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ettigim degerli arkadasim, Sayin Dr. Cigir BIRAY AVCP ya,
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geldiginde kardesim olan degerli dostum Sayin Dr. Zeynep Ozlem
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Tezimle ilgili zorluk cektigim anlarda imdadima yetisen sevgili

kuzenim Sayin Zeynep YILMAZ’ a

Laboratuvarlarinda calismamt kabul edip, orada en iyi sartlarda
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BOLUM |

1.1. GiRiS

Watson ve Crick tarafindan DNA’ nin yapisinin belirlemesinden glinimize
kadar olan slregte molekiler biyoloji alaninda ¢ok hizli gelismeler kaydedilmistir.
insan genomunun sadece %1,5' i protein kodlamaktadir, geri kalani RNA genleri,
dizenleyici diziler, intronlar ve kodlamayan DNA' dan olusur. Son zamanlarda
mikroRNA’ larin (miRNA) kanser arastirmalarinda ¢ok énemli etkileri olmustur. Bu
kiicik kodlama yapmayan RNA’ lar tiimorogenezde 6nemli diizenleyicilerdir. Bircok
miRNA hedefinin ve iliskili yolaklarinin hizli kesifleri kanser icin miRNA tabanl
teropotiklerin gelisimine katki saglamistir. Bu heyecan verici buluslar miRNA
¢alismalarinin laboratuvardan gercek hayata olan uygulamalara doniisen miRNA
c¢alismalarinin  potansiyelini ortaya ¢ikarmistir.  miRNA’ larin  kanserlerin
translasyonal arastirilmasinda eksiksiz olarak anlasilmasi bu alanla ilgili herkes icin

bir 6n kosuldur ve miRNA tip alaninda son teknolojidir.

Beyin tumorleri hastaliklarin heterojen bir spektrumunu kapsar. Malin
gliomlar yetiskinlerde en agresif ve en sik gorilen gruptur ve astrositik veya
oligodendroglial farklilasmanin degisen dereceli gesitli alttiplerini kapsar. Tedavileri
en zor alttipler olan malin gliomlar veya glioblastoma multiforme (GBM) hayli

infiltratif ve invaziv timorlerdir. Malin gliomlar genellikle operasyon ve takiben



kemoterapili veya kemoterapisiz radyoterapi ile tedavi edilirler. Nérosirurjideki,
radyoterapideki ve yeni terapétiklerin denenmesindeki ilerlemelere ragmen, GBM
icin ortalama sagkalim 12-15 aydir. Daha genc bireylerde (ortalama yas 45) tanisi
konan GBM, daha diisiik gradeli gliomdan tiirevlenir ve 60 yaslarinda goriilen ve “de
novo” olarak meydana gelen primer GBM’ den daha olumlu sonuglari vardir. Primer
ve sekonder GBM, spesifik genetik alterasyonlarin siklikla farklilasmasi ile bilinir. Son
arastirmalar GBM’ de daha blyiuk karmasiklik ve genetik heterojenite

belirtmektedir.

miRNA ekspresyon profilinin beyin tlimorlerinin molekiiler diagnozunda
onemi ve bu timorlerde terapotik hedef olarak miRNA’ larin rollerinin
saptanmasina dair literatlirde calismalar mevcutsa da, kesin sonuca ulasiimasi icin
daha ¢ok ¢alisma gerektirmektedir. Calismamizda diffiiz ve anaplastik beyin timorli
olgularda (diffliz astrositom, anaplastik oligodendrogliom ve glioblastoma
multiforme) miRNA ekspresyonunun mikroarray sistemi ile rolatif kantitasyonunu
tanimlayarak degisik tiplerdeki beyin timorli olgularda miRNA ekspresyon
profillerinin belirlenmesi amacglanmistir. Elde edilen veriler ile ilgili miRNA

ekspresyon profilleri ve tiimor prognozu arasinda korelasyon verileri belirlenmistir.



1.2. GENEL BiLGILER

1.2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi kararlarin verildigi, etraftan gelen verilerin yorumlandigi,
algilamanin ve diger bitin zihin fonksiyonlarinin yerine getirildigi bolgeleri iceren

karmasik bir islevsel yapilar bltlintdir. Kabaca beyin ve omurilikten meydana gelir.

Gri (Substantia griseum) ve beyaz (Substantia album) hiicrelerden olusan
beyin, kafatasinin arkasinda bulunan bir delikle (foramen occipitale magnum)

omurilige (medulla spinalis) baglanir.

Merkezi sinir sistemi, yani beyin ve omurilik, ¢ kath koruyucu bir zar yapisi
(meninks) ile ¢evrelenmis durumdadir. Bu zarlar distan ice dogru dura mater,
araknoid zar ve pia mater olarak siralanirlar (Sekil 1). Bu Ug kilif, kesintisiz bir
bicimde tim merkezi sinir sistemini sarar ve gevresel sinir sisteminde de hafif yapi
ve islev degisiklikleri ile devamlilik gosterir.

e Dura mater (sert-dis zar): Kafatasi kemiklerine yapismis olan kalin, dayanikli
bir zardir.

e Araknoid zar (6rimceksi-orta zar): Ortada olup ince bag dokusu iplikleriyle,
iki zari birbirine baglar.

e Pia mater (ince-i¢ zar): Beyni besleyen kan damarlariyla donatilmis, hem

beyne hem de omurilige siki sikiya bagli bir zardir.

Beyne en yakin olan pia mater ile ortada bulunan araknoid arasinda beyin—

omurilik sivist (serebrospinal sivi) adi verilen bir sivi bulunur. Sivi, beyin



karinciklarinin duvarinda yerlesik agsi kilcal damar sistemince salgilanir. Bu sivi, sinir

sistemi dokusunun beslenmesi ve atiklarinin atilmasinda hayati éneme sahiptir.

Ayrica beynin siddetli sarsinti ve carpmalara karsi korunmasinda yardimci olur.

Beyin, omurilikten yukariya dogru arka beyin (rombensefalon), orta beyin

(mezensefalon) ve 6n beyin (prosensefalon) olmak lizere lg bélime ayrilir.

On beyin (Prosensefalon): Beynin en biiyiik ve genis kismidir. Ug beyin ve ara

beyin olmak uzere iki kisimdan olusur.

a.

Uc Beyin (serebral hemisferler, serebrum): Bu bolim insanin 6grenilmis

davranislarini yonetir. Kompleks psikolojik olaylardan olan biling, hafiza, zeka,
sagduyu, irade ve duyularin degerlendirilmesi, beyin yarim kirelerinin
fonksiyonlarina bagli organizma faaliyetleridir. Beyin vyarikireleri de “lop”
denilen dort kisma ayrilmistir. Loplar, frontal (alin), parietal (yan) , temporal
(sakak) ve occipital (ard kafa) olarak adlandirihir. Ayrica loplar gyruslara
(kivrimlara) ayrilir. Loplarda duyu organlari araciligiyla alinan duyularin
yorumlanmasi ve kaslara hareket saglayici uyaricilarin yapilmasi gergeklesir.

Ara beyin (diensefalon): Talamus, hipotalamus ve hipofiz bezinin arka bolgesini

icine alir. Bitkisel hayatin kontrol merkezi veya biitiin otomatik hareketler ile
metabolizmada dengelerin kurulmasi bu merkez sayesinde olur.

Talamus: Beyinin orta kisminda yer alan cift tarafli bir yapi olup, diensefalonun
esas bilesenidir. Uclincii ventrikiiliin sag ve solunda yer almistir. Ana gorevi,
vicuttan gelen koku hari¢ tiim duyusal impulslari daha yiksek beyin kabugu
bolgelerinin okuyabilecegi bir bicime cevirerek ilgili bolgelere yollamak ve yine

beyin kabugundan gelen emirleri daha alt seviyedeki ilgili bolgelere iletmektir.



Talamus, vicuttan gelen duyular igcin hem bir aktarma istasyonudur, hem de
islem merkezi olarak gorev yapar. Talamus ayrica, beyin kabuguyla olan bu
karmasik baglantilarini kullanarak uyku-uyanikhk doéngusiiniin olugsmasina da
katki saglar.

Hipotalamus: Talamusun altinda yerlesiktir. Viicudumuzda istem disi ¢alisan tim
sistemleri kontrol eden otonom sinir sisteminin en Ust kontrol merkezidir. Viicut
sicaklig, su dengesi, istah, heyecan bu merkezin oOnemli islevleridir.
Hipotalamus, salgi yapan sinir hiicrelerinin de bulundugu bir merkezdir. Bu
salgilar hipofiz bezinin 6n lobundan hormon salgilanmasini uyarir. Eseysel
yonelme ve olgunlasma merkezleri de hipotalamusta bulunur.

Hipofiz: Hormonal salgilarin kontrol merkezidir. Hipofizin endokrin bezleri

etkilemesi sinir ve salgi sisteminin yakin ve fonksiyonel iliskisini gosterir.

Orta Beyin (Mezensefalon): Beyincik ve ara beyin arasinda kalan kisimdir.

Beyin sapindan serebral hemisferlere sinir yollarini tasir. Kisa ve dar yapilanmis olan

orta beyin gbzin ag tabakasindan gelen uyarimlarin ve gérme reflekslerinin

merkezidir. Kas tonusunu ve viicudun durusunu diizenleyen merkezler bulunur.

Arka Beyin (Rombensefalon): Arka beyin beyincik ve omurilik sogani olmak

Uzere iki kissmdan olusur.

a.

Beyincik (Serebellum): Orta beyinin, kopriler ve omurilik soganciginin arka

bélimlerinin altinda vyerlesiktir. i¢c kulakla bagintili olan beyincik, degisik
eklemlerin koordinasyonunu, viicudun dengesini ve bircok kasin g¢alismasinin
koordinasyonunu saglamakla gorevlidir. Motor aktivitelerin sirasini belirler.

Motor 6grenme icin gereklidir. Hizli kas aktivitelerinde hayati rol oynar.



b. Omurilik Sogani (Medulla oblongata): Omurilik soganindaki sinir merkezleri,

solunum, sindirim, dolasim, bosaltim, salgilama ve lreme gibi 6nemli olaylari
dizenler. Omurilik soganinda soluma, yutma, cigneme, Okslirme, hapsirma,
kusma, kan damarlarinin blziilmesi ve gevsemesi, kalp atisi, tikrik salgilanmasi

gibi reflekslerin kontrol edildigi merkezler bulunur.

Beyin sapi; anatomik olarak, omurilikle beyini birbirine baglayan bir kopri
gibidir. Bu bolge, temel hayati fonksiyonlarin yiritilebilmesi igin vazgecilmez
Oneme sahiptir. Nefes alip verme, kalp hizi ve kan basinci, uyku ve uyaniklk, dikkat

ve bunun gibi birgok dnemli etkinlik, beyin sapi dedigimiz bu bélgeden kontrol edilir.

Pons; Orta beyinin altinda, medulla oblongatanin anterior ucunda transvers
sinir lifleridir. Kopriye benzer. Medulla oblongata ile beyin hemisferlerini birlestirir.
Solunum kontroliine katkida bulunur. Apndstik ve pndmotaksik merkez buradadir.
Yiizeysel lifler serebelluma baglanir. Motor ve sensorik (duysal) derin lifler medulla

oblongatadan pons lzerinden orta beyine gider.

Beyin kabugu (Korteks); Beyin yari kiirelerinin lzerinde, orta beyinin etrafini
sarar. Sinir lifleri sinir hicreleriyle beyin hiicreleri arasindaki baglantiyi kurarlar.
Yiiksek beyin islevleri denilen islevleri ve algilamayla-degerlendirmeyle iliskili temel
gorevleri yuritlr. Motor alanlar, ozellikle istemli hareketlerin baslatiimasi ve icra
edilmesinde ©nemli iken, duyusal alanlar, tim viicuttan gelen verilerin

degerlendirildigi en Ust merkezler olarak islev gorurler (Sekil 2).

Omurilik (Medulla spinalis); Sirtimizdaki omur kemikleri arasinda asagiya

dogru uzanan, temel olarak, orta kisminda ince ve boylu boyunca bir kanal, kanalin



etrafinda, enine kesildiginde kelebek gibi goériinen bir gri madde ve bunun etrafinda
ise beyaz madde kiitlesinden olusan, tlip seklinde bir yapidir. Bu yapi, etraftan gelen
bilgilerin merkezi sinir sistemine girdigi ve merkezden gelen emirlerin gevresel
sisteme aktarildigi yerdir. Govde ve ekstremite kaslarini kontrol eden refleks

merkezidir ve refleks merkezleri ile beyin arasinda baglanti saglar.

Dura mater

Araknoid zar

Pia mater

Lateral yark Ve Artkafa lobu
. (occipital)

(corpus callosum)

Sakak lobu (temporal)
l;!l?alamus

Hipotalamus
Koku sogam

Sekil 2. Beyinin genel yapisi (76)



1.2.2. Sinir Sistemi Tumorleri

Gliomlar glial hiicrelerden gelisir ve patolojik olarak astrositom (dusiik derece)
ve glioblastom (yuksek derece) olarak siniflandirilirlar. Beyinin birincil tiimorlerinin
%40-60" In1 olustururlar, ¢cogunlukla malindirler ve erkeklerde daha sik gorilirler.
Meningiomlar, kafatasi meninkslerinden gelisir ve beyin neoplazmlarinin %25-30’
unu olustururken, schwannomlar sinir kilifindaki Schwan hiicrelerinden gelisen ve
beyin neoplazmlarinin %5-10" unu olusturan timorlerdir. Bu son iki tir ¢cogunlukla
benindir. Sinir sistemi neoplazmlarinin nadir gorilen tirleri arasinda hipofiz
adenomlari, cocuklugun primer noroektodermal tiimorleri (medullablastom) ve
omurilik ve periferik sinir timorleri sayilabilir. Cok sik olmasa da beyin timorleri
morbiditeye Onemli Olcide katkida bulunabilir, cogunlukla cocuklari etkiler ve
toplamda kotl prognoz gosterir. Radyasyon ve kemoterapiye belirgin bicimde
direnc gostermeleri nedeniyle glioblastomu olan hastalarin prognozu ¢ok kotlidur.
Hastalarin cogunlugu 9-12 ay icinde olir ve % 3’ ten daha kiiciik bir kismi 3 yildan

fazla yasar (11).

1.2.2.1.Epidemiyoloji

Sinir sistemi timorlerinin tanimlayici epidemiyolojisi hakkindaki verilerin
yorumlanmasi zordur c¢linkidi bircok calisma hem benin hem de malin timorleri
kapsamaktadir. Merkezi sinir sistemi timaorleri yeni tani konulan tiim malinitelerin
%2’ sini olustururken gocukluk ¢agi malinitelerinin ise %20’ sini olustururlar. Merkezi
sinir sistemi timorleri iginde, ilk 15 yas icindeki primer timorlerin yaklasik %40-45" i

eriskin yas grubunda ise %50-60’ 1 astrositer kdkenli timaorlerdir. Beyin timarlerinin



yasa gore dagilimi, cocuklardaki insidansta bir tepe noktasi ve 45-70 arasi
eriskinlerdeki insidansta bir diger tepe noktasi olmak Uzere, ¢ift modludur. Yetmis
yasindan sonra tekrar sikhiginda azalma saptanir. Gelismis Ulkelerde beyin tlimorleri
erkeklerde kanserle iligkili mortalite nedenleri iginde 12. siradadir. Beyin timorleri
insidansi hemen tim yas gruplarinda erkeklerde kadinlardan bir miktar daha
yuksektir; erkek kadin orani gliomlar igin 1,3 ve meningiomlar i¢in 0,6’dir. Histolojik
tiplerine gore insidans incelemelerinde ise gocukluk c¢agi ile eriskinlerde belirgin
farkhlik gozlenmistir. Cocukluk caginda astrositom ve medulloblastomlar diger
timorlerden daha sik saptanirken eriskin yas grubunda ise glial timorler ve
meningiomlar belirgin olarak sik gozlenirler. Beyin neoplazmlari insidansinda
degiskenlik s6z konusudur; Amerika kitasi ve Avrupa’ da erkeklerde oran 6-
8/100.000 arasinda, Afrika ve Asya’ da ise 2-3/100.000 arasindadir. ABD’ de gliom
oranlari beyaz irk arasinda diger etnik gruplara gore %30-50 daha yiksekken,
meningiom oranlari siyah irkta biraz daha yliksektir. Son vyillarda beyin timori
insidansi ve mortalitesi bircok gelismis lilkede, 6zellikle yaslilar arasinda artmistir
(53). insidanstaki artis 1970’ lerin sonu ve 1980’ lerin basiyla sinirlidir. Bunun
olusumunda gevresel etkenlerin derecesinin ne oldugu tartismali olmakla beraber
tibbi teknolojilerin kullaniminin taniyi kolaylastirmasi acisindan bu durumu
aciklayabilecegi distinilmistir (123). 1983’ ten sonra ve daha yakin gecmiste cep
telefonu kullanimindaki artisla beraber insidans hem erkekler hem de kadinlar igin
goreceli olarak istikrali seyretmistir. Yilksek c¢o6zlnirlige sahip norolojik
gorintileme (6rnegin BT taramasi, manyetik rezonans gorintileme, PET tarama)
tekniklerinin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasi, teshise ve raporlamaya dair

prosedirlerdeki degiskenlikler ve hatta beyinin, basta meme ve akciger kanseri



olmak Uzere, sikga metastaz gergeklesen bir bolge olmasi ve daha ilkel gérintileme
tarzlariyla beyin metastazlarinin birincil beyin timoéria seklinde yanhs siniflandiriimis

olmasi son yillardaki insidanstaki artisi agiklamaktadir.

