microfilaments, microtubules, intermediate filaments and
environmental factors, intracellular signals which regulate them effect the cell
invasion. Rho proteins and therefore Rho-kinase activation play important role
at these interactions.

The aim of this study is to evaluate the relationship between the Rho-
kinase pathway gene expressions and prognosis in Glioblastoma Multiforme.
This is the first research at this issue.

98 patients diagnosed as GBM between 2001-2010 were taken into the
study. RNA was obtained using FFPE RNA isolation kit from the parafinized
tissue of the patients and the mRNA expressions of 26 genes were
investigated.

There was a statistically significant negative correlation between the
ages at the diagnosis and survival.

There was a significant relationship between the overexpression of Rho-
kinase genes LIMK1, CFL1, CFL2, BCL2 and low expression of MAPK1 gene
and the survival of the patients. In conclusion, the expression of these genes
may be related to response of multimodal therapy or these parameters could be
used to determine unresponsive patients before treatment.

Key words: Glioblastoma Multiforme, Rho-kinase, ROCK1, ROCK2
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1. GIRIS VE AMAC

Primer beyin tuimoérleri, tGm malign hastaliklarin yaklasik %Z2’sini
olusturur. Erigkinlerde, en sik rastlanan histolojik tipler Anaplastik astrositom ve
Glioblastoma multiforme (GBM) dir. GBM beynin en sik gorulen ve en agresif
primer malign tumérudir. GBM'’in standart tedavisi, uygun olgularda cerrahi
rezeksiyonu takiben, adjuvan kemoterapi ile birlikte ya da tek basina
radyoterapidir. Tani, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen

GBM'’deki ortalama yagsam suresi yaklagik olarak 1 yildir.

GBM’'de tumdérin vyakin ve uzagindaki bdlgelerin astrositom
infiltrasyonuna ugramasi tedavi basarisizhgr ve timoér rekirrensinin ana
nedenidir. invazyon; hicreler arasi, hicre ile ekstraselliler matriks arasi
adezyonu, ekstraselliler matriks enzimlerini, hucre migrasyonunu gerektirir.
Astrositom migrasyonunun intraselltler mekanizmalari yeterince
anlasilamamistir; ancak aktin mikrofilamentleri, mikrottbduller, ara filamentler
arasindaki etkilesimler, bunlari dizenleyen c¢evresel faktérler ve intrasellller
sinyallerin etkisi vardir. Hicre morfolojik degisiklikleri aktin stres lifleri vasitasi
ile saglanmaktadir. Hucrelerin onkolojik degisiklige ugramasinda Rho proteinleri

ve dolayisi ile Rho-kinazin aktivasyonu énemli rol oynamaktadir.

RhoA/Rho-kinaz yolagi, hiucre adezyonu, migrasyonu, sekil degisimleri
ve sitokinezde etkili olmaktadir. Bu etkileri ile kanser hlcrelerinin invazyon ve
metastatik aktivitelerini duzenlemektedir. Rho-kinaz inhibitorleri ile bu hucresel
fonksiyonlarin azaltildigi ve kanser hucrelerinde metastazin baskilandigi

gOsterilmistir.



Literatirde GBM’de Rho-kinaz yolaginda ait genlerin eksresyonunun
yapildigi ve prognoza etkilerinin arastirildigi bir calisma mevcut degildir. Bu

nedenle bu ¢alismayi yapmayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLIOBLASTOMA MULTiIFORME

Merkezi sinir sistemi timorleri, yeni tani konulan tim kanserlerin
%2’sini, ¢cocukluk ¢agi kanserlerinin ise %20’sini olusturur (1,2). Primer beyin
tumorleri; glial dokudan, noéronlardan, meninkslerden, damarlardan veya
endokrin hucrelerden kaynaklanabilirler. Primer beyin timorleri igin en sik
kullanilan siniflandirma sistemi 2007 yilinda yeniden gdzden gegirilerek
diizenlemeler yapilan Diinya Saglk Orgitinin (WHO) siniflandirmasidir (3).

WHO santral sinir sistemi tumorleri histolojik siniflandirmasi:

1. Noroepitelyal Timorler

A. Astrositik Tumorler
1) Pilositik astrositom
a) Pilomixoid
astrositom
2) Subependimal dev
hacreli astrositom
3) Pleomorfik
ksantoastrositom
4) Diffuz astrositom
a) Fibriller
astrositom
b) Protoplazmik
astrositom
c) Gemistositik
astrositom
5) Anaplastik astrositom
6) Glioblastom
a) Giant cell
glioblastom
b) Gliosarkom
7) Gliomatosis cerebri

B. Oligodendroglial tiimorler
1) Oligodendrogliom
2) Anaplastik
oligodendrogliom

C. Oligoastrositik tiimorler
1) Oligoastrositom
2) Anaplastik
oligoastrositom
D. Ependimal timorler
1) Subependimom
Mixopapiller
ependimom
2) Ependimom
a) Selltler
b) Papiller
c) Clear cell
d) Tanisitik
3) Anaplastik ependimom



E. Koroid plexus timorleri
1) Koroid plexus
papillomu

2) Atipik koroid plexus
papillomu

3) Koroid plexus
karsinomu

F. Diger noroepitelial tiimorler

1) Astroblastom

2) 3. Ventrikul kordoid
gliomu

3) Angiosentrik gliom

G. Noronal and mixed noéronal-
glial timorler

1) Serebellum displastik
gangliositomu
(Lhermitte-Duclos)

2) Desmoplastik infantil
astrositom/
gangliogliom

3) Disembriyoplastik
ndroepiteliyal timor

4) Gangliositom

5) Gangliogliom

6) Anaplastik
gangliogliom

7) Papiller glionéronal
tumor

8) 4. Ventrikul rozet sekilli
glionéronal timoru

9) Santral norositom

10)Ekstraventrikuler
norositom

11)Serebellar
lipondrositom

12)Filum terminale
paragangliomu

2. Pineal Bolge Tumorleri

A.Pineositom

B. Orta derecede differansiye
pineal parankimal timor
C.Pineoblastom

D. Pineal bolge papiller
tumoru

3. Embriyonal tumorler

A. Medulloblastom
1) Dezmoplastik/noduler
medulloblastom
2) Dev nodulli
medulloblastom
3) Anaplastik
medulloblastom
4) Large cell
medulloblastom
B. SSS primitif
noroektodermal tiimorleri
(PNETS)
1) SSS néroblastom
2) SSS
gangliondroblastom
3) Medulloepitelyom
4) Ependimoblastom
C. Atipik teratoid / rhabdoid
tiimorler

4. Kranial ve Paraspinal Sinir
Tumorleri

A. Schwannom (Nérilemoma,
norinoma)
1) Sellliler Schwannom
2) Plexiform Schwannom
3) Melanotik Schwannom
B. Norofibrom
1) Plexiform ndrofibrom
C.Perindérioma
1) Intrandral perinérioma
2) Yumusak doku
perinérioma
D. Malign periferal sinir kilifi
tiimori (MPNST)
1) Epitelioid MPNST
2) Farkh mezenkimal
ve/veya epitelyal
differansiasyon
gOsteren MPNST
3) Melanotik MPNST
4) Glanduler
differansiasyon
gOsteren MPNST



5. Meninks Tiimorleri

A. Meningotelyal hiicre
timorleri

1) Meningiom
B. Mesenkimal timorler

1) Lipom

2) Angiolipom

3) Hibernom

4) Liposarkom
(intrakranial)

5) Soliter fibroz tumor

6) Fibrosarkom

7) Malign fibroz
histiositom

8) Leiomyom

9) Leiomyosarkom

10)Rhabdomyom

11)Rhabdomyosarkom

12)Kondrom

13)Kondrosarkom

14)Osteom

15)Osteosarkom

16)Osteokondrom

17)Hemanjiom

18)Epitelyoid
hemanjioendotelyom

19)Hemanijioperisitom

20)Anjiosarkom

21)Kaposi sarkomu

C. Primer melanositik
lezyonlar

1) Diffuz melanositoz

2) Melanositom

3) Malign melanom

4) Meningeal
melanomatosis

D. Meninkslerler iligkili diger
timorler

1) Hemanjioblastom

6. Lenfomalar ve Hematopoietik
Neoplazmlar

A. Malign lenfomalar
B. Plasmasitom
C. Granllositik sarkom

7. Germ Hiicreli Tumorler

A.Germinom

B. Embriyonal karsinom
C.Yolk sac tumor

D. Koryokarsinom

E. Teratom

1) Matiir

2) immatiir

3) Malign
tranformasyon
gosteren teratom

F. Mixed germ hiicreli
tumorler

8. Sellar bolge tumorleri
A. Kraniofarinjiom

1) Adamantinomat6z
2) Papiller

B. Graniiler hiicre tiimori

C. Pituisitom

D. Adenohipofiz igsi hiicreli
onkositomu

9. Metastatik Timorler



Astrositomlar tim glial timorlerin %80-85'ini olustururlar (4,5). Grade
artttkca gerek atipi, damarlanma, mitoz oOzellikleri ile karakterize buylUme
potansiyeli, gerekse prognoz bakimindan giderek koétulesme s6z konusudur.
Grade 1 astrositomlar iyi farklilasmigs gliomlardir. Grade 2 astrositomlar diffuz
astrositomlar olarak da adlandirilirlar. Anaplastik astrositomlar grade 3

dizeyindeki, GBM grade 4 dizeyindeki astrositik timorlerdir.

2.1.1. insidans, Yas ve Cins Dagilimi

GBM en sik gorulen ve en malign primer beyin tumdérudur (5-7). GBM
yaklasik 100.000’de 4-5 kiside gorUlur (8). Tum intrakranial timorlerin %12-
15’ini ve tum astrositik timaorlerin %50-60"1in1 GBM olusturur (6,9,10). Her yasta
gorulebilir, ancak olgular en sik 45-70 yas arasindadir. Cocukluk yaslarinda
go6rulmeleri nadirdir. Erkek/kadin orani 1.5/1 civarindadir (10-12). Son
zamanlarda ozellikle 65 yasindan sonra GBM insidansinin arttigina yonelik
yaygin bir gorus mevcuttur. Bunun en onemli nedeni olarak goruntuleme
yontemlerinin gelismesi dustinulmektedir (12).

GBM primer olarak gelisebilmekle birlikte, daha duslik evre glial
timorlerden de progresyon ile gelisebilmektedir. Bu iki tip GBM, primer ve
sekonder olarak anilmaktadir. Primer GBM daha yaslilarda ve daha kisa klinik
tablo ve sikayetlerle karsimiza ¢ikan ilk histopatolojik incelemede GBM tanisi
konan tumorlerdir, hizli gelistikleri icin genellikle ilk 3 ay icinde klinik belirti
verirler. Sekonder GBM, daha gencglerde ve genellikle aylar veya yillar siren
klinik sikayetlerle seyreden tumorlerdir. Primer GBM tum GBM’lerin %80-91'ini,
sekonder GBM ise %9-20’sini olugturmaktadir (6,13,14).

2.1.2. Genetik

GBM genellikle herhangi bir ailevi yatkinlik ya da tanimlanabilir bir
cevresel etken olmaksizin sporadik olarak ortaya gikarlar, gok kiguk bir bolumu
Li-Fraumeni veya Neurofibromatozis gibi genetik hastaliklar veya non-spesifik

familyal agregasyonlarla iligkilendirilmistir (15).



GBM’de molekuler bozukluk iki blylk kategoriye ayrilabilir: birincisi
proto-onkojenlerin fazla ekspresyonu, ikincisi tiumor supresér genlerin
inhibisyonu. GBM’de en fazla gorulen aktif onkojenler genellikle tirozin kinaz
reseptorid  (RTK) dzerinden ras veya AKT yolaklarinin aktivasyonuyla
iligkilidirler. Bunlar arasinda Epidermal blyume faktori reseptori (EGFR),
Trombosit kdkenli buylime faktért (PDGF), Trombosit kdkenli blylime faktori
reseptorid (PDGFR) ve ras sayilabilir. GBM'lerde kaybedilen ¢ogu tumor
supresor geni hucre siklusu regulasyonunda rol almaktadir. Bunlara ornek
olarak, p16, p14, p53, Rb, cyclin D, cyclin E, cyclin-depended kinase (CDK) 4/6
verilebilir. Bazi tumor supresor genler normalde RTK-Akt yolunu inhibe ederler,
dolayisiyla bu genlerin inaktivasyonu RTK-AKT yolaginda aktivasyona neden
olur.