Bu Ui¢ nedenin yakin donemde beyin timori insidansindaki artisin kaynaginda
yatmasi ihtimali, beyin timorlerine bagh mortalitenin sabit kalmasi, hatta hafif
azalmasi olgusuyla da giglendirilmekte, bu durum yeni goériintileme teknolojileri
sayesinde bulunan yeni beyin timorlerinin blyuk kisminin gegmiste bulunan beyin
timorlerine nazaran daha az olimcil ve daha fazla iyilestirilebilir oldugunun da
altini  cizmektedir. Insidanstaki cografi degiskenlik diger bircok insan
neoplazmlarinda daha azdir, ancak insidans daha geliskin Ulkelerde daha yiksek
olma egilimi gostermektedir. Gliom insidansi yliksek sosyoekonomik gruplardan
gelen kisilerde daha yiksek olma egilimindedir. Yiiksek sosyoekonomik statlyle
beyin timorleri ve daha varlikh ekonomik kesimlerin gorintileme teknolojilerine
daha fazla erisebilmesi arasindaki iliski, bu timorlerin insidansinin neden kaynak
yoniinden zengin Ulkelerde orta halli veya yoksul olanlara goére daha yiksek
oldugunu ve neden (st sosyoekonomik siniflarda daha fazla oldugunu kismen

actklamaktadir.

1.2.2.2. Etiyoloji

Son birkag¢ on yildir en gelismis Ulkelerde beyin timorleri insidansi ve beyin
timorlerine baglh mortalite artmistir. Ancak beyin kanserinin tanimlayici
epidemiyolojisindeki, zamansal egilimleri de iceren farklliklar, kismen teshis ve

raporlamayla ilgili prosedirlerdeki degiskenliklerden kaynaklanmis olabilir.
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lyonlastirici radyasyon beyin timérlerinin tespit edilmis tek genetik olmayan risk
faktoradir (53). Radyasyon merkezi sinir sistemi tlimorlerinin her U¢ tirine de
neden olur, ancak meningiom ve schwannom ile iliskisi glioma gore daha giglidir.
Bulgular genellikle atom bombasi saldirisi sonrasinda sag kalanlardan ve kafa ve
boyun bélgesinden X-i1sin1 tedavisi gorenlerden elde edilmektedir. Kafa travmasinin
meningiom icin bir risk faktorli oldugu ve akustik travmanin da (yiksek giriltiye
maruz kalinan islerde oldugu gibi) akustik schwannom igin bir risk faktori oldugu
ileri strtlmastir. N-nitroz iceren bilesikler, 6zellikle nitroziireler gliclii deneysel
beyin kanserojenleridir ve tiitiin dumaninda bulunmaktadirlar. insanlarda aktif veya
pasif titlin kullaniminin etiyolojik bir rolli olduguna iliskin bulgular (yani ¢cocuklukta
titin dumanina maruz kalinmasi) sonugsuz kalmistir (52). Yasam tarzi, cevre
(6rnegin mesleki maruziyetler, pestisid kullanimi vb.) ile ilgili ve tibbi baska birkag
faktorin de beyin kanserinde etiyolojik bir rol oynadiklari ileri striilmustir, ancak
kanitlar bir sonuca varmak igin yeterli degildir. Bazi ¢alismalar, metal isgiligi,
itfaiyecilik, ciftgilik, lastik ve petrokimya endustrilerini iceren belirli mesleklerle ve
patolog, anatomist ve mumyalayici olarak calismakla merkezi sinir sistemi timorleri
insidansindaki artis arasinda bir iliski oldugunu One strmdistir, ancak bu
bildirimlerin ¢ogunlugu dogrulanmamis ve hastaliga neden olan ajanlar
belirlenememistir. Cep telefonlari tarafindan vyayilan radyofrekansindaki
radyasyonun ve mikrodalga telekomiinikasyonun malin gliomlarin etiyolojisinde bir
rol oynuyor olabilecekleri gorisiiniin de henliz kanitlanmaya ihtiyaci vardir. Merkezi
sinir sistemi tlimorlerinin etiyolojisi hakkinda ¢ok sinirl bilginin olmasi nedeniyle

etkin bir 6nleme stratejisi gelistirmek icin gerekli kaynaklar yetersizdir.
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1.2.2.3. Sinir Sistemi Tiimorleri Siniflandiriimasi

Hucresel patolojinin kurucusu olan Rudolp Virchow, 1864/65 yilinda, gliomlari,
sinir sisteminin psammomalarindan, melanomalarindan ve diger sarkomalarindan
ayirmistir. Ancak, Bailey ve Cushing’ in gliomlar igin ilk sistematik siniflandirmayi
gelistirmeleri ve beyin timor derecelendirme kavramini tanitmalari 1926 yilindadir.
Diinya Saglik Orgiiti’ niin (WHO) ilk olarak sinir sistemi tiimérlerini siniflandirmasi
1979 yilindadir. Revizyonlar 1993 ve 2000 yillarinda yapilmistir. En son versiyonu da
iceren (2007, Tablo 1) tim WHO siniflandirmalari, Bailey ve Cushing tarafindan
onerilen histogenetik prensipi izlemistir. Morfolojik ve immunohistokimyasal
Ozellikler baz alinarak her timor varhg tilrevlendigi hiicre kdkenine gore
siniflandirilir. Yaygin kullanimin aksine bu kavram, ¢ogu beyin timd&rinin orijininin
bilinmez olmasi durumuyla karsi karsiyadir. Ustelik fare modellerinden elde edilen
deneysel verilere gore, 6rnegin gliomlar, 6liimcil derecede farklilasan astrositlerden
veya oligodendrositlerden 6te, glial prekirsor hiicrelerden farklilasmaya meyillidir.
Bunun yanisira, WHO kriterlerine gore yapilan histolojik siniflandirma, biyolojik ve
klinik olarak belirgin beyin tiimdérlerinin anlamli ayrimlanmasina olanak saglar ve bu
ayrimlama da, simdiye kadar hicbir diagnostik yaklasimla degismemistir. Bu
nedenle, beyin timorlerinin morfolojik olarak siniflandirilmasi, néro-onkolojide

“altin standart” tani sekli olarak vardir ve var olacaktir (90).

1.2.2.3.1. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Derecelendirmesi

Tumor tanimlanmasina ek olarak, WHO siniflandirmasi, WHO grade | (benin)’

den WHO grade IV’ e kadar degisen 4 asamali bir histolojik derecelendirmeyi icerir.

12



WHO’ nun derecelendirmesi, cerrahi patolojinin diger alanlarinda yaygin
olarak kullanilan derecelendirmeyle esit degildir, ancak tiimor malinitesi ve hastanin
prognozu agisindan tahmin ylritilmesine olanak saglar. Amaclanan timoriin
biyolojik davranisinin 6nceden kestirilmesini saglamaktir. Klinik uygulamalarda
timor derecesi secilecek tedavi yonteminin belirlenmesinde, 6zellikle adjuvan
radyoterapi ve 6zel kemoterapotiklerin segilmesinde énem arz etmektedir. WHO’
nun timor sinflandirmasinda derecelendirme, ¢ok ¢esitli histolojik 6zellige sahip

timorlerin malinansi olgutidir.

WHO grade | tiimodrler; minimal cogalma egilimli ve vyalnizca cerrahi

miidahaleyle iyilesebilen timérleri icerir. Ornek olarak, pilositik astrositomlar,
subependimomlar, cauda equina (kuyruk sokumu) ’‘nin  miksopapiller
ependimomlari, ¢ok cesitli néronal ve noéronal/glial timorler, schwannomlar ve

¢ogu meningiomlar verilebilir.

WHO grade |l timodrler; dusik mitotik aktiviteye sahiplerdir ancak

yenilenmeye meyillidirler. Bazi grade Il timorlerde yiksek dereceli timorlere
dénisme  egilimi  mevcuttur. Diffiz  astrositomlar, oligodendrogliomlar,

oligoastrositomlar ve ependimomlar érnek olarak verilebilir.

WHO grade |lll tiimorler; genellikle histolojik olarak malinansi bulgulari

gosteren lezyonlardir. Bunlar genellikle artmis mitotik aktivite, artmis seliilarite,

niikleer pleomorfizm ve hiicresel anaplazi ile karakterizedir.

WHO grade IV tiimérler; mitotik olarak aktif ve nekroz egilimi yliksek

maliniteye sahip neoplazmlar ile karakterizedir. Tipik olarak hizli bir preoperatif ve
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postoperatif hastalik gelisimi s6z konusudur ve dlimcil bir seyir gdsterirler. Bunlar

glioblastomu ve embriyonal timorlerin cesitli formlarini icermektedir (90).

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiti’ ne (WHO) gore sinir sistemi tumorleri

siniflandirmasi

NOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI

ICD-0/Davranis
1 9421/1(%)

9425/3(**)
2 9384/1
3 9424/3
4 9400/3
9420/3
9411/3
9410/3
5  9401/3
6  9440/3
9441/3
9442/3
7 9381/3

Astrositik Timorler

Pilositik Astrositom

Pilomiksoid Astrositom
Subependimal Dev Hiicreli Astrositom
Pleomorfik Ksantoastrositom
Diffliz Astrositom

Fibriller Astrositom

Gemistositik Astrositom

Protoplazmik Astrositom
Anaplastik Astrositom
Glioblastom

Dev Hiicrell Glioblastom

Gliosarkom
Gliomatozis Serebri

Oligodendroglial Timorler

8 9450/3
9 9451/3

Oligodendrogliom
Anaplastik Oligodendrogliom

Oligoastrositik Timorler

10 9382/3
11  9382/3

Oligoastrositom
Anaplastik Oligoastrositom

Ependimal Tiimorler

12 9383/1
13 9394/1
14 9391/3
9391/3
9393/3
9391/3
9391/3
15 9392/3

Subependimom
Miksopapiller Ependimom
Ependimom
Selltler
Papiller
Berrak Hiicreli
Tanisitik
Anaplastik Ependimom

Koroid Pleksus Tumorleri

16  9390/0
17 9390/1
18 9390/3

Koroid Pleksus Papillomu
Atipik Koroid Pleksus Papillomu
Koroid Pleksus Karsinomu
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WHO derece
derece |
derece Il
derece |
derece Il
derece Il

derece Il
derece IV
derece IV
derece IV

derece Il
derece Il

derece Il
derece Il

derece |
derece |
derece Il

derece Il

derece |
derece Il
derece Il



Diger Noroepitelyal Timorler

19 9430/3
20 9444/1
21 9431/1

Astroblastom
Ugtincii Ventrikiliin Kordoid Gliomu
Angiosentrik Gliom

Noronal ve Mikst Noronal-Glial Tumorler

22 9493/0
23 9412/1
24 9413/0
25 9492/0
26  9505/1
27 9505/3
28 9506/1
29 9506/1
30 9506/1
31 9509/1
32 9509/1
33 8680/1

Serebellumun Displastik Gangliositomu
(Lhermitte-Duclos)

Desmoplastik infantil Astrositom /
Gangliogliom

Disembryoplastik Neuroepitelyal Timor
Gangliositom

Gangliogliom

Anaplastik Gangliogliom

Santral Noérositom

Ekstraventrikiiler N6érositom
Serebellar Lipondrositom

Papiller Glionéronal TUmor

V. Ventrikiliin Rozet Olusturmus
Gliondéronal Tumora

Paragangliom

Pineal Bolge Tuméorleri

Pineositom

intermediyer Diferansiyasyon Gdsteren
Pineal Parankimal Tiumor
Pineoblastom

Pineal Bolgenin Papiller TUmori

Embriyonal Timorler

34 9361/1
35 9362/3
36 9362/3
37 9395/3
38 9470/3
9471/3
9471/3
9474/3
9474/3
39 9473/3
9500/3
9490/3
9501/3
9392/3
40 9508/3

Medulloblastom
Desmoplastik/Nodtiler Medulloblastom

Siddetli Nodularite Yapan Medulloblastom

Anaplastik Medulloblastom
Bliyik Hiicreli Medulloblastom
SSS Primitif Néroektodermal TUmor
SSS Noroblastom
SSS Gangliondroblastom
Medulloepitelyom
Ependimoblastom
Atipik Teratoid/Rabdoid Tumor

Kranyal ve Paraspinal Sinirlerin Timéorleri

41 9560/0
9560/0
9560/0
9560/0

Schwannom (Norilemmom, Norinom)
Selltler
Pleksiform
Melanotik
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derece |
derece Il
derece |

derece |
derece |
derece |
derece |
derece |l
derece Il
derece Il
derece Il
derece |

derece |
derece |
derece |
derece I, Il
derece IV
derece I, Il

derece IV

derece IV
derece IV

derece IV

derece IV

derece |



42  9540/0 No6rofibrom derece |

9550/0 Pleksiform
43 Perinbrioma derece |, II, Il
9571/0 Perindriom, NOS
9571/3 Malin Perin6riom
44 Malin Periferal Sinir Kilifi Tumorleri (MPNST)  derece I, 11, IV
9540/3 Epitelioid MPNST
9540/3 Mezenkimal Diferansiyasyon Gosteren MPNST
9540/3 Melanotik MPNST
9540/3 Glandiler Diferansiyasyon Gosteren MPNST

Meninkslerin Tiimorleri
Meningotelyal Hiicrelerin Tiimorleri

45 9530/0 Meningioma derece |
9531/0 Meningotelyal
9532/0 Fibroz (Fibroblastik)
9537/0 Transisyonel (Mikst)
9533/0 Psammomatoz
9534/0 Angiomatoz
9530/0 Mikrokistik
9530/0 Sekretuar
9530/0 Lemfoplasmositten zengin
9530/0 Metaplastik
9538/1 Kordoid
9538/1 Berrak Hucreli
9539/1 Atipik derece Il
9538/3 Papiller
9538/3 Rabdoid
9530/3 Anaplastik (Malin) derece llI

Mezenkimal Tiimorler

46  8850/0 Lipom

47 8861/0 Angiolipom

48 8880/0 Hibernom

49 8850/3 Liposarcom

50 8815/0 Soliter Fibrés Tumor
51 8810/3 Fibrosarkom

52 8830/3 Malin Fibréz Histiositom
53 8890/0 Leiomyom

54 8890/3 Leiomyosarkom

55 8900/0 Rabdomyom

56 8900/3 Rhabdomyosarkom
57 9220/0 Kondrom

58 9220/3 Kondrosarkom

59 9180/0 Osteom

60 9180/3 Osteosarkom

61 9210/0 Osteokondrom
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62 9120/0 Hemangiom

63 9133/1 Epitelioid Hemangioendotelyom

64 9150/1 Hemangioperisyitom derece Il
65 9150/3 Anaplastik Hemangioperisitom derece llI
66 9120/3 Angiosarkom

67 9140/3 Kaposi Sarkomu

68 9364/3 Ewing Sarkom - PNET

Primer Melanositik Lezyonlar

69 8728/0 Diffuz Melanositozis

70 8728/1 Melanositom

71 8720/3 Malin Melanom

72 8728/3 Meningeal Melanomatozis

Meninkslerle iliskili Diger Tiimorler
73 9161/1 Haemangioblastom derece |

Lenfomalar ve Hemapoietik Timérler
74  9590/3 Malin Lenfomalar
75 9731/3 Plazmositom

76  9930/3 Granulositik Sarkom

Germ Hiicre Tiimorleri

77 9064/3 Germinom

78 9070/3 Embriyonal Karsinom
79 9071/3 Yolk Sak TUmori

80 9100/3 Koriokarsinom

81 9080/1 Teratom

9080/0 Matir

9080/3 immatir

9084/3 Malin Transformasyon GosterenTeratom
82 085/3 Mikst Germ Hicre Tumorleri

Sellar Bolge Tiimorleri

83 9350/1 Kraniofaringiom derece |
9351/1 Adamantinomato6z
9352/1 Papiller
84 9582/0 Grandtler Hicreli TUmor derece |
85 9432/1 Pituisitom derece |
86 8991/0 Adenohipofizin igsi Hiicreli Onkositomu derece |

Metastatik Tiimorler

(*) International Classification of Diseases for Oncology (ICD-0) {614A} ve

(**) the Systematized Nomenclature of Medicine (http://snomed.org). Morfoloji
kodlari. 1. Davranis: /0 benign tiimérleri, /3 malin tiimérleri ve /1 borderline veya
davranisi bilinmeyen tiimérleri géstermektedir (174)
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1.2.2.3.2. Beyin Tiimérii Siniflandiriimasinda immunohistokimya

Spesifik farklilasma markirlarinin ekspresyonunun yanisira ¢ogalmaya bagli
antijenlerin  immunohistokimyasal boyanmasi, beyin timorlerinin  morfolojik
siniflandirmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Tablo 2’ de farkh timor varliklarinin
ayirici tanisi ve ¢ogalma aktivitesinin degerlendirilmesi icin kullanilan tanisal

antijenler gorulebilir.

Rutin tani islemi sirasinda, bu antijenlerin immunohistokimyasi genellikle
formalinle fikse edilmis parafin kesitleri izerinde yapilir. Peroksidaz veya alkalin
fosfataza dayanan teshis yontemleri kullanilir. Boylece geleneksel boyamalar ile
¢Ozulmesi zor hatta imkansiz olan 6nemli ayirici tani sorunlari da ortamdan kalmis
olur. Ornegin, teshisi zor olan malin, kiiciik, yuvarlak ve mavi hiicre tiimérleri
genellikle immunohistokimya ile kolaylikla teshis edilebilmektedir. Primeri belirsiz
metastaz durumunda, bir ¢ok organa-spesifik markirlar ile organ yeri ve primer
timorin cinsi belirlenebilir. immiinohistokimya “monstroseliiler sarkoma” denen
belli olusumlarin, dev hiicre glioblastomu olarak yeniden siniflandirilmasinda ve
Uglinct ventrikilin kordoid gliomu gibi yeni timor olusumlarinin tanimlanmasinda
onemli bir ara¢ olmustur. Ancak, hala immunohistokimya ile ¢6ziimlenemeyen
durumlar da s6z konusudur. Karisik gliomlar (oligoastrositomlar) hatri sayilir bir
nesnellikten ve gozlemci gesitliliginden muzdariptir. Clinkli neoplastik astrositler ve
oligodendrositlere 6zgli immunohistokimyasal markirlar yoktur. Bununla beraber,
hem neoplastik hem de neoplastik olmayan hiicrelerce eksprese edilen bir¢ok
farklilasma antijeni, neoplastik ve reaktif lezyonlar arasinda guvenilir bir farkhlik

sergilemezler. Ornegin, glial firbiller asidik protein (GFAP) immiinreaktivitesi hem
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normal hem de reaktif astrositlerde goruldiigu gibi, astrositik timor hiicrelerinde de
gorilir. Bir timoridn malinite seviyesini belirlemek icin, MIB-1 antikoru kullanarak,
proliferasyon-iliskili antijenlerden Ki-67 icin immunohistokimya bakmak rutin bir
islemdir. MIB1 indeksinin c¢esitli durumlarda teshis anlaminda faydali bilgiler
sundugu su gotlirmez bir gercek olsa da, boyama sonuclari ve degerlendirme
metodlari laboratuvardan laboratuvara degisir. Farkh WHO derecelerindeki
timorlerdeki MIB1 pozitifliginin ¢akisikligl, diagnostik “cut-off” degerlerinin tanimini
engellemistir. Bu nedenle, WHO siniflandirmasi MIB-1 boyamayi, bir ¢ok timor
varhginin siniflandirmasi ve derecelendirmesi icin bir kriter olmaktan ¢ikarmistir.

Meningiomlar bu durumun disinda tutulmustur.

Gelecekte, hiicre ve/veya timor-tipine spesifik markirlar gelistirildikce,
immunohistokimyasal analizler beyin timori teshislerinde ¢ok daha 6nemli hale
gelecektir. Bununla beraber, timor hiicreleri tarafindan anormal olarak aktif ya da
asiri eksprese edilen belirli proteinlere karsi gelistirilen hedefe yonelik tedavilerdeki
gelismeler, spesifik immunohistokimyasal analizlere ihtiyac duymaktadir. Cunki
hedeflenmis proteinlerin ekspresyonun ispatinin, tedavi 6ncesi yapilmasi gereklidir.
Genel onkolojide 6ne ¢ikan ornekler, goglis karsinomundaki Her2/Erbb2 asiri
ekspresyonunu ve gastrointestinal stromal timorlerdeki cKit asiri ekspresyonunu
icermektedir. Noro-onkolojide, bunun gibi hedef proteinlerin immiinohistokimyasal
degerlendirmesi énemli bir tani analizi olacaktir. Ornek olarak, malin gliomlarin
molekiler tedavisi icin hedef olarak kullanilan epidermal biliyime faktorinin

immunohistokimyasal ispati verilebilir (90).
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Tablo 2. Beyin timori siniflandiriilmasinda kullanilan immniinohistokimyasal

markirlar (90)

Noronal ve néroendokrin markirlar | Sinaptofizin, nérofilament proteinleri, NeuN, kromogranin A

Glial markirlar Glial fibriller asidik protein (GFAP), S-100 protein, MAP2
Epitelyal markirlar Sitokeratinler, epitelyal membran antijen (EMA)

Melanositik markirlar Melan A, Human Melanoma Black (HMB-45)

Mezengimal markirlar Vimentin, dezmin, diiz kas aktin (SMA), miyoglobin

Kan hiicresi markirlari CD45 (pan-lokositler), CD20 (B hiicreleri), CD3 (T hiicreleri),

CD68, HLA-DR (monositler, makrofajlar, mikroglia), CD138
(plazma hiicreleri)

Germ hiicresi markirlar B-HCG, alfa-fetoprotein (AFP), plesental alkalin fosfataz
(PLAP), insan plesental laktogen (HPL), OCT4 (germinomlar), c-
Kit (germinomlar), CD30 (embriyonel karsinomlar)

Hipofiz bezi hormonlari Prolaktin, ACTH, TSH, FSH, LH, GH
Proliferasyon markirlari Ki-67 (MIB-1)
Diger markirlar P53, CD34, tiroid transkripsiyon faktér 1 (TTF1), Cdx2, prostat-

spesifik antijen (PSA), tireoglbulin, Ostrojen ve progestron
reseptorleri, HER2/Neu, EGFR, INI1

1.2.2.3.3. Beyin Tiimor Siniflandirmasina Molekiiler Genetigin Katkisi

Primer beyin timodrlerinin molekiiler patojenitesi hakkindaki bilgiler hizla
gelismekte ve farkh timor tiplerinde bircok genetik ve epigenetik degisiklik
tanimlanmaktadir. Glinimizde, genetik analizler bircok timoér olusumun
siniflandirmasi, tani degerlendirmesi ve terapotik idaresinde anlamli bir etki
olusturamamistir. Ancak, gdze carpan birkac istisna vardir. Ornegin oligodendroglial
timorlerde 1p ve 19q kollarinin allelik boyanmasi, teshis ve tedaviye yanitla

yakindan iliskilidir.

Bunun sonucu, 1p ve 10qg delesyonlari icin oligodendroglial tlimorlerin
molekiler testleri diinya capinda bircok laboratuvarda adjuvan tedaviye yanit veren

bu tiimorlerin karakterizasyonu amaciyla rutin olarak yapiimaktadir.
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1p/19q kaybi ve Epidermal blylime faktorli reseptorinin (EGFR)
amplifikasyonu, anaplastik oligodendrogliom ve kiiclik hicre glioblastomu
arasindaki zor ayirici taniyr ¢ézmek icin de kullanilabilir. Tanisal néro-onkolojide
kullanilan molekiler testlerin potansiyel indikasyonlari Tablo 3’ te verilmistir.
Bunlarin arasinda, son zamanlarda, WHO grade Ill ve IV malin gliomlarin MGMT

promotor metilasyonu igin test edilmesi dikkat ¢ekici olmustur.

MGMT, DNA hasarini tamir eden O6-metilguanin DNA metil-transferaz
enzimini kodlar. Bu enzim ayni zamanda O6-alkilguanin DNA alkil-transferaz olarak
da bilinir. Bu enzim, mutajenik alkil-eklentileri O6-pozisyonundan ayirir ve boylece
gliom tedavisi igin kullanilan nitrozlre bilesikleri ve temozolomid gibi alkilleyici
ilaglara karsi direncin olusmasina neden olur. Nitroziire tiirevleri veya temozolomid
ile tedavi edilen malin gliom hastalari lzerine yapilan bircok arastirma gostermistir
ki, MGMT promotor hipermetilasyonu, kemoterapiye gosterilen yanitin ve hastanin

sag kalma olasiliginin bagimsiz bir markiridir.

Birlikte ele alindiginda, molekiiler markirlarin, sadece ayirici tani
problemlerinde yardimci olmakla kalmayip, bireysel hastanin tedaviye cevabinin ve
hastaya uygulanan tedavi sonucunun tahmin edilmesine de yardimc oldugu
konusunda artan bir ortak goris vardir. Yakin gelecekte, yeni bulunan molekdiler
markirlarin, kontrolli olasi klinik denemelere katilimlari acisindan sistematik olarak

degerlendirilmesi 6nem kazanacaktir.

Dahasi, mikroarray-tabanli genomik hibridizasyon ve mRNA ekspresyonu

profillenmesi gibi yeni teknikler, tek bir deneyde birden fazla genin analizinin

21



eszamanli olarak yapilmasina olanak saglamasi agisindan, molekiler diagnostik

alaninda umut verici bakis agilari kazandiracaktir.

Aslinda, ilk verilere bakildiginda malin timorlerin  mikroarray-tabanli
ekpresyon profillenmesi, histolojik siniflandirmalara gore, klinik sonuglarla daha
uyumludur. Bu iyimser bulgularin aksine, glincel molekiiler analizler, beyin
timorlerinin oturmus morfolojik siniflandirmalarinin ve sinir sistemi tiimorlerinin

WHO derecelendirmelerinin yerini tutamayacaktir (90).

Tablo 3. Néroonkolojide kullanilan molekiler diagnostik testler (90)

Genetik Degisiklik Tiimor tipi/Endikasyonu

1p/19q kaybi Anaplastik oligodendrogliom, anaplastik
oligoastrositom; adjuvan terapiye verilen
yanitin ve prognozun tahmini

1p/19q kaybi Oligodendrogliom, oligoastrositom; timor
progresyonu icin terapotik strateji planlanmasi

1p/19q kaybi ve EGFR amplifikasyonu  Anaplastik oligodendrogliom, kiiglik hiicreli
glioblastom; ayirici tani

MGMT promotor metilasyonu Glioblastom; DNA-alkile edici ilaglarla
kemoterapiye olan yanitin tahmini

INI1 mutasyonu Atipik teratoid/rabdoid timér; diagnoz
konfirmasyonu

MYCN/MYCC amplifikasyonu Medullablastom; zayif prognoz indikatori

1.2.2.4. Astrositik Tiimorler

Astrositik timorler, primer beyin timorlerinin en yayginidir ve tim glial
neoplazmlarin %60’ n1 olusturur. WHO derecelendirmesi bunlari iki buyuk
kategoriye ayirir: 1) en yaygin grup olan diffiz infiltratif astrositomlar (diffiiz
astrositom, anaplastik astrositom, glioblastom) ve 2) Daha az goérilen sinirh
bliyimeye sahip astrositik neoplazmlar (pilositik astrositom ve pleomorfik
ksantoastrositom). ikinci basliktaki timérler daha c¢ok cocuklarda ve geng
eriskinlerde gorillr, yavas gelisir, malin gelisim icin potansiyeli limitlidir ve timorin
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alinmasiyla tedavi edilebilir. Tersine, difflizyonla sizan astrositomlar dncelikli olarak
yetiskin bireyleri etkiler, lokal yenilenmeye ve malin gelisime dogal olarak
mevyillidirler. Kemoterapi, radyoterapi ve noéral cerrahiyle tedavileri olasi degildir

(90).

WHO, astrositomlarin klinikopatolojik alt tiplerini asagidaki gibi ayirt
etmektedir.

a. WHO grade |; c¢ocuklarda rastlanan en yaygin beyin timorudir ve esasen
pediatrik bir timordiir ve nadiren neoplastik transformasyon gecirmektedir.
Lokalizasyona baglh olarak en benin astrositomlar, vital duyusal fonksiyonlari
engelleyebilmekte ve sikhkla tam bir rezeksiyon ardindan rekirrens
sergilemektedirler.

b. WHO grade Il; tim gliomlarin %25’ ini olusturmaktadir ve dogal olarak niifuz
ederler (infiltratiftirler). Agresif histolojik 06zellikleri olmamasina ragmen,
eriskinlerdeki duslik-dereceli astrositomlar, hastalarin blyik c¢ogunlugunda
oldurucidurler.

c. WHO grade lll; yiksek oranda malin gliomlardir ve artmis glioblastom gelisimi
egilimine sahiptirler.

d. WHO grade IV; son derece malin beyin timorleridir ve tipik olarak eriskinleri
etkilerler. Bu gliom tipleri kotli prognoza sahiptirler, kismen, kot olarak
tanimlanan timor, hizla beynin diger bdlgelerine yayilir. Bunlar en yaygin

intrakranial neoplazmlardir ve primer beyin timorlerinin %60’ ini agiklarlar.
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1.2.2.4.1. Diffiiz Astrositom (WHO Grade Il)

Tanim: lyi farklilasmis komsu beyin dokularina diffiizyonla sizan yavas gelisen
astrositik gliomdur. Genel olarak geng yetiskinlerde supratentoryal olarak gelisir ve
anaplastik astrositom ve sonunda sekonder glioblastoma malin progresyon igin igsel

bir egilimi vardir.

insidansi ve yas dagilimi: Diffiiz astrositomlar tiim primer merkezi sinir sistemi
timorlerinin yaklasik %5’ ini ve astrositik gliomlarin %10-15" ini olusturur. Genellikle
gencg eriskinlerde (yas ortalamasi 30-40) gelisir ancak herhangi bir yasta da ortaya

cikabilir.

Makroskopisi ve yerlesimi: Diffliz astrositomlar 6ncelikli olarak serebral
hemisferlerde gelisir. Cocuklarda beyin sapinda yerlesimi disinda diger yerlesimleri
seyrektir. Makroskopik olarak, diffiiz astrositomlar sinirlari belli olmayan, renkleri
griden sariya degisen ve genellikle ak ve/veya boz bélgede yumusak lezyonlar olarak
karakterizedir. Var olan vyapilarin genislemesi ve normal anatomik sinirlarin
bulaniklasmasi ile kendilerini belli ederler (Sekil 3). Sistik degisimler yaygindir.

Tumorler corpus callosum araciligiyla kontrolateral yapilara sizabilir.

Histopatoloji: Mikroskopi, disikten orta dereceli seliilariteye sahip
diferansiye olmus astrositik timoérd gorintileyebilir. Hatta komsu beyin
parankimasina sizma olup olmadigi da gorilebilir. Mikrositik dejenerasyon, yaygin
bir dzelliktir. Mitotik aktivite diistiktiir. Nekroz ve mikrovaskiiler cogalma yoktur. Ucg
histolojik alt sinif tanimlanmustir. Fibriller astrositom (Sekil 4a), en yaygin tirdir ve

kisith sitoplazmaya sahip multipolar neoplastik astrositlerden olusur ve fiberden
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zengin glial matriks olusturan hiicresel proseslere sahiptir. Daha az yaygin gorilen
gemistositik astrositom (Sekil 4b), gemistositik astrositler, 6rnegin genislemis
eozinofilik sitoplazmaya sahip timor hiicreleri, alisiimadik nukleus ile karakterizedir.
Taniyt koymak igcin en az timor hicrelerinin %20’ si gemistositik fenotipe sahip
olmalidir. Ugiincii tip ise, protoplazmik astrositomdur. Bu tip seyrek goérilir ve
eozinofilik sitoplazmaya sahip timor hicrelerinden olusmustur. Mikrositik ya da
mukoid matrise yerlesmis, az ve gevsek yapiya sahiptir (Sekil 4c). Protoplazmik
astrositomlar igindeki timor hiicresi yapilari sadece kiiclik miktarda glial filamentler
icerir. Diffliz veya anaplastik astrositomun bazi olgulari norofil-benzeri bolgeler
icerebilirler, bunlar sinaptosin pozitiftirler ve bazen oldukg¢a pleomorfik noérositik
ve/veya noronal hicreler tarafindan bir rozet benzeri modelde cgergevelidirler. Bu
tir timorler baslangigta rozet glionéronal timor olarak rapor edilmislerdir. WHO
siniflandirmasi, noropil benzeri adalarin varligini nadir bliyime paterni olarak
dikkate alir, kendisi timor varhig teskil etmez. Diffliz infiltratif astrositomun nadir
olgulari grantler hiicrelerin 6nemli bir bilesenini igerebilir, bunlar biyik, eozinofilik
dolu yuvarlak hiicreler ve PAS-pozitif granillerdir. Nadiren tiimorler atipik grandl
hicrelerden olusabilir (grandler hiicre astrositomu). Lenfositik infiltratlar gogunlukla
mevcuttur. Hastalarin ¢cogu oldukca kotl sagkalim gostermesine ragmen graniler
hiicre farklilasmasi, grade I, lll veya IV astrositomlarda meydana gelebilir.
Molekller genetik incelemeler genellikle yilksek gradeli astrositik timorlerde
bulunan, 9p ve 10q kromozom kollarindaki kayiplar gibi genetik degisimlerde yiiksek
bir insidansi gostermistir, fakat grantler hiicre astrositomlarini diger diffiz

astrositomlardan ayiracak spesifik bir genetik alterasyon yoktur. Boylece, bu
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neoplazmlar diffliz astrositomun belirgin bir bliylime modelini temsil ederler, ancak

kendileri varlik teskil etmemektedir.

Derecelendirme: Bu tip astrositomlar, WHO grade II' dirler. Ancak, bu
timorlerin yenilenme ve kendiliginden anaplastik astrositom ya da sekonder
glioblastoma déniisiime kalitsal bir egilimleri vardir. ilerlemenin histolojik belirtileri
yani artmis selllarite ve mitotik aktivite, odak seklinde gelisebilir. Bu nedenle,
biyopsi yerinin secimi ve dokudan 6rnek alma 6nemli konulardir. Gemistositik
astrositomlar hizli ilerlemeye meyillidir ve hastaligin sonucunun tahmin edilmesi de
bir o kadar zordur. Fakat uzun siiren epilepsiye sahip hastalarda, Il. Derece WHO
astrositomlarin bir alt tiirt, tekrarlamaya daha az meyilli olmaktadir ve hayatta

kalma sansi da daha yuksektir.

immunohistokimya: Diffiiz astrositomlar, GFAP ve protein S-100 icin pozitif
boyanir. GFAP immiinreaktivite, gemistositik ve fibriller tirlerde glgliyken,
protoplazmik astrositomlarda goérilen pozitiflik zayiftir. p53 timo6r supresér protein
icin yapilan immin boyama, tim vakalarin yaklasik %60’ inda yaygin nikleer

immunreaktivite gosterir. Ki-67(MIB-1) isaretlenme indeksi distktir (<%5).

Ayirici tani: Diffliz astrositom ve reaktif astrogliozis arasindaki histolojik
ayrimlama oldukca énemlidir. p53 icin yapilan immunohistokimya, astrositik timor
hiicrelerindeki niikleer p53 birikimini gostermesi acisindan bazen yardimci olabilir.
Ancak, negatif p53 boyama diffiiz astrositomu elememiz icin yeterli degildir. p53-
pozitif hicrelerin varhiginin tek tek dikkatle yorumlanmasi gerekir. Pilositik

astrositom icin diferansiye tani, kiliclk biyopsi ornegi varliginda glic olabilir.
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Anaplastik astrositomlar, Ozellikle mitotik aktivitedeki artis gibi, anaplazinin

histolojik 6zelliklerinin varhgi ile diffiiz astrositomlardan ayrilir.