Yapisal ve sayisal kromozom bozukluklari astrositik timorler icinde en
stk GBM’de gorulir. Yapisal kromozom bozukluklari; kromozomdaki
translokasyonlar, kirilmalar ve delesyonlardir. GBM’'de en sik karsilasilan
kromozomal kayiplar 9p, 10p, 10q, 13q, 17p ve 19g’da olmaktadir. Son
zamanlarda yapilan galismalarda ortaya atilan hipotezlere gére dusik grade
astrositomlardan GBM'’ye ilerleyis kromozom 10 ve 17’de yerlesim goOsteren
supresoOr genlerin kademeli kayiplarindan ileri gelmektedir. Bu kayiplar timor
bdyUmesini ve heterojenitesini artiran dominant onkojenlerin aktivasyonuna da
yol agmaktadir. Ayrica primer ve sekonder GBM’'de genetik profiller de farklilik
gOstermektedir. Primer GBM’de phosphatase and tensin homolog (PTEN)
mutasyon veya delesyonlari saptanirken sekonder GBM’de ise siklikla p53
mutasyonlari goézlenmektedir. Tum bu bulgular glial tUmorlerde bir genetik

koken oldugunu gdstermektedir (6,16,17).

2.1.3. Yerlesim

GBM en sik serebral hemisferi ve 6zellikle de subkortikal beyaz cevheri
tutar (18). En sik olarak frontal, temporal ve parietal lob sinirlarinda yerlesir.
Genellikle daginik yerlesim gosterme 6zellikleri ve derin yerlesimleri nedeniyle
birden fazla fonksiyonel beyin bdlgesini isgal eder ve bu da cerrahilerini

zorlastiran ana etkenlerdendir (19,20). Serebral hemisferler disinda da yerlesim



gOsterebilirler. Beyin sapi glial tumorlerinin  hemen hemen yarisi yuksek
malignite dzellikleri gdsterirler. Ayrica GBM’nin yaklasik %10’u derin yerlesimli
olmayip, beyaz-gri cevher sinirinda yerleserek serebral metastazlar taklit
edebilirler (21,22). GBM’ler nadir olarak sistemik metastaz yapmalarina ragmen
olim, lokal tumér bluylimesinden ve beyin invazyonundan olmaktadir. TUmaorin
yakin ve uzagindaki bolgelerin astrositom infiltrasyonuna ugramasi tedavi
basarisizligi ve tumor rekurrensinin ana nedenidir. Rekurrenslerin %90'1 orijinal
tumor yataginda olmaktadir, ancak %5’i tumor yatagindan uzakta multipl lezyon
olarak gelismektedir (23,24).

2.1.4. Histopatoloji

Mikroskobik olarak GBM ntkleer polimorfizm, mitotik aktivite, endotelial
hiperplazi ve nekroz bulgulari gosterir. Cogu klasifikasyon semasinda bunlardan
dclnin olmasi GBM tanisi icin yeterlidir. Vaskuler proliferasyon ve multiple
nekroz alanlari tipik olup diger astrositomlarda genellikle goralmez (25). Nekroz,
glial hucrelerin koagulasyon nekrozu ve nekrotik hucre artiklarindan olugur
(6,26). GBM’de primer yayihm beyaz cevher traktlarinin olusturdugu yollar

araciligiyla ile olmaktadir (27). Gri cevher tutulumu daha az belirgindir.
2.1.5. Semptom ve Bulgular

Klinik bulgular, yer kaplayici kitleye 6zgu fokal norolojik bulgular,
konvulsiyonlar ya da nonfokal ensefalopati gibi belirtilerle ortaya gikarlar. Fokal
norolojik  defektler, ndronlarin  sikismasi, 6dem ve lokal perfizyon
degisikliklerinden kaynaklanir. Konvulsiyonlar, fokal ya da yaygin olabilir,
vakalarin yaklasik Ugte birinde bulunur. Nonfokal nérolojik degdisiklikler genellikle
kafa ici basinci artisini ya da beyinin genis boélgelerinin tutulmus olduguna isaret
eder. Belirtilerden bazilari bulanti ve kusma, kisilik degisiklikleri, kognitif iglev
bozuklugu, gorsel bozukluklar, motor islev bozuklugu, depresyon ya da bas
agrilandir. Genellikle bulgu ve belirtiler sabahlari daha belirgindir ve gln iginde
hafifler (28).



2.1.6. Tani

GBM degisken radyografik gérinime sahiptir. Bilgisayarli tomografide
(BT) hipodens veya izodens gorullurler. Kontrast tutulumu degiskendir.
Santralde nekroz alanini gosteren hipodens bir alan ve etrafinda tumor
bdlgesini gosteren kalin kontrast tutan hiperdens alan gozlenir. Etrafinda genis
bir 6dem alani ile gevrilidir. Kural olmamakla birlikte kontrastlanma timaorin
agresifligi ile dogru orantihdir. Manyetik rezonans incelemede (MRI) ise T1
agirhkli kesitlerde karakteristik olarak duguk sinyal intensitesi, T2 agirlikli
kesitlerde ise yUksek sinyal intensitesi gozlenir. Kalsifikasyon, eger dusuk grade
bir astrositer timdrden gelismemisse beklenmedik bir bulgudur. Timoér dokusu
derin beyaz cevherdedir. Beyaz cevher yolaklarini kullanarak infiltrasyon
yapmaya ve siklikla korpus kallozumu kullanarak karsi hemisfere yayilim
gostermeye yatkinlik gosterir (kelebek tipi gliom). Uniform veya halkasal tarzda
kontrast tutulumu saptanir. GBM’in %10 kadarinda kontrast tutulumu
g6zlenmeyebilir. Erigkin bir insanda, hemisferik beyaz cevherde tek bir halkasal
kontrast tutan lezyon aksi ispatlanincaya kadar malign astrositer bir tUmor
olarak ele alinmalidir (29,30). GBM’de genellikle timorun kendi ¢api kadar da
6dem bulunur. GBM’de hemoraji go6zlenebilir. Cerrahi sonrasi gelisen
rekurrenslerde kontrast tutan lezyonun radyasyon nekrozundan ayrilmasi
sorunu sik kargilasilan bir sorundur. MRI ve BT bu ayirmda yetersiz kalabilir.
Bu durumda MR spektroskopi kullanilabilir.

2.1.7. Prognostik Faktorler

Yas, sagkalimi bagimsiz olarak etkiler. Gen¢ hastalarda medyan
sagkalim oranlari daha uzundur. Laboratuvar arastirmalari geng¢ hastalardaki
timorlerde radyasyon ya da kemoterapi sonucunda hicresel sitotoksisitenin
artmis oldugunu gostermistir; bu da yasin ilerlemesiyle tumorlerin tedaviye daha
fazla direng kazandigini dasundurur. Performans statlsu iyi olan hastalarda da
sagkalim, performans statisunun dusik oldugu hastalardakine kiyasla daha
uzundur. Bunlarla birlikte tiumor lokalizasyonu, tumér ¢api, semptom suresi,
semptom tipi, cerrahinin genisligi, postoperatif timoér volimd, adjuvan

radyoterapi ve/veya kemoterapi eklenmesi diger dnemli prognostik faktorlerdir.
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Bu klinik faktorlere ek olarak bazi molekuler ve sitogenetik faktoérler de prognozu
etkileyebilir. Normal p53 degerleri ile birlikte EGFR’nin artmis ekspresyonu
uzamis yasam suresi ile iligkilendirilmigtir. Tani, cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapideki gelismelere ragmen GBM’'deki yasam sureleri yaklasik 1 yildir

ve reklrren vakalarda bu sure yaklasik 4 aydir (31,32).
2.1.8. Tedavi
2.1.8.1. Genel Tedavi Yaklagimlari

Hastalar, baslari 45 derecede olacak sekilde yatirilmalidir. Amag, yer
¢cekiminden faydalanilarak timoére bagh beyin 6deminin ¢dzilmesine yardimci
olmaktir. Glukokortikoid, preoperatif déonemde uygulandiginda belirgin klinik
iyilesme gorulmektedir (33). GuUnumuzde vyaygin olarak deksametazon
kullaniimaktadir. Deksametazon yetigskinde gunde 16 mg dozunda 4 doza
bélinmuis halde basglanir ve 3 gunde bir 2 veya 4 mg azaltilir. Steroid
tedavisinin beyin 6demini ¢ozmesi ve Kklinik iyilesmeye yardimci olmasi;
degismis vaskuler gegirgenligi azaltmasi, serebrospinal sivi Uretimini ve serbest
radikal Uretimini baskilamasi yaninda antineoplastik etki gdstermesine
baglanmaktadir (34). Epileptik ndbet riskini azaltmak amaci ile fenitoin 300

mg/gun profilaktik olarak verilmektedir.

GBM invaziv bir timér oldugundan timoér kitlesinden yakin ve uzak
beyin bolgelerinde neoplastik hicreler saptanmistir. Bu nedenle tedavide iki yol
izlenmektedir: fokal ve diffiz tedavi. Fokal tedavi direkt olarak timor kitlesine
yonlendiriimis tedavidir ve cerrahi, radyoterapi ve radyocerrahi tedavilerini

kapsar. Diffuz tedavi kemoterapi ile yapiimaktadir.
2.1.8.2. Cerrahi Tedavi

Cerrahi tedavi halen ilk tedavi yaklagimlarindan biri olarak karsimiza
cikmaktadir. Cerrahi tedavinin amaci, kitle etkisini ve mimkin oldudunca
kittedeki hucre sayisini azaltmak ve tani koymaktir. Mortalite orani %3
dolayinda ve belirgin morbidite orani %10’un altindadir (35). Kitlenin gross

olarak total rezeksiyonu yapilan hastalar, subtotal rezeksiyon ve biyopsi



11

yapilanlarla kargilastirildiginda daha uzun sagkalim gdostermislerdir ve

rekdrrenslerin gelisimine kadar gegen stire daha uzun bulunmustur (23,31,32).
2.1.8.3. Radyoterapi

GBM’de radyoterapi; lokalizasyon nedeni ile veya operasyon riski gibi
tumorun opere edilemedigi vakalarda primer tedavi yontemi olarak veya
tumorun subtotal/total rezeke edildigi olgularda adjuvant tedavi olarak

uygulanmaktadir (36).