Molekiiler patoloji: (Sekil 19) En yaygin gorilen karyotipik anomali,
trizomi/polizomi 7’ dir. Molekdler sitogenetik analizler kromozom 7 veya 7p’ deki
artisin, vakalarin %50’ sinden fazlasinda goruldigiini gostermistir. Kromozom 22q,
13q, 10q ve cinsiyet kromozomlarindaki kayiplar daha seyrek goralir. TP53 timor
supresor genin 17p13 bolgesindeki mutasyon ve 17p’ deki heterozigositenin kaybi
yaklasik tim diffliz astrositomlarin %50-60’ 1 ile gemistositik tiimorlerin %80 inde
gorilir. Diffliz astrositomlarin TP53 mutasyonunun olmadigi bir alt grubunda,
p14*%F geninde promotdr metilasyonu goériilmektedir. Platelet-tiirevli biyiime
faktori reseptor alfa (PDGFRA) ve baglandigi PDGFa’ nin artmis ekspesyonlari
yaygindir. Ozellikle, 17p bdlgesinde LOH gériilen timorlerde goriiliir. izositrat
dehidrogenaz 1 geninde (IDH1) kodon 132’ yi etkileyen mutasyonlar diffiiz
astrositomlarin %60’ indan fazlasinda bulunmustur. Diffliiz astrositomlarin %50’
sinden fazlasinda epigenetik olarak sustugu rapor edilen diger genler; 10926’ da
MGMT geni, 5931’ deki protokaderin-gama alt-aile A1l geni ve 19913’ teki EMP3
genidir[160]. ilging olarak, MGMT hipermetilasyonu TP53 mutasyonu ile iliskili
bulunmustur. Malin ilerlemeyi gosteren potansiyel molekiler markirlar, kromozom
6 ve 19q’ daki allelik kayiplari icerir. Oligodendrogliomlarin aksine, 1p ve 19q

kayiplari diffliz astrositomlarda nadirdir (90).
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Sekil 4. WHO grade |l diffliz astrositomlar (H&E). A; Fibriller, B; Gemistositik,

C; Protoplazmik astrositom varyantlari (90)

1.2.2.4.2. Anaplastik Astrositom (WHO Grade lll)

Tanim: Diffiz olarak yan dokulara sizma yapan astrositik gliomdur. Artmis
selllarite, atipik sitoloji ve arsiz mitotik aktivite ile karakterizedir. Bu timorler daha
onceden var olan diffliz astrositomlardan tiirerler veya daha az malin prekiirsor
lezyonlarin yoklugunda kendiliginden gelisirler. Anaplastik astrositomlarda sekonder

glioblastoma progresyon igin icsel bir egilim vardir.

insidansi ve yas dagilimi: Tiim astrositik gliomlarin yaklasik %10-25 ini kapsar.

insidansi 40-45 yaslarda pik yapmaktadir.

Makroskopisi ve yerlesimi: Cogunlukla serebral hemisferlerde yerlesim

gosterir. Cocuklarda ve gencg eriskinlerde, beyin sapi ve talamus da tipik yerlesim
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yeridir. Makroskopik olarak, anaplastik astrositomlar perifokal 6demle birlikte
yayilan lezyonlardir. Normal beyin dokusundan ayirt etmek, diffliz astrositomlara

gore daha kolaydir. Ancak sinirlari astrositomlara benzer sekilde belirsizdir.

Histopatoloji: Mikroskobik olarak, fokal yada diffliz anaplaziye benzer isaretler
gosterir. Bunlar artmis selllarite, atipik niikleus ve arsiz mitotik aktivite olarak
siralanabilir (Sekil 5). Glioblastomun histolojik belirtileri (vaskiler proliferasyon ve
nekroz) gorilmez, ancak anaplastik astrositomlar, sekonder glioblastom gelismeye

meyillidir.

immunohistokimya: Anaplastik astrositomlar, GFAP ve protein S-100 igin
pozitif boyanir. Nikleer p53 tlimor supresor protein icin yapilan immunoboyama,
tim vakalarin yaklagik %60’ inda gorilir. Ki-67(MIB1) i¢in boyamada, timor

hicrelerinin %5’ inden fazlasinda niikleer pozitiflik gorular.

o B & \
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Sekil 5. WHO grade Il anaplastik astrositom (H&E). Artmis selllarite, nikleer

pleomorfizm ve mitotik aktivite (90)

Molekiiler patoloji: (Sekil 19) Diffliz astrositomlar gibi anaplastik
astrositomlarda da siklikla, kromozom 7’ de kazanimlar, TP53 mutasyonu ve
PDGFRA/PDGFa asiri ekspresyonu goriliur. TP53 mutasyonuna alternatif olarak,
anaplastik astrositomlarin altbirimlerinde p14**" ekspresyonunda yok olma gérilir,
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bu, ya homozigot silinmeye veya promotor hipermetilasyonuna ya da MDM2
amplifikasyonuna bagli olabilir. Bu sebeple, anaplastik astrositomlarin ¢ogunlugu
p53 fonksiyonunu deregilile eden genetik degisiklikler tasir. Tim vakalarin yaklasik
%20-25" inde 9p21 lzerindeki CDKN2A ve CDKN2B genleri ya silinmistir ya da
hipermetile olmustur. Bu genler, G1/S—faz ilerleyisinin negatif regllatorlerini kodlar.
Bu negatif regilatorler de siklin-bagli kinazlardan Cdk4 veya Cdk 6’ nin aktivitesini
inhibe eder. CDKN2A ve CDKN2B degisiklikleri icermeyen timorlerin alt gruplarinda
CDK4 geninin amplifiye oldugu veya retinoblastom genlerinde (RB1) mutasyon
tasidigl bulunmustur. Hepsi gbz 6nine alindiginda, tiimorlerin en az lgte biri pRb-1-
bagh hicre doénglsi kontrolliini etkileyen gen degisiklikleri tasir. Glioblastomlara
nazaran, anaplastik astrositomlarda 10q2’ deki PTEN geninin mutasyonu nadirdir.
Oldugu zaman da, prognozu glioblastomlardaki gibi zayiftir. Anaplastik
astrositomlardaki ek delesyonlar timor supresor genleri bilinmemekle beraber, 6,

11p, 14q, 19q ve 22q kromozomlari tizerinde haritalanmistir (90).

1.2.2.4.3. Glioblastom (WHO Grade 1V)

Tanim: Yetiskin olgularin serebral hemisferlerinde lokalize olan en malin ve en
yaygin astrositik gliomdur. Histolojik olarak yuksek selllarite, hiicresel pleomorfizm,
atipik niikleus, canli mitotik aktivite ve wvaskiiler tromboz, mikrovaskiiler
proliferasyon ve nekrozla karakterizedir. Primer glioblastomlar prekiirsor lezyonlar
olmadan de novo olarak meydana gelirler. Sekonder glioblastomlar daha 6nceden

var olan diffliz veya anaplastik astrositomlardan gelisirler.
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insidansi ve yas dagilimi: En sik gorilen primer beyin timérleridir ve
intrakranial timorlerin %10-15 ini ve astrositik timorlerin %50-60" n1 olusturur.
Yilhk insidansi yaklasik 100.000 kisilik populasyondan 2 yeni vakadir. Her yasta

gelisebilir, ancak eriskin hastalar en sik etkilenen gruptur (tepe insidansi: 50-70 yas).

Makroskopisi ve yerlesimi: Glioblastomlarin biylk cogunlugu serebral
hemisferlerde gelisir. Bazal ganglia ve kontralateral hemisfere yayillim yaygindir.
Beyin koklinde yerlesim nadiren goérulir ve bu yerlesim 6zellikle cocuklarda gorilir.
Serebellumun ve omurganin glioblastomlari ¢ok nadirdir. Makroskopik olarak, etli
gri periferal bir alana sahip nekrotik kitlelerdir (Sekil 6a, b). Timor ici kanamalar
sikhikla gorulir. Cevresindeki beyin dokusu genellikle belirgin bir 6demle

karakterizedir.

Histopatoloji: Glioblastomlar hiicresel, yiksek anaplastisiteye sahip
tumorlerdir. Cok cesitli morfolojiye sahip hiicrelerden olusurlar. Bu hiicreler, fibriler
ve gemistositik hicreler, fusiform hicreler, kiicik anaplastik hiicreler ve c¢ok
cekirdekli dev hiicrelerdir. Nikleer atipi belirgindir ve atipik formlari da iceren
mitotik aktivite dikkat cekicidir (Sekil 7a). Mikrovaskiler cogalma ve/veya nekroz
varhgi, tani icin temel kosullardir. Mikrovaskiler ¢cogalma, siklikla glomerulus veya
garland benzeri kapiller yapilar seklinde sonlanir (Sekil 7b). Vaskiiler tromboz
yaygindir. Makroskopik olarak gorilebilen ve noro-gorintilemede tlimorin
glclenmeyen merkez bolgesi olarak gorintilenen genis iskemik nekrozlarin
yanisira, glioblastomlar tipik olarak kicik, genellikle birden fazla, diizensiz sekilli,
psodo-palizat hiicrelerle cevrili band benzeri veya serpijinéz odakli nekrozlar

gosterirler [90,(Sekil 7¢)].
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Sekil 6. A; Sol temporal lopta nekroz ve intratiimoral hemorajlar, B;

Bly(tllmis goriantide timor merkezinde nekroz (90)
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Sekil 7. WHO Grade IV Glioblastom (H&E). A; Mitotik aktiviteli ve patolojik
timor damarli yiksek derecede seliler, pleomorfik gliom. B; Glioblastomda
glomeruloid kapiller kiime olusumu ile mikrovaskiiler proliferasyon. C;

Glioblastomda perinekrotik psédopalizatlasma ile tipik nekroz (90)

Glioblastom varyantlari: WHO siniflandirmasi, klasik glioblastomlardan farkl
olarak 2 histolojik glioblastom varyanti belirtmektedir. Bunlar dev hiicreli
glioblastom ve gliosarkomadir.

e Dev hiicreli glioblastom, ¢ok sayida pleomorfik, tuhaf goriinlsli ve boyutlari 500

KM’ a varan c¢ok hiicreli dev hiicrelerdir (Sekil 8a). Bazi dev hiicreli glioblastomlar
kollagen ve retikulin fiberden zengin matrikse sahiptir. Lenfotik sizinti dikkat
cekici olabilir. Dev hiicreli glioblastomlar siklikla sinirlari daha belirgin bir
bliyiimeye sahiptir. Bu da, bu tip varyantta daha iyi bir prognozun yapilmasina

katkida bulunur. Morfolojik 6zellikleri dev hiicreli glioblastoma benzer 6zellikler,
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normal bir glioblastomun radyasyona maruz birakilmasiyla da elde edilebilir. Bu
nedenle, bu gibi durumlar, dev hiicreli glioblastom olarak nitelendirilmemelidir.

e Gliosarkomalar, gliom ve sarkomanin fenotipik 6zelliklerini gosteren bifazik doku

sekilli alanlarla karakterizedir (Sekil 8b). Glial bilesen, glioblastomun histolojik
Ozelliklerini gosterirken, immunohistokimyasal olarak da GFAP agisindan
pozitiftir. Sarkomatoz timoér boélimleri ise retikilin fiberlerince zengindir ve
GFAP-negatif igsi hicrelerden olusur. Bu da, fibroblastomun gorintiisini
cagristirir. Bazi vakalar kondroid, kemikli ve miyojenik farklilasma ipuglar

gosterebilir. Epitelyal metaplazi de rapor edilmistir.

WHO tarafindan taninmis iki glioblastom cesidine ek olarak, diger daha az
yaygin cesitlerden de bahsedilebilir. Bunlar oligodendroglial farklilasmayla baglantili
morfolojik 6zellikler gosteren kiiguk bir grup tipik glioblastomlardir. Bu gibi vakalar,
olgiodendroglial bilesenli glioblastom olarak siniflandirilabilir ve nekrotik bélgelerin
varhg! ile anaplastik oligoastrositomdan ayrilirlar. Ancak, bu timorler icin tani
kriterleri cok kisitl tanimlanmistir, bu nedenle, anaplastik oligoastrositom veya
siradan glioblastom mu olduklarina dair yapilacak ayirici tanida, 6znellige yiksek
oranda izin verilmektedir. Yine de, oligodendroglial bilesenli glioblastomlar, siradan
glioblastomlara gore, daha iyi prognoz ve adjuvan terapiye yiiksek olasilikla olumlu

yanit vermeleriyle iligkilendirilebilirler.

Diger bir histolojik cesit olan kiglik hiicreli glioblastom ise, daginik sitoplazmali
ve yuvarlak veya havug sekilli hiperkromatik hiicreye sahip monomorfik kigik
anaplastik hcrelerden olusur. Histolojik olarak bu tir, yliksek anaplastik

oligodendrogliom veya primitif néroektodermal tiimorlerle karistirilabilir. Genetik
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olarak, kromozom 10 Uzerinde EGFR amplifikasyonu ve kayiplari yaygindir, bunun
yanisira 1p ve 19q Uzerindeki birlesik kayiplar yoktur. Kiiglik hicreli astrositomlar

glioblastom gibi davranir, ancak endotelial hiperplazi ve nekrozdan yoksundur.

Glioblastomun diger vyaygin olmayan tlrleri, kopik benzeri graniler
sitoplazmaya sahip graniler hiicre glioblastomu ve epitelyal farklilasma alanlarina
sahip ve sitokeratinler icin immiinohistokimyasal pozitiflige sahip glioblastomlari
(yogun lipitlenmis glioblastom, adiposit-benzeri farklilasma ve epitelyal metaplazili

glioblastom) icerir (90).
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Sekil 8. A; WHO Grade IV dev hiicre glioblastomlari (H&E), sayisiz ¢ok
nukleuslu dev hiicreler. B; WHO Grade IV gliosarkoma, GFAP-pozitif glial timor

bolgeleri sonucu olusan bifazik yapi ve GFAP-negatif sarkomatoz doku (GFAP, 90)

1.2.2.4.3.1. Primer ve Sekonder Glioblastom

Cogu glioblastom kisa klinik gecmisle de novo davranista hizla gelisir ve diisik
malinitenin lezyonlarini gostermez. Bu timorlere primer glioblastomlar denir. Daha
az bilinen haliyle, glioblastomlar daha o6nce var olan dislik dereceli gliomlarin
ilerlemesiyle ortaya cikarlar. Bu tip vakalara da sekonder glioblastomlar denir.

Morfolojik olarak, primer ve sekonder glioblastomlar ayirt edilemezler. Klinik olarak,
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sekonder glioblastomlar genellikle 45 yas alti gen¢ hastalarda ortaya cikarken,
primer glioblastomlar ¢ok biiylk bir cogunlukla daha yasli hastalarda goralir. Primer
ve sekonder glioblastomlarin prognozu, yasa endekslendiginde her ikisinde de esit

Olgude zayiftir.

immunohistokimya: Diger astrositik tiimérlere benzer olarak, glioblastomlar
GFAP ve S-100 protein bakimindan pozitiftirler. Ancak immiinreaktivitede belirgin
intratiimoral heterojenite gorulebilir. Bu heterojenite, fibriler ve gemistositik timor
hicrelerde pozitif iken, kiiclik anaplastik hiicrelerde siklikla negatiftir. Cok cekirdekli
dev hiicreler degisken GFAP ve S-100 pozitiflige sahiptir. Glcli nikleer p53
immunreaktivitesi tlim glioblastomlarin %30-40" inda goriliurken, dev hiicre
glioblastomlari ve sekonder glioblastomlardaki p53 pozitifligi, tim vakalarin %80’
inde gordliur. EGFR’ nin glicli ekspresyonu primer glioblastomlarin yaklasik %60’
inda gorilirken, sekonder glioblastomlarda goriilmesi seyrektir. M1B1 isaretleme
indeksi genellikle yuksektir (>%10) ancak siklikla belirgin boélgesel heterojenite

gosterir.

Ayiricr  tani:  Mikrovaskiler ¢ogalmanin  ve/veya nekrozun varlig,
glioblastomlari anaplastik astrositomlardan ayirir. Anaplastik oligoastrositom ve
anaplastik oligodendrogliomlar arasindaki ayirici tani ¢cok daha zordur ve hatir
sayilir 6lctide gozlemciler arasi degiskenlige baghdir. Molekiler testler, kiiclik hiicreli
astrositom/glioblastom ve anaplasitk oliodendrogliom arasindaki ayirici tanilar gibi

bazi vakalarda yararhdir.

35



Molekiiler patoloji: (Sekil 19) Molekiiler genetik analizler primer ve sekonder
glioblastomlar arasinda genetik farkliliklar oldugunu goéstermektedir. Primer
glioblastomlarda siklikla EGFR amplifikasyonu, CDKN2 A ve p14”"*" nin homozigot
delesyonu, CDK4 amplifikasyonu, MDM2 veya MDM4 amplifikasyonu, RB1
mutasyonu/homozigot delesyonu, monozomi 10 ve PTEN mutasyonu gorulur. TP53
mutasyonlari primer glioblastomlarin yaklasik %30’ unda goriliirken sekonder
glioblastomlarin %60’ indan fazlasinda gorilir. Sekonder glioblastomlardaki TP53
mutasyonlari kodon 248 ve 273’ te bir araya gelmistir. EGFR, MDM2 veya MDM4
amplifikasyonlari ve PTEN mutasyonlari da nadirdir. Kromozom 10 lizerindeki allelik
kayiplar 10q Uzerindeki markirlarla sinirlidir. 19p ve 13q lzerindeki allelik kayiplar,
RB1 geninin promotoérindeki hipermetilasyon ve PDGFRA’ nin asiri ekspresyonu
sekonder glioblastomda daha yaygindir. Ayrica, IDH1 nokta mutasyonlari primer
glioblastomda nadirdirler fakat sekonder glioblastomlarda yaygindir. Beraber ele
alindiginda, primer ve sekonder glioblastomlar farkli genetik degisiklikler tasir.
Ancak, her iki glioblastomdaki genetik degisiklikler ayni onkogenik yolaklari
hedefler. Bunlar p53, pRB1, Pten/Pi3K/Akt ve mitojenle aktiflenmis protein kinaz
yolaklaridir. 1p ve 199" nun oligodendrogliom-iliskili delesyonlari glioblastomlarda

nadirdir.

TP53 mutasyonlari dev hiicreli glioblastomlarin %80’ inde tespit edilebilirken,
PTEN mutasyonlari primer glioblastomlarda gorilen benzer sikhkta (yaklasik %30)
gorulur. EGRF amplifikasyonu ve CDKN2A ve p14”°*" homozigot delesyonlari nadirdir.
Gliosarkomalar, primer glioblastomlar gibi genetik degisiklikler gosterir ancak EGFR

amplifikasyonu daha az yaygindir. Gliomlu ve sarkomlu alanlar degismeyen bir
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sekilde benzer genetik sapmalara sahiptir. Bunlar da her iki bilesenin monoklonal

orijinden geldikleri hakkinda ciddi tartismalara yol agar (90).

1.2.2.4.4. Pilositik Astrositom (WHO Grade |)

Tanim: Yavas buylyen, sinirlari belirgin, genellikle c¢ocuklar ve geng
eriskinlerde gorilen sistik astrositomdur. Histolojik karakteristikleri, gevsek ve siki
dokunun bifazik bliyiime biciminden, rozental fiberlerden ve eozinofilik grandiler

yapilardan olusur.

insidansi ve yas dagilimi: Pilositik astrositomlar tiim kafaici timorlerin
yaklasik %6’ sini olusturur. Cocuklar ve geng eriskinler daha ¢ok etkilenen gruptur.
Pediatrik hastalarda en vyaygin gorilen primer beyin tlimoérlerindendir.
Norofibromatozis tip 1(NF1)’ e sahip hastalar 6zellikle optik sinir gliomlari olmak
Uzere, pilositik astrositomlar icin artmis riske sahiptir. Ancak, pilositik
astrositomlarin blyilik cogunlugu, irsi timor sendromuna sahip olmayan hastalarda

gorilen sporadik tiimorlerdir.

Makroskopisi ve vyerlesimi: Pilositik astrositomlarin %80’ inden fazlasi
serebellar timorlerdir. Diger tipik bolgeler ise optik sinir ve optik kiazm (optik
gliom), hipotalamus, talamus, bazal ganglia, beyin koki ve omuriliktir. Nadir vakalar
serebral yari kirelerde konumlanabilir. Makroskopik olarak pilositik astrositomlar
yumusak, gri ve siklikla sinirlari belirgin kistik lezyonlardir. Ancak pia mater’ in lokal

tutulumu yaygin degildir.

Histopatoloji: Pilositik astrositomlar digslkten orta dereceye selilarite ve

bifazik yapilanma ile karakterizedir. Bipolar (piloid) tlimor hiicreli kompakt alanlar
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ve multipolar timor hiicreli mikrokistik alanlar igerir (Sekil 9a). Bu tlimorlerin 6nemli
bir tani 6zelligi rozental fiberlerin ve eozinofilik graniler yapilarin varhgidir (Sekil
9b). Kapiler cogalma, denejeneratif hicresel pleomorfizm, palizad olmayan
nekrozun odagi ve ara ara gerceklesen mitozlar bu taniyla uyumludur. Ancak, yiiksek
mitotik aktivite ve palizad nekroz timorin daha saldirgan davranista oldugunun
gostergesidir. Bunun gibi nadir olgular anaplastik pilositik astrositom olarak
siniflandirilir. Yeni bir histolojik ¢esit olan pilomiksoid astrositom, miksoid matriks
icinde, bipolar neoplastik astrositlerden olusan monomorfik bir populasyonla
karakterizedir. Timor hicreleri psdodorozet benzeri anjiosentrik yapilar olusturur
(Sekil 9c). Normal pilositik astrositomlarla karsilastirildiklarinda, rozental fiberler
genellikle gorilmez. Pilomiksoid astrositomlar baskin olarak c¢ocuklarin optik
kiazm/hipotalamus bdlgesinde gorilir. Yakin zamanda, histolojik olarak benzer

timorlerin omurilikte de gorildigi rapor edilmistir.

immunohistokimya: Pilositik astrositomlar GFAR ve protein S-100 igin
pozitiftir. p53 icin immunoboyama negatiftir veya bireysel hiicrelerle sinirlidir. M1B1

isaretlemesi duslktlr (<%5).

Ayirict  tani:  En 6nemli ayirici tani, piloid gliozistir. Piloid gliozis,
kraniofaringioma ve kapiler hemangioblastom gibi yavas biylyen timorlere,
vaskuler sekil bozuklarina ve diger merkezi sinir sistemi lezyonlarina karsi gelistirilen
bir reaksiyon olarak gorilebilir. Omurilikte, tanisitik ependimom nadir ayirici tanidir.
Gangliogliomlar uzun siredir var olan temporal lobun iyi sinirlanmis lezyonlarinda
yaygin klinik ayirici tanisidir. Ancak, neoplastik ganglion hiicrelerinin histolojik

ipuclari acikca gangliogliomlari pilositik astrositomlardan ayirmaktadir.
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Molekiiler patoloji: Pilositikastrositomlar siklikla 734’ te bulunan BRAF
onkogeninin duplikasyonlarina sahiptirler, bu da artmis mitojen-aktive kinaz
sinyallesmesi ile sonuglanir. BRAF duplikasyonu, BRAF onkogeninin kinaz domainini
birlestiren cerceve ici flizyon geni ile sonuclanir, bu da BRAF kinaz aktivitesine sebep
olur. Tumorlerin kuguk bir grubu aktive edici BRAF mutasyonlari tasir. Pilositik
astrositomlu NF1 hastalarinda siklikla 17q11.2, NF1 gene lokusunda, allelik kayiplar
bulunmaktadir. Sporadik timorlerde sapma nadirdir.NF1-iliskili ve sporadik pilositik
astrositomlarda ve pilomiksoid astrositomlarda gen ekspresyon profilinde, aldehid
dehidrogenaz 1 ailesi tyesi L1 (ALDH1L1)" i agresif Umor varyantlarinda asagi-regiile
olarak tanilanmistir. Diffliz astrositomlara nazaran, ¢ogu pilositik astrositomlar 17q

Uzerinde alelik kayiplara ve TP53 geninde mutasyona sahip degildir (90).

Sekil 9. WHO Grade | pilositik astrositom (H&E). A; Bipolar timor hiicrelerinin

kompakt bolgelerinin ve multipolar timor hicrelerinin mikrosistik bolgelerinin
meydana getirdigi tipik bir bifazik yapi. B; Rozental fiberler homojen, eozinofilik,
sarmal sekilde gozlenir. C; Perivaskiler timor hicresi dizenli ve timor matriksinin

miksoid dejenerasyonuna sahip monomorfik pilomiksoid astrositom (90)
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1.2.2.5. Oligodendrial Timorler ve Miks Gliomlar

1.2.2.5.1. Oligodendrogliom (WHO Grade Il)

Tanim: Morfolojik olarak oligodendrogliaya benzeyen neoplastik hiicrelerden
olusan, diffiiz infiltre, iyi farklilasmis gliomdur. Ozellike yetiskin olgularin serebral

hemisferlerinde lokalizedir. Genellikle kromozom 1p ve 19q delesyonlarini tasir.

insidansi ve yas dagilimi: Oligodendroglial timérlerin (anaplastik formlari da
dahil) yillk insidansi yaklasik 100.000 bireyde 0,3’ tiir. Gliomlarin yaklasik %10-15" i
oligodendroglial timorlerdir. Cocuklarda da etkili olabilmesine ragmen insidansi 50’

li yaslarda artis gostermektedir.

Makroskopisi ve lokalizasyon: Cogu oligodendrogliomlar serebral
hemisferlerde ortaya cikmaktadir. En yaygin lokasyon frontal lobtur. Timor kitlesi
tipik olarak beyin dokusunda lokalizedir fakat serebral kortekse dogru uzama da
yaygindir. Oligodendrogliomlar nadiren, serebellum, beyin kokii veya omurilik
icerisinde gelisirler. Makroskopik olarak, timorler grimsi-pembe renkte yumusak
kitleler halinde gorullrler (Sekil 10). Sikhkla kalsifikasyonlar bulunur. Mukoid
dejenerasyon bolgeleri, kistik degisiklikler ve intratimoral hemorajlar alisilmamis

degildir.

Histopatoloji: Oligodendrogliomlar yuvarlak, hiperkromatik nukleuslu
izomorfik hicrelerden olusan, kismen seliler diffliz infiltre gliomlardir. Artmis
seltlaritenin nodiler alanlari, mitotik aktivitesi disik oldugu slirece anaplazi
gostergesi olmayabilir. Parafin kesitlerde, oligodendroglial timor hiicreleri merkezi

yuvarlak nukleuslu ve iyi tanimlanan hiicre sinirlari ile balpetegi goriinimiine sahip
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olurlar (Sekil 11b). Diagnostik olarak yararl olan bu durum smear preparatlarda ve
frozen kesitlerde gozlenmez (Sekil 11a), Bu da intraoperatif diagnoz zorlugu
yaratmaktadir. Oligodendrogliomlar, GFAP pozitif olan kii¢lik gemistositik hicreler
icerebilirler, bu ylUzden mini/mikrogemistositler olarak adlandirilabilirler. Blyuk
tasli-ylizlik hiicreler veya eozinofilik graniler hticreler iceren timorler ¢cok nadirdir.
Tumor dokusunda ve/veya cevre beyindeki mikrokalsifikasyonlar yaygindir. Diger
dejeneratif 0Ozellikler ekstraseliler musin birikimi ve mikrosist olusumudur.
Oligodendrogliomlar, kiimes teli benzeri, yogun olarak dallanan kapilerlerin
olusturdugu tipik bir damarlasma gosterirler. Korteksin infiltrasyonu ile timor
hiicrelerinin olusturdugu sekonder yapilar olarak adlandirilan perinéronal satellitoz,

perivaskuler agregasyonlar ve subpial akiimilasyonlar oligodendrogliomlarda siktir.

immunohistokimya: Oligodendrogliomlar S-100, CD57, MAP2, Oligl ve Olig2
icin devamli pozitiftirler. Fakat bu markirlardan higbiri oligodendrogilomlar igin
tamamen spesifik degildir. GFAP-pozitif minigemistositler ve gliofibriler
oligodendrositler siklikla bulunur. Sinaptofisin genellikle rezidiel kortikal norofili
isaret eder, bu da oligodendrogliom hiicreleri tarafindan infiltre edilmistir,
neoplastik hiicreler genellikle negatiftir. Fakat son veriler oligodendrogliomlarin 1p
ve 19q kayiplari gorilen kiglk bir grubunun sinaptosin ekspresyonu ile noérositik
diferansiasyon ve perivaskiler rozet ve Homer Wright-benzeri olusumlar
gosterebildigine deginmislerdir. Cogu oligodendrogliomlar niikleer p53 boyamasi

gostermezler. MIB-1 indeksi genellikle dusiktlr (<5%).

Ayiricl tani: Oligodendrogliomlarin, makrofajca zengin reaktif lezyonlardan,

hem de berrak hicreli ependimom, nérositom, disembriyoplastik noroepitelyal
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timor (DNT), berrak hiicreli meningiom ve metastatik berrak hicreli
karsinomlardan ayirt edilmesi gerekir. immiinohistokimyasal analiz genellikle bu

farkhliklari ayirmaya yardimcidir.

Molekiiler Patoloji: (Sekil 20) 1p ve 19q° nun allelik kayiplari
oligodendrogliomlarin yaklasik %80’ inde bulunur. Olgularin cogunda her kromozom
kolunun bir kopyasinin kaybiyla sonuglanan buylk delesyonlar gorliir. Su ana kadar
1p ve 19q’ deki oligodendrogliom supresor genleri bilinmemektedir, fakat 1p’ deki
CDKN2C, CITED4, CAMTA1, DFFB, SHREW1, TP73 ve RAD54 genler ve 19q" daki
p190RhoGAP, EMP3, ZNF342 ve PEG3 genleri gibi bircok olasi gen betimlenmistir.
Kromozom 4, 6, 11p, 14 ve 22q’ yu etkileyen delesyonlar da oligodendrogliomlarda
bulunur fakat 1p/19q kayiplarindan daha nadir gorilur. Diffiiz astrositomlarin
aksine, 17p ve TP53 genindeki mutasyonlar nadirdir. ilgin¢c olarak, TP53 mutasyonu
ile 1p ve 19q uzerindeki heterozigosite kaybi birbirini dislar. Fakat 1p/19q kayipl

oligodendrogliomlar siklikla p14*%*

geninin promotor hipermetilasyonunu (p53-
bagimh blylme reglilasyonunu degistirebilir) gosterirler. MGMT promotor
hipermetilasyonu ve azalan ekspresyonu ozellikle 1p/19q delesyona ugramis
timorlerde yaygindir. Oligodendrogliomlarin hemen hemen vyarisi, EGFR gen
amplifikasyonunun yoklugunda epidermal blyime faktor reseptorlerini asiri-
eksprese ederler. Buna ek olarak, ¢cogu tiimor platelet-tirevli bliylime faktorleri ve

reseptorlerinin ko-ekspresyonunu sergiler, bu da oto veya parakrin biliyiime

stimilasyonunun patogenezde rol oynadigini 6nermektedir (90).
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Sekil 10. Corpus callosum ve singulat kivrimi iceren oligodendrogliom.

Timorun kolay anlasilir sinirlari yoktur ve grimaddeye dogru biyir (90)
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Sekil 11. WHO Grade Il Oligodendrogliom (H&E). A; Frozen kesitte,
kalsifikasyonlara sahip monomorfik, seliiler gliom. Frozen kesitte oligodendrogliom-
petek dokusu gorilmemekte. B; Parafin kesitlerinde oligodendrogliomlar timor

hicrelerinin karakteristik petek goriintisi sergilemekte (90)

1.2.2.5.2. Anaplastik Oligodendrogliom (WHO Grade Ill)

Tanim: Anaplazinin fokal veya diffiz histolojik 0zelliklerine sahip bir

oligodendrogliomdur.

insidansi ve yas dagiimi: Oligodendroglial tiimérlerin yaklasik yarisini

olusturur. insidansi 45-50 yaslarinda artis géstermektedir.
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Makroskopisi ve lokalizasyon: Anaplastik oligodendrogliomlar, frontal lob ve
takibinde temporal lob icin genellikle hemisferik tlimoérlerdir. WHO grade |l

oligodendrogliomlarin aksine nekrotik bélgeler gorilebilir.

Histopatoloji: Mitotik aktivite (Sekil 12), mikrovaskiler proliferasyon ve
nekrozu kapsayan anaplazi belirtileri gosteren diffliz infiltre oligodendrogliomlardir.
Oligodendrogliomlarin tipik petek hicreleri ve vaskiler yapisi hala taninabilir.
Mikrokalsifikasyonlar ~ da  gorilebilir.  Gliofibriler ~ oligodendrositler  ve
minigemistositler yaygindir. Bazi olgular, ¢ok cekirdekli dev hiicreler iceren selller

pleomorfizm gosterebilirler.

immiinohistokimya:  imminohistokimya  profili  WHO  grade I
oligodendrogliomlarla benzerdir. Fakat GFAP-pozitif hicreler daha yaygindir ve

proliferatif aktivite artmistir. MIB1 indeksi %5’ ten fazladir.

Ayirici tani: Cogu olguda diagnoz dolaysiz-dogrudandir. Olgularin bir kisminda,
anaplastik oligoastrositoma karsi ayirici tani problemlidir ve gézlemci degisikligi ile
iliskilidir. ~ Yiksek  derecede seliler ve zayif faklilasmis anaplastik
oligodendrogliomlari malin kiglik-hicreli astrositik neoplazmlardan ayirmak

molekiler genetik analizler ile gergeklestirilebilir.

Molekiiler patoloji: (Sekil 20) 1p ve 199’ nun birlikte kayiplari anaplastik
oligodendrogliomlarin %60-70" inde bulunur. CDKN2A geninin (9p21) homozigot
delesyonu olgularin yaklasik Gcte birinde belirlenebilir. CDKN2A delesyonu,
bozulmamis 1p ve 199’ lu anaplastik oligodendrogliomlarda daha yaygindir fakat

1p/19q kaybi olan tiimérlerde de goriilebilir. Komsu p14*%" ve CDKN2B genleri
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yaygin olarak delesyona ugramistir. Bununla beraber, nadir vakalarda 1p32’ deki
CDKN2C geninde homozigot delesyon ya da mutasyon gorilir. PTEN veya PIK3CA
mutasyonlari, anaplastik oligodendrogliomlarin %10’ undan daha azinda goriliir.
Diger bircok kromozomun (4, 6, 7, 11, 13qg, 15, 18 ve 22q), anaplastik
oligodendrogliomlarda rastgele kazanim veya kayiplari siklikla gézlenmektedir.
Primer oligodendrogliomlarla karsilastirildiginda, protoonkogenlerin amplifikasyonu
azdir (tim olgularin %10” undan az). Dlslik dereceli oligodendrogliomlara benzer
olarak, MGMT ve diger bircok gen, anaplastik oligodendroglimlardaki promotor

hipermetilasyonu ile siklikla susturulmustur.

Genetik Alterasyonlarin Klinik Onemi: Cairncross ve arkadaslarinin ¢alismasini
takiben bircok bagimsiz calismada 1p ve 199" nun kombine delesyonlarinin
radyasyon ve kemoterapiye karsi olumlu yanitta ve de daha uzun sagkalimda
bagimsiz bir markir oldugu dogrulanmistir. Bunun tersine CDKN2A’ nin homozigot
delesyonu ve PTEN mutasyonu, zayif sagkaliml oligodendrogliom hastalari ile iliskili
olan molekiiler alterasyonlari sergiler. Ayrica, kromozom 7, 8q, 19q ve 20’ deki

kazanimlar ve 9p, 10, 18q ve Xp’ deki kayiplar kisa sagkalimla iliskilendirilmistir (90).
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Sekil 12. WHO Grade Ill Anaplastik Oligodendrogliom. Niklear polimorfizm ve

mitotik aktivite gibi anaplastik 6zellikleri olan hiicresel oligodendroglial timaor (90)
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1.2.2.5.3. Oligoastrositom (WHO Grade Il)

Tanim: Morfolojik olarak oligodendrogliom veya diffiiz astrositomdaki timor
hlcrelerine benzeyen 2 farkh neoplastik hiicre tipinin belirgin bir karisimindan
olusan diffliz infiltre gliomdur. Oligodendroglial ve astroglial komponentler diffiiz

olarak birbirine karismis veya farkli bolgelere ayrilmis olabilirler.

insidansi ve yas dagilimi: Miks gliomlar (oligoastrositomlar ve anaplastik
oligoastrositomlar) tim gliomlari yaklasik %5’ ini olusturur. Fakat bu tiimorler icin
histolojik kriter ¢ok degisken oldugu igin, bu hesaplamanin dikkatlice yapilmis olmasi

gerekmektedir. Oligoastrostomlar genellikle 35-45 yaslari arasi gelisim gosterirler.