GBM’de radyoterapi uygulanmasi sagkalim Uzerinde olumlu etkisi ile
badimsiz prognostik faktorlerden biridir (23,37). Yapilan bir ¢alismada 340
opere olan GBM hastasi takip edilmis, hastalarin %73’Unde cerrahiyi takiben
radyoterapi uygulanmigtir. Cerrahi ve takiben radyoterapi uygulanan hastalar
ortalama 16 ay sagkalim gosterirken yalniz cerrahi yapilan hastalar ortalama
13,5 ay sag kalim goéstermiglerdir. Radyoterapi dustk doz (45 Gy) veya yuksek
doz (>70 Gy) seklinde uygulanabilir, ancak ylksek doz radyoterapinin sagkalim
veya tumor rekurrensi kontrolinde daha fazla bir yarari bulunmamistir (38).
GBM radyoterapisinde bugunku yaklagim, ginde tek fraksiyon ile 6 haftada
toplam 60 Gy’lik dozu radyolojik goértuntilemede kontrast tutan volime eklenen
2-3 cm’lik bir alandan timor yatagina verilmesi seklindedir (39). Beyinin normal
doku toleransi ve ylUksek dozlarda gorulen nekroz, radyoterapiyi sinirlayan en
onemli faktordir. Gunluk doz, toplam tumoér dozu veya i1sinlanan hacim arttikga

risk artmaktadir.
2.1.8.4. Kemoterapi

Kemoterapi, oral veya intravendz verilen tedavi seklidir. GUnumuize
kadar, carmustine, procarbazine, vincristine ayri ayri veya bunlarin birlesimi
halinde radyoterapi oncesinde veya sonrasinda veya radyoterapi sirasinda
verilmigtir. Ancak yeterli basari elde edilememigtir. Carmustine, bir maddeye
emdirilmis durumda tumor lojuna yerlestirilerek veya intraarteriyal verilerek fokal
olarak kullaniimis ancak intraarteriyal verilimi toksik bulunmustur. Carmustine,

procarbazine ve vincristine ile toksik etkiler sik gozlenmistir.
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Temozolomid (TMZ) oral olarak kullanilan, GBM’'de etkisi gdsterilmis
ikinci jenerasyon alkilleyici bir ajandir (40). TMZ oral alim sonrasi hizla emilir ve
biyoyararlanimi %100’e yakindir (41). ilacin plazma konsantrasyonunun %40’
serebrospinal siviya gegerek santral sinir sisteminde etkili konsantrasyonlara
ulasir (42). TMZ, DNA’'nin en kritik bolgesi olan guanin’in O6 pozisyonunun
metilasyonuna sebep olur (43,44). Bir DNA onarim enzimi olan O6-metil-guanin
DNA metiltransferaz (MGMT) isimli enzimin tumorun tedavi direnci ile iligkisi
oldugu gosterilmistir (45). Clinku bu enzim, alkilleyici ajanlarin hedeflerinden biri
olan guanin’in O6 pozisyonundan alkil gruplarini uzaklastirarak alkilleyici
ilaclarin etkisini azaltabilmektedir (42,46). TMZ surekli bir sekilde uygulanirsa bu
enzimin azalmasina yol agar (47). Radyoterapi ile TMZ'in kombine edilmesi
sinerjistik etki ile TMZ doz yogunlugunda iki kata varan artis ve MGMT'yi daha
etkili bir sekilde tiketme ile sonuglanir (48). TMZ'in GBM hucrelerinde hucre
siklusunda radyosensitif bir faz olan G2-M'de arreste neden oldugu

gosterilmigtir (49).

Son yillarda yapillan calismalarda radyoterapi ile TMZ
kombinasyonunun tek basina radyoterapiye goére daha Ustin oldugu
gosterilmistir ve radyoterapi ile TMZ kombinasyonu GBM’li hastalarda standart
tedavi haline gelmistir (50). TMZ radyoterapi ile es zamanli 75mg/m? her gin,

sonrasinda 200mg/m?4 haftada bir 5 giin siireyle verilir.

Hafif ile orta derecede kemik iligi baskilanmasi, TMZ’nin primer doz
sinirlayici yan etkisidir (51). Yapilan bir calismada 151 hastaya, 24’0 azaltiimig
dozda (150 mg/m2/gin) olmak Uzere toplam 581 siklus TMZ (200 mg/m2/gun)
uygulanmigtir. Trombositopeni, 16kopeni, ve anemi, hastalarin sirasiyla % 9, %
2, ve % 8inde ortaya ¢cikmistir (52). En sik goérulen hematolojik olmayan yan

etkiler hafif/orta siddette bulanti ve kusmadir.
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2.2. RHO-KINAZ
2.2.1. Rho/Rho-Kinaz Yolagi

G proteini ile iligkili reseptorleri aktive eden gesitli agonistlere yanit olarak
Rho aktive olmaktadir. Rho, sitoplazmada bulunan guanozin difosfat/guanozin
trifosfat (GDP/GTP) baglayici bir proteindir, Ras ailesinin bir Gyesidir ve
guanozin trifosfataz (GTPaz) aktivitesi icerir (53,54), (Sekil 1).

Rho proteinleri GDP-bagli iken inaktif haldedirler. Rho aktivitesini kontrol

eden baslica Ug¢ protein bulunur:

1. GTPaz aktive edici proteinler (GAP): intrinsik GTPaz aktivitesini artirarak

Rho’yu inaktive ederler.

2. GTPaz disosiyasyon inhibitorleri (GDI): Rho GTPaz'larin nikleotid
disosiyasyonunu ve membrana baglanmasini onleyerek Rho

aktivasyonunu inhibe eder.

3. Rho-spesifik guanin nikleotid degis-tokus faktorleri (GEF): GDP’nin
disosiyasyonunu hizlandirarak Rho’yu aktive eder (55).
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Sekil 1. RhoGTPaz'lar ve hiicre ici etkilesimleri (54)
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Rho, baslica aktin hucre iskeletinin organizasyonunun
duzenlenmesinde, hucre gogu, hucre adezyonu ve sitokinez gibi ¢ok cesitli
hicresel olayin kontrolinde rol oynar. Rho ailesinin tyelerinin, aktinin yeniden
sekillenmesinde ve farkli yonlerinin duzenlenmesindeki rolu, ilk olarak fibroblast
bdylume faktori uyarisina yanit ¢calismalari ile agiga c¢ikarilmistir (56). Blyime
faktorleri uyarimi sonucunda olusan hucre iskeleti degisiklikleri arasinda yluzey
uzantilarinin (filopodlar, lamellipodlar ve zar kivrimlari), fokal adezyonlarin ve

stres liflerinin olugsumu yer alir.

Calismalar, Rho ailesi tyelerinin fibroblastlarla sinirli kalmadigini, buttn
Okaryot hucre tiplerinde aktin htcre iskeletinin dizenlenmesinde benzer rol
aldiklarini géstermistir (56). Rho, sinir sistemi gelisimi sirasindaki akson uzama
ve kisalmalarini duzenler, diz kas hucrelerinin kasilmasinin dizenlenmesine
katilir, epitel hucrelerinde kaderinler ile aktin hicre iskeleti baglantisini igeren
adherens baglantilarin olusumunu dizenler. Bu ytzden Rho ailesi Uyeleri,
hicre disi sinyaller ile hucre sekli, hareketi ve degisikliklerini iligkilendiren aktin
hicre iskeletinin genel duzenleyicileri olarak gorev vyaparlar (57). Rho
proteinlerinin  hicre iskeleti degisikliklerinin duzenlenmesindeki anahtar
hedeflerden birisi, Rho-kinaz (ROCK) olarak adlandirilan enzimdir. Hicreye
Rho’'yu aktive eden uyarilar geldiginde veya Rho’nun asiri ekspresyonu
oldugunda Rho-kinaz sitoplazmadan membrana go¢ eder (58). Rho proteini
GTP ile baglandiktan sonra aktif hale gelir ve Rho-kinaz Uzerindeki Rho

baglayan bdlgeye baglanarak enzimi aktive eder.

Rho-kinaz bir serin/treonin protein kinazdir ve molekul agirligi yaklasik
160 kDa'dur (53). Rho-kinaz enziminin ROCK1 ve ROCK2 olan iki izoformu
vardir (59). Her iki enzim tim hucrelerde eksprese edilir. ROCK2 mRNA
Ozellikle kas ve beyin hucrelerinde daha fazla eksprese edilmektedir. Baglica
sitoplazmada ¢6zunur halde dagimigtir fakat RhoA aktivasyonu (zerinden
kismen periferal membranlara transloke olur. ROCK2'nin cekirdekte lokalize
oldugu da gdsterilmistir (60). Bu proteinler sitoplazmada dagilmis halde bulunur

ve oOzellikle geligmekte olan hucrelerde membran igerisinde lokalize olurlar (61).
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insan ROCK1 geni 18. kromozomda (18q11.1) ve ROCK2 geni ise 2.
kromozomda (2p24) yerlesiktir.

Rho ile etkilesen ve aktive olan Rho-kinaz, duz kas kasilmasi, hucre
bayumesi, adezyonu, migrasyonu, motilitesi, gen ekspresyonu ve apoptozu da

iceren farkl hicresel fonksiyonlara aracilik eder (62), (Sekil 2).

Rho-kinaz, addusin, ezrin-radiksin-moesin (ERM) proteinlerini, LIM kinaz,
miyozin hafif zincir fostataz (MLCP) ve Na/H degistirici (NHE) 1’in serin-treonin
fosforilasyonuyla hticre kontraksiyonunu dizenler (63). Apoptozis sirasinda
kaspaz-3 enzimi ROCK1'i aktive edebilir (64).
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Sekil 2. ROCK'un duz kas kasiimasi, hicre buyumesi, gen ekspresyonuna etkileri (62)
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Rho-kinaz yolaginda baslica, RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, GTPaz
aktive edici proteinler (GAP, RASA1), GTPaz disosiasyon inhibitorleri (GDI,
ARHGDIA, ARHGDIB, ARHGDIG), ROCK1, ROCK2, Miyozin fosfataz (MLCP,
MPRIP), (ERK1, MAPK3),
Extracellular signal-regulated protein kinaz 2 (ERK2, MAPK1), Akt-1, Akt-2, Akt-
3, Bax, Bcl2, Serum response factor (SRF), GATA4, Plasminojen aktivator
inhibitéra 1 (PAI-1, SERPINE1) , LIM kinaz 1 (LIMK1), LIM kinaz 2 (LIMK2),
cofilin 1 ve 2 (CFL 1 ve 2) genleri rol oynar (65), (Sekil 3).
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v

Sekil 3. Rho-kinaz’larin aktivasyonu ile gelisen hiicresel olaylar (65)
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Rho-kinaz aktivasyonu, miyozin Il hafif zincirinin aktivasyonunu iki
mekanizma ile artirir: Rho-kinaz miyozin hafif zincirini direkt olarak fosforile
etmekle kalmaz, ayni zamanda miyozin hafif zincir fosfatazlarini da
fosforilleyerek inhibe eder. Sonugta miyozin hafif zincir fosforilasyonundaki artis,
miyozini aktive eder ve aktin miyozin flamanlarinin etkilesmesine yol acar (66).
Bu da stres liflerinin, fokal adezyonlarin, adherens baglantilarin ve sitokinezin

olusumu gibi hucre iskeleti degisiklikleri ile sonuglanir.

ERK 1 ve 2 hucre buyumesi, faklilagsmasi ve motilitesini regule eder ve
Rho-kinaz’in duz kas hucrelerinde ERK 1 ve 2’nin nukleer translokasyonunu

indUkledigi tespit edilmistir.

Akt hlcre buyumesi, proliferasyonu, metabolizmasi ve apopitozunda
gorevli birgok proteini fosforile eder. Migrasyon potansiyeli fazla olan GBM

hlcrelerinde Akt duzeylerinde artig saptanmistir.

Bcl-2 ailesi anti-apoptotik (Bcl-w, Bcl-xL, MCL-1) ve proapopitotik (BAK,
BAD, BAX) proteinler igerir ve tumor derecesi ile antiapopitotik Bcl-2 proteinleri

ekspresyonu arasinda korelasyon mevcuttur.

Serum response factor (SRF) aktin, miyozin ve ndronal genler gibi bir
takim genlerle iligskili olan serum response element (SRE) baglanan bir
transkripsiyon faktoridur ve bu genlerin ekspresyonunun kontroll ile SRF hticre

bayumesi ve farklilagmasi, noronal iletimi kontrol eder.

GATA-4, RhoA sinyal yolaginda goérevli nikleer bir mediatérdir ve
GATA-4’'4n  kardiomiyositlerde ve sarkomer olusumunda gorevli bir

transkripsiyon faktor oldugu tespit edilmistir.
2.2.2. Rho-kinaz inhibitorleri

Rho-kinaz inhibitorleri arasinda fasudil, hidroksifasudil, Y-27632, H-
1152P, Wf-536 gibi maddeler bulunur. Hidroksifasudil, Rho-kinazin selektif bir
inhibitord olup, fasudilin aktif bir metabolitidir (67). Fasudil, subaraknoid
hemoraji sonrasinda serebral vazospazmi tedavi etmek amaciyla onaylanmigtir
ve ilag olarak kullaniimaktadir. Y-39983 (SNJ-1656) glokomun tedavisinde
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oftalmik kullanim igin gelistiriimistir. Rho-kinaz inhibitérleri ROCK1 ve ROCK2
enzimini nonselektif olarak inhibe ederler, fakat XD-4000 gibi ROCK2 selektif
inhibitorleri de gelistirilme asamasindadir (61). Nonselektif Rho-kinaz
inhibitorleri ylksek konsantrasyonlarda protein kinaz A ve protein kinaz C gibi

diger kinazlar1 da inhibe edebilirler (63).

Rho/Rho-kinaz yolaginin  kardiyovaskuler sistem fizyolojisi ve
patofizyolojisinde yeri oldugunu goésteren cok sayida cgalisma bulunmaktadir
(68). Vazospastik anjina, iskemik inme ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskuler
hastaliklarda Rho-kinazin dnemli rol oynadigi gosterilmigtir (63). Rho-kinaz,
miyozin fosfataz inaktivasyonu ve direkt miyozin hafif zincir fosforilasyonu ile

kalsiyumdan bagimsiz olarak diz kas kasilmasini artirir (63,69).

Rho-kinaz, vaskuler duz kas hucrelerinin adhezyonu, migrasyonu ve
proliferasyonunda 6nemli rol oynar (53,68). Aterosklerozun patogenezinde de
yer aldigi gosterilmigtir (70). Rho-kinazin kardiyovaskuler yeniden yapilanma
(remodeling) patogenezinde rolu oldugu ortaya konmustur (68). Rho-kinaz ayni
zamanda endotelyal NO Sentaz’in (eNOS) down regilasyonunda rol oynar (71).
Rho-kinaz inhibisyonu; vazodilatasyona, spazmolitik etkilere, penis
ereksiyonuna, norotransmitter saliniminin inhibisyonuna sebep olur (72,73).
Rho-kinaz inhibisyonu vaskuler ve solunum diz kas hlcre migrasyonunu da
bloke etmektedir (74).

Rho-kinaz proteini, arterlerde sentezlenir ve agonist kaynakh diz kas
kontraksiyonunu duzenler ve Rho-kinaz inhibitorinun vazodilator etkisi endotel
tabakasindan bagimsizdir. Bu nedenle Rho/Rho-kinaz sinyali vaskuler direncin
kontrolinde rol oynayabilir ve Rho-kinaz inhibitorleri, hipertansiyon, vazospazm
ve ateroskleroz gibi bazi kardiyovaskuler hastaliklarin tedavisinde etkili olabilir.
Rho-kinaz makrofaj fagositik aktivitesini ve endotel hlicre permeabilitesini de
duzenler (63).

RhoA/ROCK yolagi eNOS aktivitesinin dizenlenmesinde de dnemlidir.
Rho-kinaz direkt olarak eNOS’'u Thr495°'den fosforile eder ve endotelde NO

olusumunu baskilar (75). RhoA’nin veya Rho-kinazin inhibisyonu eNOS’un
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Ser1177'den fosforilasyonu sonucu aktivasyonuna ve PI3K/Akt'nin hizli

aktivasyonuna yol acar (75).

RhoA/Rho-kinaz yolaginin inhibisyonu kardiyovaskuiler hastaliklarda
yararli oldugu ve potansiyel terapodtik hedef olabilecegine iligkin kanitlar
artmaktadir. RhoA/Rho-kinaz yolaginin anjiogenez, ateroskleroz, serebral ve
koroner vazospazm, serebral iskemi, erektil disfonksiyon, glomeruloskleroz,
hipertansiyon, miyokardiyal hipertrofi, miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasari,
neointima olugsumu, pulmoner hipertansiyon, astim, glokom, osteoporoz,
Alzheimer hastalidi, vaskuler remodeling, diabetes mellitus ve kanserde

katkisinin oldugu gosterilmistir (63).
2.2.3. Rho-kinaz ve Kanser

RhoA/Rho-kinaz yolagi, hiucre adezyonu, migrasyonu, sekil degisimleri
ve sitokinezde etkili olmaktadir (69). Bu etkileri ile kanser hicrelerinin invazyon
ve metastatik aktivitelerini duzenlemektedir. Rho-kinaz inhibitorleri ile bu
hicresel fonksiyonlarin azaltildigi ve kanser hucrelerinde metastazin

baskilandigi gosterilmistir (76).

Onkojenik degisim, hicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybi ve hdcrenin
morfolojik degisiklikleri ile karakterizedir. Hicre morfolojik degisiklikleri aktin
stres lifleri vasitasi ile saglanmaktadir. Hucrelerin onkolojik degisiklige
ugramasinda Rho proteinleri ve dolayisi ile Rho-kinazin aktivasyonu onemli rol
oynamaktadir (77). Metastatik 6zofagial kanser hicre kultirinde invazyon ve
mobilitenin Rho-kinaz aracili arttigi ve Y-27632 ile inhibe edildigi gosterilmistir
(78). Sicanlarda karaciger transplantasyonu sonrasinda hepatosellller
karsinom modelinde, Y-27632 kanser hucre migrasyonunu baskilamig ve
yasam suresini uzatmigtir (79). Testikuler tumorlerde de RhoA ve Rho-kinaz
MRNA ekspresyonu artmaktadir (80). B16 melanoma hucrelerinde Rho-kinaz
inhibitéri invazyonu baskilamis ve farelerde yapilan in vivo denemelerde
akciger metastazini inhibe ettigi gdsterilmistir (81). Farelere oral uygulanan
Rho-kinaz inhibitora tumor hicrelerinin akcigere metastazini ve tumor hucresi

tarafindan induklenen anjiogenetik yaniti inhibe etmistir (82). Rho-kinaz
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inhibitord tumor hicresi invazyon ve migrasyonunu anlamli olarak inhibe
etmistir (82). insan over kanser hiicrelerinde ROCK1 migrasyon ve invazyonunu
artinrken antisens oligodeoksinukleotid uygulamasi ile bu hucrelerin motilitesi

ve invaziv 6zelligi inhibe olmustur (83).

Trombosit kokenli blyume faktort (PDGF) wuygulanan  kadltar
hicrelerinde ROCK1’in asiri ekspresyonuna ve kanser hucresi motilitesinin
artmasina neden oldugu bulunmustur (84). Vaskuler endotelyal biytime faktéru
(VEGF) ile induklenen endotel hucre migrasyon ve anjiogenezde Rho/Rho-
kinaz yolaginin aktive oldugu gosterilmistir (85). Ayrica, hipoksi ile induklenen
anjiogeneze Rho-kinaz aracilik eder ve Rho-kinaz inhibisyonu anjiogenezi
inhibe eder (86). Kolon kanseri hlicrelerinde hipoksi ile VEGF indiksiyonunun
fosfatidilinositol  3-kinaz (PI3K)/Rho/ROCK ve c-Myc aracilikli  oldugu
gOsterilmigtir (87).

2.2.4. Glioblastoma Multiforme ve Rho-kinaz

GBM'de tumorin vyakin ve uzagindaki bolgelerin  astrositom
infiltrasyonuna u@ramasi tedavi basarisizigi ve tumor rekurrensinin ana
nedenidir. invazyon; hiicreler arasi, hiicre ile ekstraselliler matriks arasi
adezyonu, ekstraselliler matriks enzimlerini, hlcre migrasyonunu gerektirir
(88). Astrositom migrasyonunun intraselliler mekanizmalari yeterince
anlasilamamigtir; ancak aktin mikrofilamentleri, mikrotubuller, ara filamentler
arasindaki etkilesimler, bunlari dizenleyen c¢evresel faktorler ve intrasellller
sinyallerin etkisi vardir (88). Hucresel hareket esas olarak aktin iskeletinin

dizenlenmesi ile saglanir.

Rho aktivasyonu adezyon kompleksleri ve aktin stres liflerinin olusumu
ile sonuglanir. Aktin organizasyonu cofilin olarak bilinen aktin baglayan
proteinlerle duzenlenir. Cofilin, LIMK substratidir ve hicre gocu sirasinda aktin
polimerizasyonu ve depolimerizasyonunu duzenler. LIMK ailesi LIMK1 ve

LIMK2 olmak Uzere 2 Gyeden olusur ve baslica Rho GTPaz'larla regule edilir.

Yapilan calismalar Rho ekspresyonunun GBM'de arttigi, RhoA

ekspresyonu fazla olan astrositik tumorlerin daha invaziv oldugu, RhoA
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inhibisyonunun GBM migrasyonunu azalttigi gdsterilmistir (88,89). Rho-kinaz
inhibisyonu hucresel kontraksiyon ve hicresel uzantilarda azalma ile
sonuglanmigtir (88,89). GBM hucrelerinin normal dokulara invazyonu urokinaz-
tipi plazminojen aktivator (uPA), plazminojen aktivator inhibitor 1 (PAI-1) gibi
plazminojen aktivator sistem proteinlerinin proteolitik ve nonproteolitik
aktivitesine bagh olarak gelisir. Radyoterapi verilen GBM hastalarinda Rho-
kinaz inhibisyonunun normal astrositlerde minimal morfolojik degisiklikler
yaptidl, ancak tumor hicrelerinde anlaml degisiklikler yaptigr saptanmistir (90).
Bir bagska c¢alismada Rho/ROCK inhibisyonunun GBM’de radyoterapi ve
kemoterapiyle apoptoza karsi duyarlilasmay! sagladigi gorulmustar (91).
ROCK1 ekpresyonunun malignite derecesi ile dogru olarak arttigi, anaplastik
astrositom ve GBM’de daha fazla eksprese oldugu, ROCK2 ekspresyonunun
ise normal beyin dokusunda fazla eksprese oldugu ve invaziv timoérlerde

baskilandigi saptanmistir (92).



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Hasta grubu

Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim
Dal’'nda 2001-2010 yillari arasinda opere olmus ve Glioblastoma Multiforme
tanisi almis 98 hasta dahil edildi. Calisma sirasinda halen hayatta olan 20

hastanin sagkalim suresi ¢calismanin baslangi¢ tarihi esas alinarak hesaplandi.

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu 24.05.2010

tarih ve 15 sayili karari ile onay almigtir.
3.2. Klinik tani ve veri toplanmasi igin yapilan iglemler

Hastalar hazirlanmis standart bir protokole uygun olarak degerlendirildi.
Degerlendirmeye alinan tim hastalarin Gaziantep Universitesi hasta dosyalari
argivinden dosya bilgileri incelendi, Patoloji Anabilim Dali Laboratuari raporlari
ve Tibbi Onkoloji Bilim Dali kayitlari ile dogrulandi. Hastalarin yaslari,
cinsiyetleri, operasyon tarihleri, operasyon sonrasinda almig olduklari tedaviler
ve Olen hastalarin 6lum tarihleri kaydedildi. Glioblastoma Multiforme tanisi ile
raporlandirilan doku orneklerinden Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Laboratuar’'nda Real-time PCR ydntemiyle, mRNA dizeyinde Rho-
kinaz gen yolagi ekspresyonlari degerlendirildi.

3.3. RNA izolasyonu

Parafine gomulu doku orneklerinden FFPE RNA izolasyon Kiti
kullanilarak RNA eldesi yapildi. Elde edilen RNA UV spektrofotometre ile

Olcllerek calismaya hazirlandi.
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3.4. Real-Time PCR ile gen ekspresyonlarinin tayini

Calismada, RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, GTPaz aktive edici
proteinler (GAP, RASA1), GTPaz disosiasyon inhibitorleri (GDI, ARHGDIA,
ARHGDIB, ARHGDIG), ROCK1, ROCK2, Miyozin fosfataz (MLCP, MPRIP),
Ekstrasellular signal-regulated protein kinaz 1 (ERK1, MAPK3), Ekstrasellular
signal-regulated protein kinaz 2 (ERK2, MAPK1), Akt-1, Akt-2, Akt-3, Bax, Bcl2,
Serum response factor (SRF), GATA4, Plasminojen aktivator inhibitora 1 (PAI-
1, SERPINE1), LIM kinaz 1 (LIMK1), LIM kinaz 2 (LIMK2), cofilin 1 ve 2 (CFL 1
ve 2) genleri olmak Uzere Rho-kinaz yolagi ile ilgili toplam 26 genin gen ifadeleri

MRNA dizeyinde arastirildi.