Makroskopisi ve lokalizasyon: Oligoastrositomlarin biylk bir kismi serebral
hemisferlerde ortaya cikar, frontal lob en yaygin gorilen bdlgedir. Makroskopisi

oligodendrogliomlara benzer.

Histopatoloji: Olgoastrositomlar diisik mitotik aktiviteli diffiz infiltre
gliomlardir. Mikrokalsifikasyonlar ve mikrosistik dejenerasyon yaygin olarak goriiliir.
Nekroz ve vaskiiler endoteliyal proliferasyon yoktur. Tumor ya astrositik ya da
oligodendroglial fenotip gosteren en az iki farkli hiicre populasyonundan olusur.
Bazi timorler bolgeye gore oligodendroglial ve astrositik farkhlasmanin farkl
bolgelerini gosterirler (kompakt varyant). Digerlerinde, tim populasyonlar
karismistir  (diffiz  varyant). Astrositik veya oligodendroglial kokenli olup
olmadiklarini belirlemesi zor olan tranzisyonal fenotipli neoplastik hiicreler bu
timorlerde bulunabilir. Oligodendrogliom-predominant, astrositom-predominant

ve vyaklasik olarak esit derecede oligodendroglial ve astroglial seklinde bir
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altsiniflandima onerilebilir, fakat bu altsiniflandirmanin  klinik 6nemi heniz

belirsizdir.

immiinohistokimya: Astrositik ve oligodendroglial komponentleri giivenli bir
sekilde ayirabilen spesifik bir markir henlz bulunamamistir. Fakat GFAP
immunoreaktivitesi  astrogliallerde genellikle glglidir ve oligodendroglial
komponentte daha degiskendir. Oligoastrositomlarin yaklasik tgte biri niikleer p53

birikimi gosterir. MIB-1 indeksi diistktlr (<%5).

Ayirici  tani:  Oligoastrositomlar  saf  oligodendrogliomlardan  ve
astrositomlardan, sirasiyla oligodendroglial veya astrositik fenotipli iki farkli hiicre
populasyonunun varhg! ile ayrilir. GFAP-pozitif minigemitositler ve gliofibriller
oligodendrositler ile tipik oligodendroglial hiicreler, oligodendrogliomdan
oligoastrositom  diagnozunun  yonuni  degistirmekte  yeterli  degildir.
Oligodendroglial hiicrelere ek olarak sadece fibriller, protoplazmik veya klasik

gemistositik astroglial komponent, oligoastrositom olarak tanisi konmalidir.

Molekiiler patoloji: (Sekil 21) Oligoastrositomlarda IDH1 mutasyonu (olgularin
%60-70’ inde) gorilir. Oligoastrositomlarin yaklasik %30-50’ si 1p ve 199’ da allelik
kayip gostermektedir. 17p heterozigosite kaybi ve/veya TP53 mutasyonu olgularin
Ucte birinde saptanir, TP53 mutasyonu, 1p/19q delesyonundan ayridir. Histolojik
olarak 1p/19g kaybi olan oligoastrositomlar siklikla oligodendrogliom
predominantken, TP53 mutasyonu olan oligoastrositomlar ¢ogunlukla astrositom
predominanttirlar. Bunlara ek olarak, oligoastrositomlarda temporal lobta 1p/19q

delesyonlarinin TP53 mutasyonundan daha az vyaygin oldugu saptanmistir.
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Oligoastrositomlarin diger bélgelerinde durum bunun tam tersidir. Mikrodisekte
oligodendroglial ve astositik timoér bolgelerinin ayri molekiler analizleri ¢ogu
ornekte yaygin genetik alterasyonlar gostermektedir, bu da her komponentin

monoklonal bir orijinini gdsterir (90).

1.2.2.5.4. Anaplastik Oligoastrositom (WHO Grade lll)

Tanim: Artmis selilarite, atipik nukleus, pleomorfizm ve artmis mitotik aktivite

gibi anaplazinin fokal ve diffliz histolojik 6zelliklerine sahip bir oligoastrositomdur.

insidans ve yas dagilimi: Anaplastik oligoastrositomlar en ¢ok 50’ li yaslar

civarinda goralar.

Makroskobi ve lokalizasyon: Anaplastik oligoastrositomlarin cogu hemisferik
timorlerdir, genellikle frontal lobta ve temporal lobta meydana gelir. Makroskobik

gorinti diger malin astrositik veya oligodendroglial timorlere benzerdir.

Histopatoloji: Mikroskobik olarak anaplazinin fokal ve diffiiz histolojik
belirtilerine sahip (ylksek seliilarite, nikleer atipi, selliler pleomorfizm, mitotik
aktivite ve mikrovaskiiler proliferasyon) diffliz infiltre oligoastrositomdur (Sekil 13 a,
b, c). Nekroz gorulmez. Cogunlukla astrositik ve oligodendroglial komponentlerden
her biri anaplastik ©zellikler gosterir. Anaplazi bazi olgularda fokal ve bir

komponentle sinirli olabilir.

immiinohistokimya:  imminohistokimyasal  profii WHO grade I

oligoastrositomlarla benzerdir, yalniz MIB-1 indeksi daha yiksektir (<%5).
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Ayirici tani: En onemli ayirici tanilar anaplastik oligodendrogliom, anaplastik
astrositom ve glioblastomlardir.  Bunlarin  arasinda, kesin-belirgin  bir
oligodendrogliom komponenti tanimlandiginda, anaplastik astrositomdan ayirt
etmede problem yasanmamaktadir. Anaplastik oligodendrogliomdan ayirmak daha
zordur clnkli bazi anaplastik oligodendrogliomlar, minigemistositlerden
gemistositlere uzanan tranzisyonel fenotipli timor hiicreleri gibi 6nemli derecede
seliler pleomorfizm gosterirler. Anaplastik oligoastrositom ile glioblastom
arasindaki diferansiye taniyla ilgili olarak, WHO’ nun 2007’ deki siniflandirmasi,
ayirict  kriter olarak nekrozun varligini ya da yoklugunu 6nerir. Ornegin,
oligoastrositomdaki nekrozun varligi, artik anaplastik oligoastrositom tanisina uygun
degildir, ancak, oligodendrioglial bilesenli glioblastom olarak siniflandiriimasina

yardimcidir (WHO grade IV).

Molekiiler patoloji: (Sekil 21) 1p ve 199’ nun kombine delesyonlari anaplastik
oligoastrositomlarin yaklasik %50’ sini olusturur.TP53 mutasyonu olgularin (cte
birinde ve c¢ogunlukla 1p/19q delesyonu olmayanlarda goruliir. Anaplastik
oligoastrositomlarin yaklasik Ugte ikisi IDH1mutasyonu gorilir. Progresyon-iliskili
degisiklikler 9p’ deki kayiplari ve CDKN2A’ nin homozigot delesyonunu ve kromozom
10, 11p ve 13qg’ daki kayiplari kapsar. EGFR veya PDGFRA gibi proto-onkogenlerin
amplifikasyonu gorilebilir fakat primer glioblastomlardakinden daha az yaygindir.

MGMT ozellikle 1p/19q delesyonu olan tiimorlerde siklikla hipermetiledir. (90).
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Sekil 13. WHO Grade Il Anaplastik Oligoastrositom. Ayni timorin farkh
bolgelerinde, A; Vaskiler proliferasyon ile oligodendroglial diferansiasyon, B; Sayisiz

minigemistositler, C; Fibriler astrositik diferansiasyon (90)

1.2.2.6. Ependimal Tiimérler

Tanim: Perivaskiiler psodorozetler (damar duvarina dogru dairesel, fibriller
olarak uzanan perivaskiler timor hicreleri) ve gercek rozetler (kibik timor
hlcrelerinin tek bir katmanindan olusan kanallar ve tubuli) gibi ependimal

diferansiasyonlarin histolojik 6zelliklerini gosteren glial tiimorlerdir.

insidansi ve yas dagilimi: Ependimal tiimorler merkezi sinir sistemi
timorlerinin yetiskinlerde %5’ i, 15 yas alti cocuklarda %10’ u ve 3 yasindan kigik
cocuklarda %30’ unda gorillr. Omurilikte gorilen en yaygin (%50) glial timorddr.

Supependimom ve miksopapiller ependimom yetiskin timorleridir.

Makroskopisi ve yerlesimi: Ependimomlar tipik olarak omuriligin merkezi
kanalini da icerecek sekilde ventrikiler sistem boyunca meydana gelirler (Sekil 14).
Beyinde infratentorial ependimomlar c¢ocuklarda daha yaygindir. Yetiskinlerde,
infratentorial ve  supratentorial ependimom sikhgl esit derecededir.
Supependimomlar genellikle 4. veya lateral ventrikiiliin duvarina yapisiktir.

Miksopapiller ependimomlarin  biyik c¢ogunlugu konls/kuyruk bdlgesinde
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lokalizedir. Ependimal timdorler bazen ventrikillerle iliskili olmadan veya beyin

disinda bile gelisebilirler (90).

Sekil 14. Ventrikiiler limenin tam obstriiksiyonu ile 4. ventriklldeki

ependimom. Timor, cevresindekiserebellar dokudan iyi ayrilmis durumda (90)

1.2.2.6.1. Ependimom (WHO Grade Il)

Histopatoloji: Diagnostik 06zellikleri psodorozetler ve gercek ependimal
rozetlerdir (Sekil 15a). Seltler yogunluk orta derecededir ve mitoz bélinme nadirdir,
nekroz meydana gelebilir. Diffiiz astrositomlarla karilastirildiginda, ependimomlar
beyinden iyi betimlenmektedir. WHO siniflandirmasina gore ependimomlar
histolojik olarak 4’ e ayrilirlar. Selller ependimom artmis mitotik aktivitenin
yoklugunda vyiksek derecede hiicresel yogunluk ile karakterizedir. Papiller
ependimom damara uzak bolgelerde, psodo-papiller modele yol acan
disintegrasyon-parcalanma gosterir (Sekil 15b). Berrak-hiicreli ependimom
boyanmayan (H&E ile boyandiginda beyaz veya acik renk), yuvarlak sitoplazmali
timor hicrelerinden olusur. Tanisitik ependimom, uzamis sinir iplikleri demeti

ozelliklidir (Sekil 15c).
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immiinohistokimya: Kan damarlarinin etrafindaki timér hiicreleri GFAP icin
pozitiftirler. Epitelyal membran antijeni (EMA) i¢in boyamaya gore ¢ogu ependimom
karakteristik bir nokta-benzeri perintukleer pozitiflik gosterirler. Ki-67/MIB-1

isaretleme indeksi genelde > %4’ tir.

Ayirici tani: Varyantlari bazen problemli olsa da olgularin biylik cogunlugunda
histolojik diagnoz kolay ve anlasilirdir. Papiller ependimom, koroid pleksus papillom,
astroblastom, papiller meningiom, pineositom gibi diger tip papiller timorlerden
ayirt edilmelidir. Berrak-hiicreli ependimom noérositom ve oligodendroglioma
benzer, diagnozu zordur ve gesitli ndronal ve glial antijenler igin immunohistokimya
uygulamalari gerekir. Berrak-hicreli ependimomlarda kromozom 9 ve 1p/19q ko-
delesyonunun vyoklugu bu ayirici taniyi yapmakta yardimci olabilir. Tanisitik
ependimom, cerrahi noropatolojide en zor ve bellirsiz diagnozlardan biridir ¢clinki

anlasilir kriterler yoktur ve astrositoma benzerligi ¢arpicidir.

Molekiiler patoloji: Olgularin %30-60" inda 22. kromozom kaybi vardir. Ayrica
6q, 10q, 11q, 1p, 14q ve 13 kaybi ve 1q ve 7 kazanimi goérilebilir. Kromozom 22
Uzerindeki sorumlu timor supresér gen tanimlanmayl beklemektedir, NF2,
timorlerin sadece bir altgrubunda mutasyona ugramistir, cogu spinal lokasyondadir
ve hSNF5/INI1 mutasyonlari bulunmamaktadir. 22q’ daki kayiplar ve kromozom 4
kazanclari yetiskin hastalardaki tlimorlerde daha yayginken, 1q" daki kazanimlar
agresif klinik davranislar ile koreledir. TP53 mutasyonlari ve CDK4 ve EGFR
amplifikasyonlari ependimomlarda genellikle yoktur. Ancak, ERBB2, ERBB4 ve EGFR
ekpresyonlari siklikla yukari-regiiledir. Ependimomlarda RASSF1, CDKN2A, CDKN2B,

p14°%F ve TP53 gibi timor supresdr genlerin epigenetik susturulmalar gérilebilir.
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Bu genlerin yanisira CASP1, MGMT, TIMP3 ve THBS1 gibi diger genlerinde
susturulmalari gorilmektedir. CDKN2A delesyonu supratentorial ependimomlarda
sikhikla goralur (33), ancak diger bolgelerdeki ependimomlarda goérilmesi nadirdir.
Posterior fossa ependimomlar arasinda, ¢ genetik altgrup, ¢oklu es zamanli DNA
amplifikasyonu, 1q kazanimi veya dengeli karyotiple karakterize olarak 6nerilmistir.
Spinal intramedular ependimomlar, 6zellikle, 22g ve 14q kromozomlarinin kayiplari
ve 7q, 9p ve 16 kromozomlarinin kazanimini gosterir. Bunun yanisira, intrakranial
ependimomlar, siklikla, 1q tzerinde kazanim ve 6q Uzerinde kayiplar tasir. TUmor
yerlesimi ile baglantil belirgin genomik profiller, bolgesel olarak farkhh mRNA
espresyon imzalarinda da yansitilir. Supratentorial ependimomlarda EPHB-EPHRIN
ve NOTCH vyolak Uyelerinin artmis ekspesyon seviyeleri ile spinal ependimomlar,
HOX genlerinin yukari-regiile edilmis ekpresyonlarini géstermistir (90).
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Sekil 15. A; WHO Grade Il Ependimom. Tipik ependimal kanal olusumu (H&E),
B; WHO Grade Il Papiller ependimom (H&E), C; WHO Grade Il Tanisitik ependimom,

Uzamis timor hicrelerinden olusur (90)

1.2.2.6.2. Anaplastik Ependimom (WHO Grade Ill)

Histopatoloji: WHO grade Il ependimomdan farklilasma ve anaplazi icin en
onemli kriter yiksek mitotik aktivitedir [genellikle her 10 HPF (“high-power fields”

yuksek buyitmeli mikroskop alani) basina 4 mitozdan fazla]. Tipik olarak yiksek
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seliler yogunluk, mikrovaskiiler proliferasyon ve psddo-palizatlanan nekrozla
karsilasilir. Ps6do-rozetler daha az 6nemlidir ve ependimal rozetler yaygin olarak

kayiptir.

immiinohistokimya: GFAP ve EMA ekspresyonlari grade Il ependimom ile
ortlisur fakat genelde az vurgulanir. MIB1 indeksi >%4’ tir ve %20’ den de yliksek

olabilir.

Ayirici tani: Anaplastik ependimom ile karsilastirildiginda, malin astrositik
gliomlar daha invaziv, GFAP i¢in daha pozitiftir ve EMA igin immunohistokimyada
nokta ve halkalar eksiktir. Ependimoblastom, ¢ok nadir gorilen embriyonel bir
timordir ve medullablastoma ¢ok benzer, fakat kiigik, yuvarlak lumina etrafindaki
mitotik olarak aktif tiimor hicrelerinin ¢ok tabakali rozetlerini (ependimoblastik
rozetler) icerir. Ependimoblastom daha oOnceleri anaplastik ependimom ile

karistinlmistir fakat acikga farkli bir olusum sergilemektedir.

Molekiiler patoloji: Birka¢ calismada grade Il ve grade lll ependimomlar
karsilastirilmis ve malin progresyonun altinda kromozom 9, 10q ve 13’ te kayip ve
1q’ da kazanimin yattigi bulunmustur. Bir ¢alismada supratentorial ependimomlarda

gradeler arasinda ekspresyon paterni farklihg bulunmustur (90).

1.2.2.6.3. Miksopapiller Ependimom (WHO Grade 1)

Histopatoloji: Tumor hicreleri tarafindan depolanan musinéz ekstraseliler
maddeden o6tiirii meydana gelen belirgin miksoid ve psddo-papiller dejenerasyon
gostermesi 6nemli bir 6zelligidir (Sekil 16). Diger tipik ozellikleri perivaskiiler psédo-

rozetler ve vaskdiler hyalinozdur.
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immunohistokimya: Cogu olgu ependimom icin tipik olan EMA ile
boyanmazken timor hicreleri GFAP pozitiftir. Ki-67/MIB1 indeksi genellikle >%3’
tir fakat ylksek degerler de rekiiransa veya ekstraspinal metastaza gerek

olmaksizin meydana gelebilir.

Ayiria tani: Konlis/kuyruk lokasyonunun bilinmesi diagnoz igin iyi bir ipucu
saglar. Ayirici tani degerlendirmeleri bazen kordoma, kondroid tiimorler, adenoid
sistik karsinom ve musindz adenokarsinomu icermektedir fakat daha az anlasilir
durumlarda GFAP immiinoboyama yardimci olur. Daha yaygin olarak, bir ependimal
timorin miksoid veya psodo-papiller ozellikleri, miksopapiller ependimomun

teshisini dogrulamak igin yeterlidir.