Her genin ekspresyon tayini igin, primer prop tasarimi yapildi. Elde edilen
RNA’lardan cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA sentezi yapildi, daha sonra
Biomark (Fludigm, USA) cihazi ile floresan PCR yontemi kullanilarak gen
ekspresyon analizi yapildi. Gen ekspresyonu sonucu olarak ACt degeri ve

sonrasinda 2"2°T degeri hesaplandi.
3.5. istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizinde SPSS 16.0 paket programi
kullanildi. Degerler ortalama + standart sapma seklinde ifade edildi. P<0.05
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Ikiden fazla grubun
degerlerinin karsilastirimasinda nonparametrik Kruskall-Wallis testi kullanildi.
Anlamli ¢ikan sonuglarda iki grubun birbiriyle karsilagtirlmasinda ise Mann-
Whitney U Testi kullanildi. Farkhh parametreler arasindaki korelasyonun

arastirlmasinda Pearson Korelasyon Analizi kullanildi.



4. BULGULAR

Calismaya toplam 98 Glioblastoma Multiforme tanisi olan hasta dahil
edildi. Normal beyin dokusunun operasyonda rutin olarak alinmamasi ve
alinmasinin da etik olmamasi nedeniyle hastalar kendi aralarinda gruplamalar
yapilarak degerlendirildi. Hastalarin 64’0 (%65.3) erkek, 34’0 (%34.7) kadin idi.
Tani sirasinda erkek hastalarin yas ortalamasi 50.33+16.11 yil, kadin hastalarin
yas ortalamasi 54.71£17.93 yil, tum hastalarin yas ortalamasi 51.85+16.80 yil

olarak saptandi.
Yasam suresi ve aldiklar tedaviye gore yapilan gruplama:

1. grup: Ameliyat sonrasi tedavi alarak 6 aydan kisa suUre yasayanlar
(n=14, yas ortalamasi 56.50+13.59 yil)

2. grup: Ameliyat sonrasi tedavi alarak 6 aydan uzun slre yasayanlar
(n=65, yas ortalamasi 49.50+£17.12 yil)

3. grup: Ameliyat sonrasi tedavi almadan dlenler (n=19, yas ortalamasi
56.83+16.82 yil) (Tablo 1).

1. gruptaki hastalarin 11’i (%78.6) erkek, 3'U (%21.4) kadin, 2. gruptaki
hastalarin 42’0 (%64.6) erkek, 23’0 (%35.4) kadin, 3. gruptaki hastalarin 11’u
(%57.9) erkek, 8'i (%42.1) kadin idi (Tablo 2), (Sekil 4).

Hastalarin yasam slresi ve tani sirasindaki yaslari arasinda negatif
korelasyon saptandi ve istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirildi
(p=0.001). Gruplar arasinda ayri ayri yas ortalamasina bakilarak yapilan
degerlendirme istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.050). Yasam suresi

ve cinsiyet arasinda da korelasyon saptanmadi (p>0.050).
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Hastalar ayrica tedavi durumlarina gore de; operasyon sonrasi sadece
radyoterapi alanlar, operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanl ve/veya
adjuvan kemoterapi alanlar, operasyon sonrasi tedavi almayanlar olmak Uzere

3 gruba ayrildi.

Tedavi durumlarina gore hastalar degerlendirildiginde operasyon sonrasi
sadece radyoterapi alan grupta yas ortalamasi 61.00+11.44 yil, operasyon
sonrasi radyoterapiyle es zamanli ve/veya adjuvan kemoterapi alan grupta yas
ortalamasi 48.94+16.78 yil, operasyon sonras! tedavi almayan grupta yas

ortalamasi 57.58+16.67 yil saptandi.

Operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanlhi ve/veya adjuvan
kemoterapi alan gruptaki hastalarin yas ortalamasi ile sadece radyoterapi alan
grup arasinda ve operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanli ve/veya adjuvan
kemoterapi alan gruptaki hastalarin yas ortalamasi ile tedavisiz gruptaki
hastalarin yas ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0.043 ve p=0.035), (Tablo 3).

Operasyon sonrasi radyoterapi alan grubun %60’ erkek, %401 kadin,
operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanli ve/veya adjuvan kemoterapi alan
grubun %68.1’i erkek, %31.9’u kadin, tedavi almayan hastalarin %57.9'u erkek,
%42.1’i kadin idi (p>0.05).

Calismaya alinan hastalarin ortalama yasam suresi 11.80+8.54 ay olarak
hesaplandi. Operasyon sonrasi sadece radyoterapi alan grupta ortalama yasam
suresi 14.50+7.56 ay, operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanh ve/veya
adjuvan kemoterapi alan grupta ortalama yasam suresi 13.49+7.67 ay,
operasyon sonrasi tedavi almayan grupta ortalama yasam suresi 4.21+£8.10 ay
saptandi (p<0.001), (Tablo 4).

Tedavi gruplari arasinda ayri ayri degerlendirme yapildiginda operasyon
sonrasi sadece radyoterapi alan grup ile tedavisiz grup arasinda radyoterapi
alan grup lehine, operasyon sonrasi radyoterapiyle es zamanli ve/veya adjuvan
kemoterapi alan grupla tedavisiz grup arasinda tedavi uygulanan grup lehine

yasam suresi bakimindan anlamh farkhilik saptandi (p<0.001 ve p<0.001),
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(Tablo 4). Operasyon sonrasi sadece radyoterapi alan grup ile operasyon
sonras! radyoterapiyle es zamanli ve/veya adjuvan kemoterapi alan grup

arasinda yasam suresi bakimindan anlaml farklilik saptanmadi (p>0.05).

Rho-kinaz yolaginda rol alan toplam 26 gen ekpresyonu ile yagsam suresi
ve tedaviye goére vyapilan gruplar (1.,2.,3. grup) arasinda degerlendirme
yapildiginda operasyon sonrasi tedavi alarak 6 aydan uzun sure yasayan
hastalarda LIMK1, CFL1, CFL2, BCL2 genlerinde operasyon sonrasi tedavi
alarak 6 aydan kisa sure yasayan hastalara gére daha fazla ekspresyon,
MAPK1 (ERK2) geninde daha az ekspresyon saptanmis ve istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (Tablo 5,6,7,8,9). Diger genlerin ekspresyonunda gruplar

arasinda anlamli fark saptanmamigtir (Tablo 10,11).

Yas ve cinsiyet ile gen ekspresyonlari arasinda da istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

Tablo 1. Yasam siresi ve tedavi durumlarina goére yapilan gruplamada hasta sayisi ve
hastalarin tani sirasindaki ortalama yaslari

Grup Hasta sayisi Ya)g( ;:S'&T;‘S'
1 14 56.50+13.59
2 65 49.50£17.12
3 19 56.83£16.82
Toplam 98 51.85+16.80
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Tablo 2. Yasam sureleri ve aldiklari tedavilere gore yapilan gruplamada hasta sayisi ve
cinsiyetlerinin kargilastiriimasi

GRUP
TOPLAM
1 2 3
Hasta sayisi 11 42 11 64
ERKEK 33‘;‘3‘:;' %78.6 | %64.6 | %57.9 %65.3
Toplamdaki | o 145 | o409 | %112 %65.3
CINSIYET yuzdesi
Hasta sayisi 3 23 8 34
KADIN 33‘;‘3*:5'? %214 | %354 | %421 %34.7
T°y";j'§o'};i?k' %31 | %235 | %82 %34.7
Hasta sayisi 14 65 19 98
TOPLAM "
°y";i:o"|';s? | %143 | %66.3 | %19.4 %100.0
100% = - pmf """t Tttty ttroetroeenees
90%4---1 38 f-------f F-------| foeeieeieeeeees
80% A g |-
70%4--- (L - ------f heoeeoo] el
60% -
50% -
40%
30% -
20% -
10% -
0% -
1. Grup 2. Grup

Sekil 4. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi




Tablo 3. Tedavi gruplarindaki yas ortalamasinin karsilastiriimasi
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Yas ortalamasi

Tedavi grubu Hasta sayisi X£SD (yil) p#
Radyoterapi 10 61.00+11.44
Radyotera_plyle es zamanll' 69 48.94+16.78*
ve/veya adjuvan kemoterapi
0.025
Tedavisiz 19 57.58+16.67
Toplam 98 51.851£16.80

# Kruskal-Wallis testi

*p=0.043 (Radyoterapi alan grupla karsilastirildiginda), *p=0.035 (Tedavisiz grupla
karsilastiriidiginda) Mann-Whitney U testi

Tablo 4. Tedavi gruplarindaki yagsam surelerinin karsilastiriimasi

Ortalama yasam siiresi

Tedavi grubu Hasta sayisi X+SD (ay) p#
Radyoterapi 10 14.50+7.56
Radyotera_piyle es zamanll_ 69 13.49+7 68
vel/veya adjuvan kemoterapi
<0.001
Tedavisiz 19 4.21+8.10*
Toplam 98 11.80+8.54

# Kruskal-Wallis testi

*p<0.001 (Radyoterapi alan grupla karsilastirildiginda),*p<0.001 (Radyoterapiyle es
zamanl ve/veya adjuvan kemoterapi alan grupla karsilastirildiginda), Mann-Whitney U

testi
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Tablo 5. GBM’li hastalarda mRNA diizeyinde LIMK1 gen ekspresyonu ve gruplar
arasinda karsilastiriimasi

LIMK1

Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa sire
yasayanlar)

(n=14)

Median (min—-max)

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun sure
yasayanlar)

(n=63)

Median (min—max)

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

(n=17)

Median (min—max)

ACT = Ct(target) — | 6.602(-3.460- 3.851(-10.289- 3.712(-13.182-
Ct(housekeeping) 11.701) 10.123)* 10.063)
_act 0.024(0.0003- 0.069(0.001- 0.076(0.001-
Content =2 11.004) 1250.81)* 9295.16)

*p=0.038 (Grup 1 ile karsilastirildiginda). Mann-Whitney U testi

Tablo 6. GBM'li hastalarda mRNA duzeyinde CFL1 gen ekspresyonu ve gruplar
arasinda karsilastiriimasi

CFL1

Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa sire
yasayanlar)

(n=14)

Median (min—max)

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun slre
yasayanlar)

(n=65)

Median (min—max)

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

(n=18)

Median (min—-max)

ACT = Ct(target) — o 1.832(:9.522- 2.174(-8.805-
Ct(housekeeping) | >-810(-1.989-6.040) 6.600)* 6.043)
e _ 0.281(0.010- 0.231(0.015-
Content = 2 0.073(0.015-3.969) e o g

*p=0.025(Grup 1 ile karsilastirildiginda)
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Tablo 7. GBM’li hastalarda mRNA dlizeyinde CFL2 gen ekspresyonu ve gruplar
arasinda karsilastiriimasi

CFL2

Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa slre
yasayanlar)

(n=13)

Median (min—max)

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun sire
yasayanlar)

(n=60)

Median (min—-max)

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

(n=16)

Median (min—max)

ACT = Ct(target) - 8.380(4.812- 7.152(-4.438- 6.985(-2.901-
Ct(housekeeping) 11.006) 11.994)* 11.293)
_ T 0.003(0.0005- 0.007(0.0003- 0.008(0.0004-
Content =2 0.036) 21.668)* 7.470)

*p=0.047 (Grup 1 ile karsilastirildiginda). Mann-Whitney U testi

Tablo 8. GBM’li hastalarda mRNA dlizeyinde BCL2 gen ekspresyonu ve gruplar
arasinda karsilastiriimasi

BCL2

Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa slre
yasayanlar)

(n=13)

Median (min—max)

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun sure
yasayanlar)

(n=59)

Median (min—max)

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

(n=18)

Median (min—max)

ACT = Ct(target) — 7.606(0.610- 4.031(-7.447- 6.681(-8.659-
Ct(housekeeping) 14.075) 11.384)* 10.263)
_acr 0.005(0.0001- 0.061(0.0004- 0.010(0.0008-
Content =2 0.655) 174.470)* 404.312)

*p=0.049 (Grup 1 ile kargilastirildiginda). Mann-Whitney U testi
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Tablo 9. GBM’li hastalarda mRNA diizeyinde MAPK1 gen ekspresyonu ve gruplar
arasinda karsilastiriimasi

MAPK1

Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa slre
yasayanlar)

(n=13)

Median (min—max)

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun sure
yasayanlar)

(n=59)

Median (min—max)

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

(n=17)

Median (min—max)

ACT = Ct(target) - ] 6.761(3.666- 6.734(5.716-
Ct(housekeeping) | 8-209(3.941-7.811) 10.163)* 10.220)
ot ] 0.009(0.0009- 0.009(0.0008-
Content = 2 0.011(0.004-0.065) .07y D0i9)

*P=0.047 (Grup 1 ile kargilastinidiginda). Mann-Whitney U testi




Tablo 10. Diger gen ekspresyonlarinin gruplar arasinda karsilastiriimasi
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
(ameliyat sonrasi (ameliyat sonrasi (ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6 tedavi alarak 6 tedavi almayanlar)
Content = aydan kisa sure aydan uzun slre p#
9-ACT yasayanlar) yasayanlar)
Median (min—max) Median (min-max) | Median (min—max)
RHOA | 0.012(0.002-0.049) 0-00515%?-2070)008' 0-00?(39-2070)007' 0.30
ARHGDIG 0.0003%8.10)0008- 0.000&:&%?OOZ 0.0089050(850)001- 053
AKT1 0-005(1%3?07' 0.007(0.0003-33.75) 0-002&%(;009' 0.72
RHOB 0-220777(%896' 2.125(0.011-36736) 0-‘26219(%%?5' 0.14
RHOC 0.0 g) 1 0(;)4(2808 o.ogg%%c;oz- 0-0006_2305-2;)07_ 0.97
AKT3 0.008.338.5%(;002- 0.008.5(§g.705(;001- 0.008%8.2(20)001- 0.86
R -
ROCK1 0-038221-?05' 0.113(0.004-116.3) 0-0255(7%2538' 0.14
BAX 0.00(%01 .85)04- 0.00EFgé%(;OOQ- 0.0055)(2;);)02- 0.78
RHOE 0.008(_)0?386%0)003- 0.00000.35)%%)002- 0.0(7)%29%(;04- 0.65
acrz | ooaspoons. | OOSOM | 000N g

# Kruskal-Wallis testi




Tablo 11. Diger gen ekspresyonlarinin gruplar arasinda karsilastiriimasi
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Grup 1
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan kisa sire

Grup 2
(ameliyat sonrasi
tedavi alarak 6
aydan uzun sure

Grup 3
(ameliyat sonrasi
tedavi almayanlar)

Co;_tA%?t = yasayanlar) yasayanlar) oA
Median (min-max) | Median (min—-max) | Median (min-max)
ROCK2 | 0.011(0.0009-1.588) | 0.142(0.001-39.425) | ~ 0-034(0.0008- | 4 og
33.384)
RASA1 | 0.008(0.002-0.276) | 0.019(0.001-1.574) | 0.013(0.0006-0.450) | 0.51
0.009(0.004- 0.357(0.006- 0.218(0.0127-
MPRIP 124.326) 1880.45) 1415.29) 0.32
SRF 0.009(0.002-0.228) | 0.007(0.001-0.186) | 0.005(0.001-0.045) | 0.46
ARHGDIA | 0.032(0.005-1.429) | 0.056(0.003-2.803) | 0.035(0.003-1.419) | 0.49
MAPK3 0-00085(586070)0006' 0.056(0.003-2.803) | 0.035(0003-1.419) | 0.65
0.0007(0.0003- 0.0004(0.00004- ]
GATA4 D o0ig) 0 187) 0.010(0.002-0.052) | 0.20
0.0002(0.00001- 0.0002(0.00005- | 0.0002(0.000004-
ARHGDIB 0.0023) 0.0017) 0.0008) 0.94
SERPINE1 | 0.101(0.001-2.088) | 0.035(0.001-1.515) | 0.07(0.004-1.121) | 0.64
0.00009(0.000006- | 0.0001(0.00002- | 0.0001(0.000004-
LIMK2 0.0006) 0.0014) 0.0007) 0-89

# Kruskal-Wallis testi




5. TARTISMA

GBM beynin en sik gorilen ve en agresif primer malign tUmoradar, tim
intrakranial tamorlerin %12-15’ini, tUm astrositik timorlerin  %50-60'In1 ve
yetigkinlerde kansere bagh olumlerin %Z2’sini olusturur. GBM olgularinin gogu
45-70 yas arasindadir (5-7).

GBM gelisimindeki molekiler bozukluklar proto-onkojenlerin fazla
ekpresyonu ve tumoér supresor genlerin az ekspresyonu ile olabilmektedir.
Astrositik timorler icinde yapisal ve sayisal kromozom bozukluklarinin en sik
goruldugu tumor GBM'dir. Yapisal kromozom bozukluklari; kromozomdaki

translokasyonlar, kirilmalar ve delesyonlardir.

GBM’de en sik serebral hemisfer ve 6zellikle de subkortikal beyaz cevher
tutulumu goralur. GBM’de primer yayihm beyaz cevher traktlarinin olusturdugu
yollar aracihgiyla ile olmaktadir. GBM’de 6lum lokal tumdr blyumesinden ve

beyin invazyonundan olmaktadir (23,24).

GBM’in mikroskobik incelenmesinde nikleer polimorfizm, mitotik aktivite,
endotelial hiperplazi ve nekroz bulgulari saptanir ve bunlardan Ggunun

bulunmasi GBM tanisi icin yeterlidir.

Prognozu etkileyen faktorler yas, tUmor lokalizasyonu, tumor ¢apil,
semptom suresi, semptom tipi, cerrahinin genigsligi, postoperatif timoér voluma,
adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi olarak siralanabilir. Tani, cerrahi,
radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen GBM’deki yasam suresi
yaklagik 1 yildir (31,32).
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GBM’de tedavi basarisizligi ve reklrrensin ana nedeni olan invazyon;
hicreler arasi, hicre ile ekstraselliler matriks arasi adezyonu, ekstraselliler
matriks enzimlerini, hicre migrasyonunu gerektirir. Astrositom migrasyonunda
aktin mikrofilamentleri, mikrotubuller, ara filamentler arasindaki etkilesimler,
bunlari duzenleyen cevresel faktorler ve intrasellller sinyallerin etkisi vardir.
Hucrelerin bu onkolojik degisikliklere ugramasinda Rho proteinleri ve dolayisi ile

Rho-kinazin aktivasyonu onemli rol oynamaktadir.

Rho aktivasyonu adezyon kompleksleri ve aktin stres liflerinin olusumu
ile sonuclanir. Aktin organizasyonu cofilin olarak bilinen aktin baglayan
proteinlerle duzenlenir. Cofilin, LIMK substratidir ve hicre gogu sirasinda aktin

polimerizasyonu ve depolimerizasyonunu diuzenler.

Rho proteinleri ve Rho-kinaz aktivitesinin g¢esitli kanser modellerinde
etkin role sahip oldugu gdsterilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda Rho
ekspresyonunun GBM’de arttigi, RhoA ekspresyonu fazla olan astrositik
tumorlerin daha invaziv oldugu ve RhoA inhibisyonunun GBM’de migrasyonu
azalttigr  gosterilmigtir  (88,89). Yapilan diger c¢alismalarda ROCK1
ekpresyonunun da malignite derecesi ile dogru olarak arttigi, ROCK2
ekspresyonunun ise normal beyin dokusunda fazla eksprese oldugu ve invaziv
tumorlerde baskilandigi saptanmistir (92). Bizim c¢alismamizda ise gruplar
arasinda RhoA, ROCK1 ve ROCK2 acisindan fark saptanmamistir.

Literatirde su ana kadar GBM ve Rho-kinaz ile ilgili yapilan ¢alismalarin
¢ogunda Rho-kinaz inhibisyonunun etkileri arastirimistir. GBM’de Rho-kinaz
yolagina ait genlerin ekspresyonlarinin incelendigi ve hastalarin prognozuyla

iligkilendirildigi bir calisma yoktur. Bu galisma bu konuda yapilan ilk galismadir.

Calismamiza alinan hastalarin %65.3'U erkek, %34.7’si kadindi ve yas
ortalamasi 51.85+16.80 olarak saptandi. Calismamizdaki hastalarin ortalama
yasam suresi 11.80+£8.54 ay saptandi ve literatlirde belirtilen ortalama yasam

suresine benzer bulundu.

Onemli prognostik faktorler arasinda olan yasin bizim hastalarimizda

yasam suresi ile negatif korele oldugu saptandi.
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Hasta popullasyonumuzda operasyon sonrasi sadece radyoterapi verilen
gruptaki yasam suresi literatlrdekilerle benzerdir (14.50+£7.56 ay). Operasyon
sonrasi radyoterapiyle es zamanl ve/veya adjuvan kemoterapi alan hastalarda
ortalama yasam suresi sadece adjuvan radyoterapi verilen grupla ayni
bulunmustur. Literatirde ise adjuvan tedavilerin yasam suresini uzattigi
bilinmektedir. Bizim hasta populasyonumuzda bu farkin gikmamasi, bu grup
hastalara gunumuzde uygulanmakta olan kemoterapi tedavilerinin yeterince

kullanilmamasi veya uzun sureli veriimemis olmasindan kaynaklanabilir.

Literatirde sadece cerrahi tedavi ile hastalarin yagsam suresinin yaklasik
13.5 ay oldugu belirtiimektedir (38). Hasta grubumuzda ise sadece cerrahi
uygulanan hastalarin yasam suresi 4.21+8.10 ay bulunmustur, ancak hasta
sayisi kesin yorum yapabilmek icin yeterli degildir (n=19), ayrica uygulanan

cerrahinin tipi de onemlidir.

Operasyon sonrasi tedavi alarak 6 aydan uzun slre yasayan hastalarda
LIMK1 (p=0.038), CFL1 (p=0.025), CFL2 (p=0.047), BCL2 (p=0.049) genlerinde
operasyon sonrasi tedavi alarak 6 aydan kisa sUre yasayan hastalara gore
daha fazla ve MAPK1 (p=0.047) geninde daha az ekspresyon saptandi,

istatistiksel olarak anlamli bulundu.

RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RASA1, ARHGDIA, ARHGDIB,
ARHGDIG, ROCK1, ROCK2, MPRIP, MAPK3, Akt-1, Akt-2, Akt-3, Bax, SRF,
GATA4, SERPINE1, LIMKZ2 genlerinin ekspresyonunda gruplar arasinda

anlaml fark saptanmadi.

Aktin polimerizasyonu ve hlcre migrasyon/motilitesinde rol aldigi bilinen
LIMK ve cofilin genlerinin ekspresyonunun artigi hastalarin prognozu ile iligkili
olabilir. Bizim sonuglarimizda saptamis oldugumuz LIMK1, CFL1 ve CFL2
ekspresyon artiglari ameliyat sonrasi tedavi almayan ve ortalama 4 aylik yagsam
suresi olan grupta da yuksektir. Ayrica bu yukseklik, hastalarin buyuk kisminda
uygulanmis olan temozolomid tedavisinin etkili olabilmesi igin de dnemli olabilir.
Grup 1’de ise ekspresyonlarin disuk olmasi ve bu gruptaki hastalarin tedaviye

ragmen 6 aydan az yasamig olmalari bu hasta grubunda MGMT’'den bagimsiz
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daha farkh molekller mekanizmalarin etkili olabilecegini ve bu nedenlerden
dolayl bu hasta grubu icin farkh tedavi yontemlerinin aranmasi gerektigini

dusundurmektedir.