Molekiiler patoloji: Miksopapiller ependimomlar ependimal timorler icinde
en ¢ok sayisal kromozomal anormallige sahiptirler (kromozom 9 ve 18 kazanimlari
en vyayginlaridir) ve yaygin olarak aneuploidi ve tetraploidi gosterirler. Diger
ependimal timorler gibi istikrarli mutasyonlar heniliz tanimlanmamistir. NF2 geni

bozulmamistir (90).

Sekil 16. WHO Grade | miksopapiller ependimom. Ependimal timor hiicreleri

perivaskiler musin birikimi ile hyalinize damarlarin etrafinda (90)
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1.2.2.6.4. Subependimom (WHO Grade )

Histopatoloji: Diisiik hiicresel yogunluklu, timoér hicresi nukleuslarinin
kiimelendigi bir timordir (Sekil 17). Perivaskiiler psodo-rozetler ayirt edilemezler.
Mitoz ve nekroz yoktur. Niklear polimorfizm, kalsifikasyon ve hemoraj dejeneratif
Ozellikleridir. Damarlar hiyalinoza ugrayabilir fakat endoteliyal hiperplazi genellikle

yoktur.

immunohistokimya: Timér hiicreleri GFAP eksprese ederler. Ki-67/MIB-1

inseksi < %1,5’ tir.

Ayinia tani: intraventrikiiler lokalizasyon gdz oniinde bulunduruldugunda
neredeyse ayirici tani yoktur. Bazi timorler fokal olarak ependimoma benzer

bolgeler icermektedir fakat bu klinik bir ¢ikarim degildir.

Molekiiler patoloji: Birka¢ genetik c¢alismada hSNF5/INI1, NF2 ve PTEN
genlerini galisilmigtir fakat herhangi bir anormallik bulunmamigtir. Bir mikroarray
karsilastirmali genomik hibridizasyon g¢alimasindal2 hastadan 5’ inde (%42), kopya

sayisi anomalisi goralmdistir (90).

Sekil 17. WHO Grade | Subependimom. Sayisiz mikrosistli dusiik selilarite

Ozelligi gosteren supependimal tlimor (90)
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1.2.2.7.Koroid Pleksus Tiimorler

Tanim: Papiller sekilli intraventrikiler néroektodermal timorlerdir.

insidansi ve yas dagilimi: Koroid pleksus tiimérler tim merkezi sinir sistemi
timorlerinin %0,5” ini, 15 yas alti cocuklarda %2,5 ve 1 yasindan kiiclik cocuklarda
%13’ UnU olusturur. Koroid pleksus timorlerin %85’ inden fazlasi papillomlardir
(WHO grade 1), atipik tiimorler (WHO grade 1l) ve koroid pleksus karsinomlari (WHO

grade lll) daha az yaygindir.

Makroskopisi ve yerlesimi: Timorler lateral ventrikillerin  koroid
pleksusundan (%50), 3. ventrikilden (%5), 4. ventrikilden (%40), veya birden fazla
ventrikilden (%5) kaynaklanabilir. Serebellopontin agisinda primer belirti nadirdir.
Lateral ventrikillerin timorleri agirhkli olarak gcocuklarda meydana gelir ve %60’ |
hayatlarinin ilk 10 yilinda belirtileri goriintr. Makroskobik olarak papiller yapi

tarafindan meydana gelen karnabahar benzeri goriinim karakteristiktir (90).

1.2.2.7.1.Koroid Pleksus Papillomu (WHO Grade I)

Histopatoloji: Histolojik goriintii non-neoplastik koroid pleksusa cok benzer.
Fibrovaskiiler nukleuslar silindirik, kibik veya diiz epitel hicrelerin tek bir
katmaninda siralanir (Sekil 18). Nukleuslar genelde monomorfiktir ve mitoz nadir
gorilir (her 20 HPF basina 1 mitozdan az). Nukleer polimorfizm, kalsifikasyon,

stromal 6dem ve makrofajlarin birikimi gibi farkli dejeneratif 6zellikler yaygindir.

immunohistokimya: Normal ve neoplastik koroid pleksus epitelyal hiicreler

potasyum kanali Kir7.1 ve stanniokalsin-1 eksprese ederler, bu da sensitiv ve spesifik
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diagnostik markirlar olarak kullanighdir. Bundan baska, ¢ogu timor sitokeratinleri,
vimentini, S-100 proteini ve transeritrini eksprese eder. GFAP fokal olarak pozitif

olabilir. MIB-1 inseksi < %5’ tir (ortalama: %2).

Ayirici tani: Kiiclik cerrahi orneklerin oldugu durumlarda, dokunun patolojik
lezyona bagh timor yerine non-neoplastik koroid pleksusu icermesi bir problem
olarak karsimiza ¢ikabilir. Koroid pleksus papillomu genellikle daha yiksek seliler
yogunluk, daha sik dizlesmis epitelyal hiicreler ve niikleer morfolojiye gore daha
¢ok duzensizlik gosterir. Koroid pleksus timoérlerin aksine, papiller ependimom
perivaskiler psédo-rozetler, GFAP igin pozitiflik ve EMA (epitelyal membran antijen)
icin nokta-benzeri boyanma ozellikleri sergiler. Yiiksek derecede faklilasmis papiller
karsinom metastazlarini dislamak igin, akciger, tiroid, kolon ve diger karsinomlar
(tiroglobulin, tiroid transkripsiyon faktor-1, CEA) tarafindan eksprese edilen
antijenler ve koroid pleksus antijenleri (Kir7.1) i¢cin olan imminohistokimya

kullanimi yararh olabilir.

Molekiiler patoloji: Komparatif genomik hibridizasyon sayisal kromozomal
anormallik gosteren %90’ dan fazla koroid pleksus papillomu ortaya ¢ikarmistir [+7q
(%65, +5q (%62), +7p (%59), +5p (%56), +9p (%50), +9q (%41), +12p, +12q (%38),
+8q (%35) ve -10q (%56), -10p, -22q (%47)] (D- Rickert ve Paulus 2004). TP53 ve

hSNF5/INI1 mutasyonlari yoktur (90).
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Sekil 18. WHO Grade | Koroid Pleksus Papillomu (90)

1.2.2.7.2. Atipik Koroid Pleksus Papillomu (WHO Grade II)

Bu timorler histolojik ve prognostik o6zellikleri grade | ve grade Il arasinda
olan koroid pleksus timorlerdir. WHO grade Il (atipik) koroid pleksus papillom, HPF
basina 2 veya daha fazla mitozla artmis mitotik indeksi ile tanimlanmistir. Atipik

koroid pleksus papillomlarin grade | timorlerden daha ¢ok niks egilimi vardir (90).

1.2.2.7.3. Koroid Pleksus Karsinomu (WHO Grade lll)

Histopatoloji: Bu koroid pleksus timori hareketli mitotik aktivite, yiksek
seliler yogunluk, niiklear pleomorfizm, nekrotik bélgeler ve belli belirsiz papiller

yapi gibi 6zellikler gosterir.

immunohistokimya: Diger benzerleri gibi, koroid pleksus karsinomlar da
Kir7.1" i eksprese ederler ve tipik olarak sitokeratinler, vimentin ve S-100 proteini ve
bazen de GFAP igin pozitiftirler. Akciger ve tiroid karsinom markirlari igin
negatiftirler ve ¢ogu tliimor, bircok metastazi boyamayan anti-epitelyal antibadiler

HEA125 ve BerEP4 ile boyanirlar. MIB1 inseksi > %5’ tir (mean: %15).

Ayirici tani: Koroid pleksus karsinomlu cocuklarda, ozellikle dediferanse

olgularda papiller yapi kayboldugunda en zor diagnozlardan birisidir. iki timor
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arasinda genetik, morfolojik ve olasi nozolojik bir iliski oldugu ileri surilse de, atipik
teratoid tiimor/rabdoid tumor prensipte immunohistokimyasal ekspresyon profiline
dayanarak hari¢ tutulabilir. Germ hicreleri antijenleri (PLAP, alfa-fetoprotein R-
HCG) icin immiinohistokimya papiller germ-hiicre timorlerini dislamak igin
kullanislidir. Metastatik karsinom koroid pleksus karsinomuna cok benzer fakat
bebeklikte neredeyse hic meydana gelmez. Bunun aksine erigkin hastalarda malin
papiller epitelyal timorler ventrikillerin gevresinde bile lokalize olsalar neredeyse
hic koroid pleksus karsinomu degildirler, ve genellikle metastatik karsinomu

sergilerler.

Molekiiler patoloji: Hemen hemen tim koroid pleksus karsinomlar sayisal
kromozomal degisiklige sahiptirler (+12p, +12q, +20p (%60), +1, +4q, +20qg (%53),
+4p (%47), +8q, +14q (%40), +7q, +9p, +21 (%33) ve -22q (%73), -5q9 (%40), -5p, -18q
(%33) (D- Rickert ve Paulus 2004). Koroid pleksus karsinom, TP53 (Li-Fraumeni
sendromu) ve hSNF5/INI1’ in (Rabdoid predispozisyon sendromu) germline
inaktivasyonlarinin diizenlenmesinde meydana geliyor olabilir. Sporadik tiimérlerde
mutasyonlar hSNF5/INI1” de tanimlanmistir. PDGF reseptérleri, ozellikle PDGF

reseptor beta koroid pleksus karsinomunda sikhkla goralir (90).
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Astrositlerveya glial preklrsor hicreler

TP53 mutasyonu

MDM2 amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu Kromozom 7/7q kazanci
MDM4 amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu TP53 mutasyonu
P14ARF homozigot delesyonu IDH1 mutasyonu

PDGFA/PDGFRA asiri-ekspresyonu

CDK4 amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu
CCND1 amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu
CDKN2A homozigot delesyonu

RB1 mutasyonu/homozigot delesyonu

Astrositom WHO grade |l

Kromozom 19q kaybi
Kromozom 10 kaybi CDKN2A delesyonu/hipermetilasyonu
PTEN mutasyonu RB1 mutasyonu/delesyonu
CTMP hipermetilasyonu
PIK3CA mutasyonu
PIK3R1 mutasyonu

Anaplastik astrositom WHQO grade Ill

NF1 mutasyonu Kromozom 10q kaybi
DCC ekspresyon kaybi
EGFR amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu PDGFRA amplifikasyonu

ERBB2 mutasyonu

Primer glioblastom WHO grade IV ‘ ‘ Sekonder glioblastom WHO grade IV

Sekil 19. Difliz infilltre astrositik gliomun farkl tiplerinde tanimlanan
molekiler degisimler (90)

Oligodendrositler veya glial prekirsér hiicreler

* 1pve 199 kaybi + EGFR asiri-ekspresyonu

* T(1;19)(q10;p10) *  PDGF/PDGRF asiri-ekspresyonu
* |IDH1 mutasyonu

* CITED4, EMP3 metilasyonu
*  pl4ARF CDKN2A/B metilasyonu
*  MGMT metilasyonu

Oligodendrogliom WHO grade I

* 9p kaybi (CDKN2A/B/p14*”F homozigot
delesyonu veya metilasyonu
* CDKN2C mutasyonu veya homozigot

* VEGF asiri-ekspresyonu
* Proto-onogen aktivasyonu

delesyonu CDK
* RB1 metilasyonu EGFR
PDGFRA

* 10q kaybi/PTEN mutasyonu
* TP53 mutasyonu
* Diger kromozomkayiplari

Anaplastik oligodendrogliom WHO grade I

Sekil 20. Oligodendroglial timorlerin baslangici ve progresyonu ile iliskili
molekiler degisimler (90)
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Bipotansiyel glial prekursor hiicreler?

Histolojik olarak oligo predominant Histolojik olarak astro predominant
* 1p/19q kaybi * TP53 mutasyonu

*  T(1;19)(q10;p10) * 7q kazanci

* IDH1 mutasyonu * IDH1 mutasyonu

Oligoastrositom WHO grade Il

*  9pkaybi * Diger kromozom kazanglari
*  CDKN2A/B/p14ARF homozigot delesyonu
* 10q kaybi (PTEN mutasyonu) * Proto-onkogen amplifikasyonu
* Diger kromozom kayiplari * EGFR
* PDGFRA

Anaplastik oligoastrositom WHO grade IlI

Sekil 21. Oligoastrositomlarin baslangici ve progresyonu ile iliskili molekuler
degisimler (90)

1.2.3. Kodlamayan RNA'’ lar

insan genomunun %65’ inin transkribe oldugu tahmin edilmesine ragmen
bugiin icin %2’ den azinin proteine cevrildigi bilinmektedir. Komplementer DNA
(cDNA) kitliphanelerinin sistematik sekanslanmasi ve transkriptom calismalari, tim
transkribe olan RNA’ larin en azindan yarisinin protein kodlamayan RNA molekdilleri

oldugunu gostermistir. (2, 186)

Kodlamayan RNA, proteine ¢evirisi yapilmayan islevsel bir RNA molekilldr.
ingilizce literatiirde non-coding RNA' nin kisaltmasi olan ncRNA olarak anilirlar, daha
az siklikla kullanilan diger adlari non-protein-coding RNA (npcRNA; protein
kodlamayan RNA), non-messenger RNA (nmRNA; mesajci olmayan RNA), small non-

messenger RNA (snmRNA; kiiciik mesajci olmayan RNA), functional RNA (fRNA;
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islevsel RNA)" dir. Kodlamayan RNA' nin yazildigi DNA dizileri RNA geni veya

kodlamayan RNA geni olarak adlandirilir.

Kodlamayan RNA' lar arasinda, tasiyici RNA, ribozomal RNA gibi yaygin ve
islevsel olarak 6nemli RNA' larin yani sira, ¢ok sayida farkli islevleri olan kodlamayan
RNA bulunmaktadir. Bunlardan bazilari; snRNA (small nuclear RNA); RNA
transkriptlerin islenmesinde ve intronlarin uzaklastirimasinda, snoRNA (small
nucleolar RNA); rRNA’ nin olgunlasmasinda, piRNA (piwi interacting RNA);
gametogeneziste ve tmRNA (transfer mRNA); ribozomlarin kirikk mRNA’ lardan
arindiriilmasinda, siRNA (small interfering RNA) ve miRNA (microRNA) ise gen

ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alirlar (39).

insan genomunda kodlamayan RNA’ larin sayisi bilinmemektedir, ancak yakin
zamanda transkriptomik ve biyoinformatik c¢alismalar ile elde edilen bulgular

binlerce kodlamayan RNA’ nin var oldugunu gostermektedir (8, 182).

1.2.3.1. mikroRNA (miRNA)

1.2.3.1.1.miRNA’ larin Genel Ozellikleri

MikroRNA’ lar, genom (izerinde protein kodlayan intron veya ekzon bolgeleri
ve protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan,
fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekulleridir (165).
MikroRNA, fonksiyon olarak gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan,
yaklasik olarak 18-24 niikleotit uzunlugunda tek iplikcikli bir RNA molekil cesitidir

(Sekil 22).
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mMiRNA’ lar gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasi (post-transkripsiyonal)
bir mekanizma ile reglle ederler. Her bir miRNA kendi molekiler islevini hedef
mesajci RNA’ lara (mRNA) ya tam yada kismi sekilde baglanarak mRNA' nin
translasyonunun inhibisyonuna ve/veya bu mRNA' nin kesilmesine neden olur, bu
da protein Uretiminin baskilanmasina yol agar. Cogu miRNA’ lar organizmanin her
yerinde eksprese edilirken, bazilari embriyonik gelisim siirecinde dokuya spesifik
ekspresyon ozelligi gosterirler. miRNA’ larin yaklasik % 60" 1 bagimsiz eksprese
edilirken, %15’ i kiimeler halinde ve % 25’ i de intronlarda eksprese edilirler (39,
196, 83).

G uu U c A GU CUA
G CCUG CCC GAGA CUCA GUGUGA GUA -

C GGAC, GGG CUCU GGGU CACACUUCGU_ g4
A CAU c c c AG

lin-4 pre-miRNA

lin-4 miRNA UCCCUGAGACCUCAAGUGUGA

Sekil 22. miRNA yapisi (77)

1.2.3.1.2. miRNA’ larin Tarihgesi

ilk mikroRNA, Lee ve calisma arkadaslari tarafindan 1993 yilinda Victor
Ambros laboratuvarinda kesfedilmis (108) olup, mikroRNA terimi 2001 yilindan
itibaren kullanilmaya baslanmistir. (158) Lee ve arkadaslari 1993 yilinda bir nematod
olan Caenorhabditis elegans’ 1| gen icerigi bakimdan taramislar, lin-4 olarak
adlandirdiklari genin hicbir protein kodlamamasina karsin 22 nikleotit uzunlugunda

kiicik bir RNA transkribe ettigini rapor etmislerdir (108). Lin-4’ in hedefe spesifik
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translasyonal inhibisyona neden olmasi gelisme slresinde gen dizenlenmesinde
yeni bir mekanizma olabilecegini distindlirmustir. 2000 yilinda Reinhart ve
arkadaslari C.elegans’ ta 22 niikleotit uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan, canlinin
gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli bir mikroRNA kesfetmislerdir (155). Let-7’
nin insanlari da icine alan tirler arasinda da korunmus oldugu kesfedilmis olup
(145), bu durum let-7” nin oOnemli bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu

gostermistir.

Daha sonraki yillarda lin-4 ve let-7’ ye benzeyen birgok kiicik RNA molekili,
hemen hemen biitlin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmistir ve mikroRNA’ lar
olarak isimlendirilmigtir (105). Bitki, hayvan ve insan genomunda miRNA’ lari

kodlayan yliksek seviyede korunmus yizlerce gen bolgesi kesfedilmistir.

En son yayinlanan miRBase’ e (miRNA’ larin dizileri ve farzedilen hedefleri ile
ilgili bilgi veren bir database) gore (Striim 19; Agustos 2012), hayvanlar, bitkiler ve
virlsler gibi degisik tirlerde 25.141 miRNA ve sadece Homo sapiens’ te 1.600

prekirsor, 2.042 matir miRNA tanimlanmistir (66).

Her miRNA, bircok mRNA’ yi hedefleyebilir ve direkt veya dolayl olarak
binlerce proteinin ekspresyonunu kontrol edebilir, bu da tek bir miRNA’ nin

degisiminin bile 6nemli biyolojik sonuglar dogurabilecegini gosterir.