BCL2'nin bircok timorde apoptoz inhibisyonu yoninde goérev yaptigi
bilinmektedir. Bizim caligmamizda ortaya c¢ikan sonuca gore tedavi ile uzun
sureli yasam elde edilen grupta BCL2 ekspresyon artisinin varligi radyoterapi
ve kemoterapiye cevap ile iligkilendirilebilir. Grup 1 ve Grup 3 arasinda fark
olmayisi, kétl prognozlu grupta BCL2'nin rolinin daha az oldudunu ve/veya
tedavi etkinliginde BCL2 ekspresyon artisinin pozitif yonde katkisi olabilecegini

dusundurmektedir.

MAPK1 de hlcre siklusunda proliferasyon sinyallerinin olusmasi igin
gerekli nukleer faktorleri aktive etmektedir. Birgok solid tumdrde koétl prognozla
iligkili oldugu bilinmektedir. Ras/raf yolaginin aktivasyonu sonrasinda etkinligi
ortaya ¢ikmaktadir. Bizim hastalarimizda uzun sureli yasam elde edilen grupta
etkinligin dusuk olmasi, Grup 1’de ise yuksek aktivite gorilmesi, mevcut tedavi
yontemlerinin MAPK Uzerinden etkili olmadigi seklinde yorumlanabilir. Ayrica
tedavi 6ncesi MAPK aktivite yuUksekliginin saptanmasi koéta prognostik alt
grubun 6ngoérilmesinde yardimci olabilir. Ayrica bu grup hastalar icin farkli

tedavi yaklagimlari (ras veya raf inhibisyonu gibi) denenebilir.

Bu bulgular 1siginda GBM’de LIMK1, CFL1, CFL2, BCL2 genlerinin fazla
ekspresyonunun, MAPK1 geninin az ekspresyonunun tedaviye yanitin artmasi

yonunde katkisinin olabilece@i disunulmustar.



6. SONUGLAR VE ONERILER

Bu arastirmada asagidaki sonuglara variimigtir:

1.

GBM’de Rho-kinaz yolagina ait RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE,
RASA1, ARHGDIA, ARHGDIB, ARHGDIG, ROCK1, ROCK2, MPRIP,
MAPKS3, Akt-1, Akt-2, Akt-3, Bax, SRF, GATA4, SERPINE1, LIMK2
genlerinin ekspresyonunda gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi.
LIMK1, CFL1, CFL2, BCL2 genlerinin fazla ekspresyonu ve MAPK1
geninin az ekspresyonu ile hastalarin yasam sureleri arasinda anlamli
fark saptandi.

Aktin polimerizasyonu ve hicre migrasyon/motilitesinde rol aldigi
bilinen LIMK ve cofilin genlerinin ekspresyonunun fazla olmasi
temozolomid tedavisinin etkili olabilmesi igin 6nemli olabilir. Tedaviye
ragmen yasam suresi az olan hastalarda da ekspresyonun dusuk
olmasi MGMT’den bagimsiz daha farkli molekuler mekanizmalarin etkili
olabilecegini ve farkli tedavi yontemlerinin aranmasi gerektigini
dusundirmektedir.

BCL2'nin ekspresyonunun kotd prognostik grupta dusik olarak
saptanmis olmasi tedavi uygulamalarindan bagimsiz kotu gidisin
habercisi olabilir.

MAPK1 ekspresyonunun yasam suresi uzun olan grupta dusik, yasam
suresi az olan grupta ylksek saptanmasi, mevcut tedavi yontemlerinin
MAPK Uzerinden etkili olmadigi seklinde yorumlanabilir. Ayrica tedavi
oncesi MAPK aktivite yuksekliginin saptanmasi kotu prognostik alt
grubun 6ngorulmesinde yardimci olabilir.

Hasta populasyonumuzda yas ve yasam suresi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p=0.001).

Yas ve cinsiyet ile Rho-kinaz yolagina ait genlerin ekspresyonu

arasinda anlamli fark saptanmadi.
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8. Mevcut sonuglarin normal beyin dokusuyla karsilastiriimasiyla, GBM’de
farkh molekiler mekanizmalar anlasilabilecek, bunlara yoénelik tedavi
stratejileri geligtirilebilecek, mevcut genlerin GBM tumorogenezindeki

rolleri daha acik ortaya koyabilinecektir.



7. KAYNAKLAR

1. Mason WP, Cairncross JG. Drug Insight: temozolomide as a treatment for
malignant glioma impact of a recent trial. Nat Clin Pract Neurol 1. 2005:88-95.

2. Stupp R, Mason WP, Van Den Bent MJ, et al. Radiotherapy plus concomitant
and adjuvant temozolomide for glioblastoma. N Engl J Med 10. 2005;352:987-
996.

3. Louis DN, Ohgali H, Westler OD, Cavenee WK. The 2007 WHO classification
of tumours of the nervous system._Acta Neuropathol. 2007;114(2):97-109.

4. Weil RJ. Glioblastoma multiforme treating a deadly tumor with both strands of
RNA. PLoS Med. 2006;3(1):e31.

5. Giese A, Westphal M. Glioma invasion in the central nervous system.
Neurosurgery. 1996;39:235-52.

6. Ohgaki H, Kleihues P. Genetic pathways to primary and secondary
glioblastoma. Am J Pathol. 2007;170(5):1445-53.

7. Burger PC, Dubois PJ, Schold SC Jr, Smit KR Jr, Odom GL,Crafts DC,
Giangaspero F. Computerized tomographic and pathologic studies of the
untreated, quiescent, and recurrent glioblastoma multiforme. J Neurosurg.
1983;58:159-169.

8. Berens ME, Rutka JT, Rosenblum ML. Brain tumor epidemiology, growth and
invasion. Neurosurg Clin North Am. 1990;1:1-18.



42

9. Surawicz TS, McCarthy BJ, Kupelian V, Jukich PJ, Bruner JM, Davis FG.

Descriptive epidemiology of primary brain and CNS tumors: Results from the
Central Brain Tumor Registry of the United States 1990-1994. Neuro Oncol.

1999;1:14-25.

10. Mahaley MS Jr, Mettlin C, Natarajan N, Laws ER Jr, Peace BB. National
survey of patterns of care for brain tumor patients. J Neurosurg 1989;71:826-36

11. Berger SB, Prados DP, Textbook of neuro-oncology. Elsevier Saunders,
Philadelphia. 2005;143-148.

12. Fleury A, Menegoz F, Grosclaude P, et al. Descriptive epidemiology of
cerebral gliomas in France. Cancer. 1997;79:1195-202.

13. Kleihues P, Ohgaki H. Primary and secondary glioblastomas: from concept
to clinical diagnosis. Neuro oncol. 1999;1:44-51.

14. Newcomb EW, Cohen H, Lee SR, Bhalla SK, Bloom J, Hayes RL, Miller DC.
Survival of patients with glioblastoma multiforme is not influenced by altered
expression of p16, p53, EGFR, MDM2 or Bcl-2 genes. Brain Pathol.
1998;8:655—667.

15. Wrensc M, Minn Y, Chew T et al. Epidemiology of primary brain tumors:
current concepts and review of the literature. Neuro Oncol. 2002; 4:278-299.

16. Arslantas A, Artan S, Oner U, Mislimanoglu H, Durmaz R, Cosan E,
Atasoy MA, Basaran N, Tel E. The importance of genomic copy number
changes in the prognosis of glioblastoma multiforme. Neurosurg Rev.
2004;27:58-64.

17. Burns KL, Ueki K, Jhung SL, Koh J, Louis DN. Molecular genetic correlates
of p16, cdk4, and pRb immunohistochemistry in glioblastomas. J Neuropathol
Exp Neurol.1998; 57:122-130.



43

18. Ringertz N Grading of gliomas. Acta Pathol Microbiol Scand. 1950;27(1):51-
64.

19. Giese A, Loo MA, Norman SA, Treasurywala S, Berens ME. Contrasting
migratory response of astrocytoma cells to tenascin mediated by different
integrins. J Cell Sci. 1996;109:2161-8.

20. Burger PC, Heinz ER, Shibita T, Kleihues P. Topographic anatomy and CT
correlations in the untreated glioblastoma multiforme. J Neurosurg.
1988;68:698-704.

21. Burger PC, Vogel FS, Green SB, et al. Glioblastoma multiforme and
anaplastic astrocytoma: Pathologic criteria and prognostic implications.Cancer.
1985;56:1106-1111.

22. Burger PC, Green SB. Patient age, histologic features and lenght of
survival in patients with glioblastoma multiforme. Cancer. 1987;59:1617-1625.

23. Durmaz R, Erken S, Arslantas A, Atasoy MA, Bal C, Tel E. Management of
glioblastoma multiforme: With special reference to recurrence. Clin Neurol
Neurosurg. 1997;99:117-23.

24. Hou LC, Veeravagu A, Hsu AR, Tse VC. Recurrent glioblastoma multiforme:
a review of natural history and management options. Neurosurg Focus.
2006;20.

25. Maity A, Pruitt AA, Judy KD, Phillips PC. Cancer of the central nervous
system. In: Abeloff MD, Armitage JO, Niederhuber JE, Kastan MB, McKenna
WG, eds:Clinical Oncology. 3rd ed. Philadelphia, Pa: Elsevier Churchill
Livingstone. 2004;1347-1431.

26. Homma T, Fukushima T, Vaccarella S, et al. Correlation among pathology,
genotype, and patient outcomes in glioblastoma. J Neuropathol Exp Neurol.
2006;65:846-54.

27. Kelly PJ, Daumas-Duport C, Kispert DB, et al. Imaging-based stereotactic
serial biopsies in untreated glial neoplasms. J Neurosurg. 1987;66:865-874.



44

28. Harsh IV GR, Wilson CB. Neuroepithelial tumors of the adult brain. In:
Youmans JR, ed. Youmans Neurological Surgery, 3rd ed. Philadelphia: WB
Saunders Company; 1990;3040-136.

29. Kyritsis AP, Levin VA, Yung WK, Leeds NE. Imaging patterns of multifocal
gliomas. Eur J Radiol. 1993;16:163-70.

30. Osborn AG. Diagnostic Neuroradiology, St. Louis Missouri: Mosby;
1994;541-50.

31. Lamborn KR, Chang SM, Prados MD. Prognostic factors for survival of
patients with glioblastoma: recursive partitioning analysis. NeuroOncol.
2004;6:227-35.

32. Barker FG II, Chang SM, Gutin PH, et al. Survival and functional status after
resection of recurrent glioblastoma multiforme. Neurosurgery. 1998;42:709-20.

33. French LA, Galicich JH. The use of steroids for control of cerebral edema.
Clin Neurosurg. 1964;10:212-23.

34. Maxwell RE, Long DM, French LA. The effects of glucosteroids on
experimental cold induced brain edema. Gross morphological alterations and
vascular permeability changes. J Neurosurg. 1971;34:477-87.

35. Hentschel SJ, Lang FF. Current Surgical Management of Glioblastoma.
Cancer J. 2003;9:113-26.

36. Weingart J, Brem H. Brain Tumors and Cancers of the Central Nervous
System. Neiderhuber JE. Current Therapy. Fhirst ED., Decker: Mosby- Year
Book Inc, 1993;538-546.



45

37. Hulshof MC, Koot RW, Schimmel EC, Dekker F, Bosch DA, Gonzalez
Gonzalez D. Prognostic factors in glioblastoma multiforme. 10 years experience
of a single institution. Strahlenther Onkol. 2001;177:283-90.

38.Chang CH, Horton J, Schoenfeld D, et al. Comparison of postoperative
radiotherapy and combined postoperative radiotherapy and chemotherapy in
the multidisciplinary management of malignant gliomas. A joint Radiation
Therapy Oncology Group and Eastern Cooperative Oncology Group study.
Cancer.1983;52:997-1007.

39. Kristiansen K, Hagen S, Kollevold T, et al: Combined modality therapy of
operated astrocytomas grade Ill and IV: Confirmation of the value of
postoperative irradiation and lack of potentiation of bleomycin on survival time-A
prospective multicenter trial of the Scandinavian Glioblastoma Study Group.
Cancer. 1981;47:649-652.

40. Newlands ES, O’Reilly SM, Glaser MG, et al. The Charing Cross Hospital
experience with temozolomide in patients with gliomas. Eur J Cancer.
1996;32(A):2236-2241.

41. Reid JM, Stevens DC, Rubin J, et al. Pharmacokinetics of 3-methyl-(triazen-
1-yl) imidazole-4-carboximide following administration of temozolomide to
patients with advanced cancer. Clin Cancer Res. 1997;3:2393-2398.

42. Marzolini C, Decosterd LA, Shen F, et al. Pharmacokinetics of
temozolomide in association with fotemustine in malignant melanoma and
malignant glioma patients: Comparison of oral, intravenous, and hepatic intra-
arterial administration. Cancer Chemother Pharmacol. 1998;42:433-440.

43. Reardon DA, Rich JN, Friedman HS, et al. Recent advances in the
treatment of malignant astrocytoma J Clin Oncol. 2006;24:1253-1265.

44. Denny BJ, Wheelhouse RT, Stevens MF, et al. NMR and molecular
modeling investigation of the mechanism of activation of the antitumor drug
temozolomide and its interaction with DNA. Biochemistry. 1994;33:9045-9051.



46

45. Stupp R, Hegi ME, Van Den Bent MJ, et al. Changing paradigms-an update
on the multidisciplinary management of malignant glioma. Oncologist.
2006;11:165-180.

46. Jaeckle KA, Eyre HJ, Townsend JJ, et al. Correlation of tumor O6
methylguanine-DNA methyltransferase levels with survival of malignant
astrocytoma patients treated with bis-chloroethylnitrosourea: a Southwest
Oncology Group study. J Clin Oncol. 1998;16:3310-3315.

47. Friedman HS, McLendon RE, Kerby T, et al. DNA mismatch repair and O6-
alkylguanine-DNA alkyltransferase analysis and response to Temodal in newly
diagnosed malignant glioma.J Clin Oncol. 1998;16:3851-3857.

48. Wedge SR, Porteous JK, Glaser MG, et al. In vitro evaluation of
temozolomide combined with X-irradiation. Anticancer Drugs. 1997;8:92-97.

49. Hirose Y, Berger MS, Pieper RO. p53 effects both the duration of G2/M
arrest and the fate of temozolomide-treated human glioblastoma cells. Cancer
Res. 2001;61:1957-1963.

50. Ozawa T, Faddegon AB, Hu JL, et al. Response of intracerebral human
glioblastoma xenografts to multifraction radiation exposures. Int J Radiat Oncol
Biol Phys. 2006;66:263-270.

51. Newlands ES, Blackledge GRP, Slack JA, et al. Phase | trial of
temozolomide (CCRG 81045: M&B 39831: NSC 362856). Br J Cancer.
1992;65:287-91.

52. Middleton MR, Grob JJ, Aaronson N, et al. Randomized phase Il study of
temozolomide versus decarbazine in the treatment of patients with advanced
metastatic malignant melanoma. J Clin Oncol. 2000;18:158-66.

53. Fukata Y, Amano M, Kaibuchi K. Rho-Rho-kinase pathway in smooth
muscle contraction and cytoskeletal reorganization of non-muscle cells. Trends
Pharmacol Sci. 2001;22:32-39.



47

54. https://www.giagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwaylD=395.
Erigim tarihi: 04.03.2011.

55. Loirand A, Frishman WH. Rho-kinase inhibition in the therapy of
cardiovascular disease. Cardiol Rev. 2005;13:285-92.

56. Katoh K, Kano Y, Amano M, Onishi H, Kaibuchi K, Fujiwara K. Rho-kinase-
mediated contraction of isolated stress fibers. J Cell Biol. 2001;153:569-84.

57. Etienne-Manneville S, Hall A. Rho GTPases in cell biology. Nature.
2002;420:629-35.

58. Sin WC, Chen XQ, Leung T, Lim L. RhoA-binding kinase alpha translocation
is facilitated by the collapse of the vimentin intermediate filament network. Mol
Cell Biol. 1998;18:6325-39.

59. Nakagawa O, Fujisawa K, Ishizaki T, Saito Y, Nakao K, Narumiya S. ROCK-
| and ROCK-IIl, two isoforms of Rho-associated coiled-coil forming protein
serine/threonine kinase in mice. FEBS Lett. 1996;392:189-93.

60. Tanaka T, Nishimura D, Wu RC, Amano M, Iso T, Kedes L, et al. Nuclear
Rho kinase, ROCK2, targets p300 acetyltransferase. J Biol Chem.
2006:281:15320-9.

61. Sylvester Tumusiime et al. Regulation of ROCKIl by localization to
membrane compartments and binding to Dynaminl. Biochemical and
Biophysical Research Communications 2009;381:393-396.

62. Brown J. H. et al. The rac and rho hall of fame: a decade of hypertrophic
signaling hits. Circ Res. 2006;98:730-742.

63. Noma K, Oyama N, Liao JK. Physiological role of ROCKs in the
cardiovascular system. Am J Physiol Cell Physiol. 2006;290:661-8.



48

64. Shi J, Wei L. Rho kinase in the regulation of cell death and survival. Arch
Immunol Ther Exp (Warsz). 2007;55:61-75.

65. Loirand G, Guérin P, Pacaud P. Rho kinases in cardiovascular physiology
and pathophysiology. Circ Res. 2006;98:322-34.

66. Somlyo AP, Somlyo AV. Signal transduction by G-proteins, rho-kinase and
protein phosphatase to smooth muscle and non-muscle myosin II. J Physiol.
2000;522 Pt 2:177-85.

67. Higashi M, Shimokawa H, Hattori T, Hiroki J, Mukai Y, Morikawa K, et al.
Long-term inhibition of Rho-kinase suppresses angiotensin ll-induced
cardiovascular hypertrophy in rats in vivo: effect on endothelial NAD(P)H
oxidase system. Circ Res. 2003;93:767-75.

68. Shimokawa H. Rho-kinase as a novel therapeutic target in treatment of
cardiovascular diseases. J Cardiovasc Pharmacol. 2002;39:319-27.

69. Kimura K, Ito M, Amano M, Chihara K, Fukata Y, Nakafuku M, et al.
Regulation of myosin phosphatase by Rho and Rho-associated kinase (Rho-
kinase). Science. 1996;273:245-8.

70. Masumoto A, Mohri M, Shimokawa H, Urakami L, Usui M, Takeshita A.
Suppression of coronary artery spasm by the Rho-kinase inhibitor fasudil in
patients with vasospastic angina. Circulation. 2002;105:1545-7.

71. Takemoto M, Sun J, Hiroki J, Shimokawa H, Liao JK. Rho-kinase mediates
hypoxia-induced downregulation of endothelial nitric oxide synthase.
Circulation. 2002;106:57-62.

72. Shirao S, Kashiwagi S, Sato M, Miwa S, Nakao F, Kurokawa T, et al.
Sphingosylphosphorylcholine is a novel messenger for Rho-kinase-mediated
Ca2+ sensitization in the bovine cerebral artery: unimportant role for protein
kinase C. Circ Res. 2002;91:112-9.



49

73. Shibata R, Kai H, Seki Y, Kato S, Morimatsu M, Kaibuchi K, et al. Role of
Rho-associated kinase in neointima formation after vascular injury. Circulation.
2001;103:284-9.

74. Gerthoffer WT. Mechanisms of vascular smooth muscle cell migration. Circ
Res. 2007;100:607-21.

75. Sugimoto M, Nakayama M, Goto TM, Amano M, Komori K., Kaibuchi K.
Rho-kinase phosphorylates eNOS at threonine 495 in endothelial cells.
Biochem Biophys Res Commun. 2007;361:462-7.

76. Takamura M, Sakamoto M, Genda T, Ichida T, Asakura H, Hirohashi S.
Inhibition of intrahepatic metastasis of human hepatocellular carcinoma by Rho-
associated protein kinase inhibitor Y-27632. Hepatology. 2001;33:577-81.

77. Itoh K, Yoshioka K, Akedo H, Uehata M, Ishizaki T, Narumiya S. An
essential part for Rho-associated kinase in the transcellular invasion of tumor
cells. Nat Med. 1999;5:221-5.

78. Lawler K, Foran E, O'Sullivan G, Long A, Kenny D. Mobility and
invasiveness of metastatic esophageal cancer are potentiated by shear stress
in a ROCK- and Ras-dependent manner. Am J Physiol Cell Physiol.
2006;291:668-77.

79. Ogawa T, Tashiro H, Miyata Y, Ushitora Y, Fudaba Y, Kobayashi T, et al.
Rho-associated kinase inhibitor reduces tumor recurrence after liver
transplantation in a rat hepatoma model. Am J Transplant. 2007;7:347-55.

80. Kamai T, Arai K, Sumi S, Tsujii T, Honda M, Yamanishi T, et al. The
rho/rho-kinase pathway is involved in the progression of testicular germ cell
tumour. BJU Int. 2002;89:449-53.

81. Nakajima M, Hayashi K, Egi Y, Katayama K, Amano Y, Uehata M, et al.
Effect of Wf-536, a novel ROCK inhibitor, against metastasis of B16 melanoma.
Cancer Chemother Pharmacol. 2003;52:319-24.



50

82. Nakajima M, Hayashi K, Katayama K, Amano Y, Egi Y, Uehata M, et al. Wf-
536 prevents tumor metastasis by inhibiting both tumor motility and angiogenic
actions. Eur J Pharmacol. 2003;459:113-20.

83. Han Z, Xu G, Zhou J, Xing H, Wang S, Wu M, et al. Inhibition of motile and
invasive properties of ovarian cancer cells by ASODN against Rho-associated
protein kinase. Cell Commun Adhes. 2005;12:59-69.

84. Yoshinaga K, Inoue H, Tanaka F, Mimori K, Utsunomiya T, Mori M. Platelet-
derived endothelial cell growth factor mediates Rho-associated coiled-coil
domain kinase messenger RNA expression and promotes cell motility. Ann
Surg Oncol. 2003;10:582-7.

85. van Nieuw Amerongen GP, Koolwijk P, Versteilen A, van Hinsbergh VW.
Involvement of RhoA/Rho kinase signaling in VEGF-induced endothelial cell
migration and angiogenesis in vitro. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2003;23:211-7.

86. Hyvelin JM, Howell K, Nichol A, Costello CM, Preston RJ, McLoughlin P.
Inhibition of Rho-kinase attenuates hypoxia-induced angiogenesis in the
pulmonary circulation. Circ Res. 2005;97:185-91.

87. Mizukami Y, Fujiki K, Duerr EM, Gala M, Jo WS, Zhang X, et al. Hypoxic
regulation of vascular endothelial growth factor through the induction of
phosphatidylinositol 3- kinase/Rho/ROCK and c¢c-Myc. J Biol Chem.
2006;281:13957-63.

88. Salhia B, Rutten F, Nakada M, Beaudry C, Berens M, Kwan A, Rutka JT.
Inhibition of rho-kinase affects astrocytoma morphology, motility, and invasion
through activation of rac1. Cancer Res. 2005;65(19):8792-8800.

89. Manning Jr. T.J., Parker J.C., Sontheimer H. Role of lysophosphatidic acid
and rho in glioma cell motility, Cell Motil. Cytoskeleton. 2000;45:185-199.

90. Zhai G. G.,Malhotra R, Delaney M, LathamD, Nestler U, Zhang M,
Mukherjee N, Song Q, Robe P, Chakravarti A. Radiation enhances the invasive
potential of primary glioblastoma cells via activation of the Rho signaling
pathway. Journal of Neuro-Oncology. 2006;76:227—-237.



51

91. Ader |, Delmas C, Bonnet J, et al. Inhibition of Rho pathways induces
radiosensitization and oxygenation in human glioblastoma xenografts.
Oncogene. 2003;22:8861-9.

92. Oellers P, Schroer U, Senner V, Paulus W, Thanos S. ROCKs are
expressed in brain tumors and are required for glioma-cell migration on
myelinated axons. Glia. 2009;57:499-509.