1.2.3.1.3. miRNA Biyogenezi ve Calisma Prensibi

insanlarda miRNA’ lar pri-miRNA adi verilen 1 kb’ dan daha biyik diziler
halinde transkribe olurlar ve 5’ cap ve 3’ poliA kuyruklari vardir (16, 110). pri-miRNA

transkriptleri iki adimli bir slirecten gecerek olgun ve islevsel miRNA haline gelirler
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[6, (Sekil 23)]. ilk adim nukleusta meydana gelir ve bir RNAz Ill olan Drosha ve cift
zincirli RNA baglama proteini olan DGCR8 (DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8)
tarafindan gergeklestirilir (71, 109). Drosha pri-miRNA’ nin her iki ipligini de keserek
pre-miRNA adi verilen yaklasik 70 nikleotid uzunlugunda sap ilmik formunda 6ncil
molekdli olusturur (100, 109). Bu pre-miRNA’ lar niikleer transport reseptori
eksportin (Exp-5-Ran transport reseptor ailesinin bir iyesi) ve nikleer protein Ran-
GTP araciligiyla nukleustan sitoplazmaya tasinir (9, 128). Son adimda bir RNaz |
enzimi olan Dicer ve bir ¢ift zincir RNA baglama proteini olan TRBP (HIV-1
transaktive edici cevap olusturan RNA baglanma proteini) tarafindan pre-miRNA’ nin
sap-ilmik formunun bittigi bolgelerden kesilir (24, 98). Sonucta yaklasik 22 nikleotid
boyunda cift iplikli yapida bir molekil olusur. Dicer enzimi; helikaz domaini, DUF 283
domain, PAZ (Piwi, Argonaute- Zwille) domaini ve RNAaz Ill domaini olmak lzere li¢
domain icerir. miRNA dubleksleri, helikaz enzimi tarafindan olgun miRNA’ ya
dontstaralir. Bu molekilin bir ipligi miRNA, diger ipligi ise pre-miRNA’ nin diger
eslenik kolundan tireyen dizidir. Cift iplikli RNA molekili daha sonra RISC (RNA-
indlikli susturma kompleksi) adi verilen protein kompleksine yiklenir (15). RISC, cift
ipligin agilmasiyla aktive olur. miRNA molekili ve RISC hedef mRNA’ lara
yonlenirken, agilmis ¢ift iplikli yapinin diger ipligi degrade olur (70, 163). miRNA’ lar
hedef mRNA’ lari ile farkli canli tirlerine ait ayni miRNA ailesinde yliksek oranda
korunmus ve tohum adi verilen 6-8 niikleotidlik bir bolge araciligi ile etkilesirler (93).
Hedef ile miRNA’ nin tohum dizisi (miRNA’ nin 5" ucunun 2 ve 8. nikleotitleri)
arasinda esleniklik olmasi hedefin belirlenmesi acgisindan cok 6nemlidir (115).
miRNA’ lar hedef mRNA’ ya kismi veya tam esleniklik gostererek baglanabilirler.

Hedef mRNA’nin translasyona ugramayan 3’ UTR bolgesi (-3’ untranslated region) ile
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miRNA tohum dizisi arasindaki eslenikligin seviyesi, miRNA’ nin hedefini hangi
seviyede ve nasll baskilayacagini belirler (82). miRNA’ larin hedef mRNA (zerinde
baglanma bolgeleri genellikle 3’ UTR’ dedir, ama 5’ UTR’ yi veya ORF’ u (acik okuma
cercevesi) hedef aldiklari durumlarda da gen ifadesi baskilanir (114). Eger esleniklik
cok yuksek seviyede ise RISC hedef mRNA’ lari degrade eder. Ayrica bu durumda
hedef mMRNA’ nin bozulumu da gergeklesebilir. RISC’' e yiklenmis miRNA’ lar araciligi
ile mRNA’ larin poliA kuyruklarinin ve 5’-cap yapilarinin yok edilip mRNA
bozulumunun tetiklendigi belirlenmistir (188). PoliA kuyruklarinin ve 5’ cap
yapilarinin yok olmasi sonucunda kararliliklari azalan mRNA’ lar hiicresel enzimler
tarafindan pargalanir. Genellikle memelilerde gorildigu gibi eger esleniklik daha az
ise, hedef mMRNA’ dan protein olusumu baskilanir (147, 179). Bu olayin mekanizmasi
tam olarak belirlenememis olsa da hedef genin mRNA seviyesi artarken, protein
seviyesinin degismedigi, dolayisiyla da baskilamanin translasyonal seviyede
gerceklestigi gosterilmistir (142, 187). Bircok calismada translasyonal seviyede
dizenlemenin, translasyonun baslangicinda gerceklestigi belirlenmistir (80, 179).
miRNA-RISC kompleksinin gesitli transkripsiyon faktorleri ile etkileserek protein
translasyonunun baslangic ve uzama asamalarini engelliyor olmasi muhtemel

gozikmektedir.
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Drosha
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TMGpppG AAAAA
Hedef
mRNA degredasyonu 2 mRNA

Sekil 23. miRNA biyogenezi (47)

1.2.3.1.4. miRNA’ larin islevleri

In vivo c¢alismalarda sitokinleri, blylime faktorlerini, transkripsiyon
faktorlerini, pro-apoptotik, anti-apoptotik proteinleri iceren kritik sinyal
molekillerinin regilasyonu araciligl ile miRNA’ larin gelisim (94), bagisiklik, néronal
fonksiyon, proliferasyon (25), diferansiasyon (23) apoptoz (191) ve metabolizma
(152) iliskili oldugu gosterilmistir. Cesitli kanserlerde bircok onkogen ve timor
supresorlerin ekspresyonunu regiile ederek 6nemli rol oynayan miRNA’ larin

anormal ekspresyon gosterdigi bilinmektedir. ilk olarak bazi miRNA’ larin bu
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suregleri tek bir hedef geni baskilayarak diizenledikleri belirlenmis olsa da zamanla
birgok miRNA’ nin tek basina birden fazla hedef geni baskilayabildigi anlagiimistir (4,

164).

miRNA’ lar bir mRNA molekiliine bir antisens bitlinleme ile baglanarak
mRNA’ nin negatif regililasyonu araciligiyla post-transkripsiyonal seviyede gen
ekspresyonunu regiile ederler. miRNA’ larin ¢ok kigik RNA molekilleri oldugu
gercegi goz oniline alindiginda bir miRNA’ nin 100 farkl mRNA’ y1 hedefleyebildigi ve
reglile edebildigi kabul edilmistir. On binden fazla mMRNA’ nin bu mekanizma ile
direkt olarak regile edildigine inanilmaktadir (13, 40, 114, 120). Bu ylzden, organ
morfolojisinde, bilateral asimetride, stres vyanitinda, metabolizmada, hiicre
proliferasyonunda ve apoptozda yer alan cesitli hiicresel fonksiyonlarin ve yolaklarin

reglilasyonunda miRNA’ larin yer aldigi gergegi siirpriz degildir (1).

miRNA’ larin islevsel 6nemlerinin tam olarak anlasilabilmesi ve tani veya
tedavi amacgh kullanimlarinin  gergeklesebilmesi  icin  hedeflerine  nasil
baglandiklarinin ve gen ifadelerini farkli seviyelerde nasil dizenlediklerinin

belirlenmesi gerekmektedir.

1.2.3.1.5. Kanser ve miRNA

miRNA’ lar, gen ifadesinde kritik islevlere sahiptirler ve dizensizlikleri
hastaliklarin  patogenezinde ©Onemli sonuclara yol acmaktadirlar. miRNA
ekspresyonu insan kanserlerinde deregliledir, bazi miRNA’ lar birden cok tipteki
neoplazmlarda yukari veya asagi reglile durumdadirlar. Atipik eksprese olan miRNA’

larin gosterilmesi, malin transformasyonlarla ilgili yolaklardaki bilinen onkogenlerin
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ve tumor supresdr genlerin  fonksiyonlarini etkileyebilir. Hiicre doénglsu
progresyonu, farklilasmanin kaybi, artan sagkalim, invazyon ve metastazin miRNA’
nin etkisi altinda oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla miRNA’ lar, onkogen veya timor
supresor genler olarak rol oynarlar. Kanserin molekiler temeli lizerine bilgi arttikca,
ortaya cikan bulgular, miRNA ekspresyon profillerinin, klinik uygulamalara
aktarilmasi potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Kanser dokularinin analizi,
miRNA’ larin kanser siniflandirmasinda, prognostik stratifikasyonda ve ilag yanitinda
yararl olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. miRNA’ larin erken tanida ve devam eden
arastirmalarda vyararli olabilecek olan, dolasimdaki belirtegler olduklari
belirlenmistir. miRNA c¢alismalari ile kanser tedavisi lzerinde énemli sonuglar elde

edilmistir. Onemli klinik uygulamalara uyarlanmasi &nem tasimaktadir (30)

Timorogenezdeki hem erken olaylar (anormal hiicre biylimesi, hiicre 6limi
ve hiicre faklilagmasi) hem de geg olaylar [anjiyogenez, invazyon ve metastaz, (Sekil
21)] anormal mIiRNA ekspresyonu ile iliskilidir. Bu molekiler ve biyolojik

baglantilarilarla ilgili gesitli yayinlar mevcuttur (29, 65).

Timorogenezde miRNA’ larin islevsel oldugunun ilk kaniti, Calin ve
arkadaslarinin kronik lenfositik I6semili (KLL) hastalarda yaptiklari calismayla ortaya
konulmustur (17). B-hiicreli KLL hastalarinin hemen hemen yarisi 13q14 delesyonu
tasimaktadir. Delesyon analizleri sonucunda bu bélgede yalnizca miR-15a ve miR-
16-1 genlerinin bulundugu tespit edilmis ve KLL hastalarinin %68’ inde bu miRNA’
larin ekspresyonlarinin azaldigi veya olmadigi rapor edilmistir. Kanser ve normal
doku arasindaki ekspresyon farkhliklarinin belirlenmesi, miRNA’ larin kanser

patogenezindeki rollerini gliclendirmistir.
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Bu iki miRNA’ nin ekspresyon seviyelerinin KLL hiicrelerinde, anti-apoptotik B-
hiicreli lenfoma proteini olan Bcl-2' nin Gretimi ile ters iliskili oldugu tespit
edilmistir. Boylelikle Cimmino ve arkadaslari miR-15a ve miR16-1’in timor supresor
aktiviteye sahip olduklarini tespit etmislerdir. Bu iki miRNA’ nin diislik seviyelerinin
yliksek seviyede Bcl-2 proteini ile iliskili oldugu dolayisiyla anormal hiicre
blylmesini gergeklestirdigi, ylksek seviyelerinin ise apoptoz ile iliskili oldugu ortaya
konmustur (32). Normal seviyelerinin kontrolsliz hiicre blyimesini engelledigi rapor

edilen miR-15a ve miR16-1’in boylelikle tiimor supresor aktiviteleri belirlenmis oldu.

Kolorektal kanserde miR-143 ve miR-145’ in asagl-regiile oldugunu gosteren
calisma, solid timodrlerde miRNA deregilasyonunun tanimlanmasi ile ilgili ilk

calismadir (138).

miRNA’ larin kanserdeki roli ile ilgili olarak, miRNA’ larin kanserin
baslangicinda ve progresyonunda anahtar bir rol oynadigi ile ilgili bir stiphe yoktur.
Calin ve ark (18) %50’ den fazla miRNA geninin kanser iliskili genomik boélgelerde
veya frajil bolgelerde lokalize oldugunu bulmuslardir. Bundan baska, miRNA
ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin displazi ve kanserle iliskili oldugu ve belirli
miRNA’ larin ekspresyonlari ile kanser gelisimi arasinda belirgin bir bag oldugu
gosterilmistir (27, 59, 196). Spesifik miRNA’ larin bilinen onkogenleri veya timor
supresor genleri modile ettikleri veya kendilerinin bu sekilde davrandiklar
gosterilmistir, bu ylizden onko-miR’ ler veya timor sipresér-miR’ ler olarak
adlandirilirlar ve cesitli kanser tiplerindeki hiicre farklilasmasinda, proliferasyonda,
anjiyogenezde, apoptozda veya invazyonda yer alan genleri direkt olarak

hedefledikleri gosterilmistir (27, 40, 59, 196). miRNA ekspresyon profillerinin insan

71



kanserlerinde klinikopatolojik 6zellikler, hastalik progresyonu, prognoz ile korele

oldugu bulunmustur (59, 165).

1.2.3.1.6. Beyin Tiimorii ve miRNA

1.2.3.1.6.1. Normal ve Neoplastik Beyin Biiyiimesi ve miRNA’ lar

Beyin tUmorl patogenezini anlamadaki major ilerlemeler, normal ve
neoplastik beyin gelisiminin altinda yatan hticresel ve molekiler siiregler arasinda
yer alan 6nemli benzerlikler, gelisimsel nérobiyolojiden gelmektedir. Aslinda, néral
sistem/progenitér hiicre yenilenmesi, farklilasma, hiicre donglsi ve 6lumu regile
eden genler ve sinyal yolaklari siklikla beyin timoér olusumu ve progresyonunda
oncldurler (184). Bunlar, normal ve neoplastik beyin gelisiminde édnemli olduklari
tanimlanmis miRNA boélgeleri igerirler. miRNA sentezindeki veya spesifik miRNA’
lardaki bozulmalarin, beyin morfolojisini ciddi sekilde degistirdigi gdsterilmistir.
Hiicresel modeller Gzerine yapilan ¢alismalarda miR-9, miR-124, miR-125" in (107,
171) ve model organizmalarda yapilan ¢alismalarla miR-430 miR-9” un (61, 95)

beyin morfogenezinde, néronal gelisimde dnemli olduklari gosterilmistir.

Cesitli diger insan neoplazmlarinda gosterildigi gibi, degismis miRNA
ekspresyonu, GBM, oligodendrogliom ve ¢ocukluk ¢cagi embriyonal beyin timoérleri -
MB, CNS-PNET, rabdoid timorlerini iceren beyin timorlerinde tanimlanmistir (Tablo

a).
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Tablo 4. Malin beyin tiimorlerinde miRNA’ lar

MikroRNA Tiimor tipi Kromozom lokasyonu Ekspresyon Hedefler Referanslar
miR-21 Glioblastom 17g23.1 Yiiksek EGFR, PTEN, HNRPK, (35, 143, 156)
TaP63, Tropomyosin 1,
PDCD4, Maspin, RhoB,
MARCKS, RECK, TIMP3
miR-221/222 Glioblastom, CNS Xp11.3 Yuksek STAT3, Akt, p27Kip1, (60, 197)
Rabdoid Tumor c-kit
miR-128-1 Glioblastom 2922.1 Dusuk Bmi-1 (63)
miR-7 Glioblastom 7926.1 Dusuk IRS1/2, Rafl (97, 183)
miR-181a/181b  Glioblastom 1g32.1 Dusuk (51,167, 194)
miR-9 Oligodendrogliom miR-9-1: 1922 Yuksek REST, BAF34a (51, 167, 194)
miR-9-1: 5q14.3
miR-9-1: 15¢g26.1
miR-30b/d Medulloblastom 8024.22-q24.23 Yiksek (90)
miR-124 Medulloblastom miR-124-1: 8p23.1 Diisiik REST, BAF34a, CDK6, (33,51, 149,
miR-124-2: 8q13.1 RB1, TrkC reseptoér, 167, 194)
miR-124-3:20q13.33 CDK6, SLC16A1
miR-17-92 Medulloblastom 13g31.3 Yiksek TSP-1, Bmi-1, PTEN, (43, 132)
PP2A, SHH
sinyallesmesi
miR-326 Medulloblastom 11q13.4 Dusuk PKM2, SMO, NOTCH (96)
1/2
miR-125b, Medulloblastom miR-125b-1: 11g24.1 Dusuk SMO, SHH (51)
miR-324-5 miR-125b-2: 21g21.1 sinyallesmesi
miR324-5p: 17p13.1
Ci9mMC CNS-PNET 19913.42: miR-520g, Yiksek WNT/JNK (117, 180),
miR-517c, sinyallesmesi, ABCG2
miR-520h
miR-137 Glioblastom 1p22 Dustk CDK6, MITF (C55)
miR-34a Glioblastom 1p36.22 Dusuk NOTCH1/2, CDK6 (119)

Primer timorlerde spesifik miRNA’ lari hedefleyen genomik ve epigenetik
degisiklikler (C19MC, miR-17-92 kiimeleri ve miR-26a), beyin timori patogenezinde
bu miRNA’ lar icin direkt etiyolojik rolleri desteklemektedir. miR-21 ve miR-124 gibi
timorlerde ekspresyonlari degisen miRNA’ larin fonksiyonel rolleri onaylanmistir
fakat farkli primer beyin tlimorlerindeki ekspresyonlari degisen diger miRNA
bolgelerinin 6nemlerinin aydinlatiimasi gerekmektedir. Beyin timori miRNA’ larinin
onemli bir bélimi icin gosterdigi gelisimsel belirli roller géz 6niine alindiginda, bazi
miRNA" larin degismis ekspresyonu, blylk olasilikla belirli néral soylari ve
timorlerin hicresel tiremelerini yansitir ve sadece timor siniflandirmasi igin degil
ayni zamanda timor alt-gruplarinin biyolojisinin gelismis tarifi igin gl¢gli bir arag

sunabilir. Diger tiimor tiplerinin aksine nispeten az sayida galisma ile (bugline kadar-
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2011 toplam 82) beyin timdrlerinde miRNA’ larin rolleri ¢ogunlukla gliomlar ve

embriyonal beyin tiimérleri Gizerinde odaklanarak arastirilmistir.

1.2.3.1.6.2. GBM ve miRNA

Cesitli miRNA’ larin glioblastomda deregtile oldugu in vitro ve in vivo’ da
kanitlanmistir. Ciafré ve ark insan glioblastom 6rneklerinde, 245 miRNA iginde 9
miRNA’ yi (miR-10b, miR-130a, miR-221, miR-125b-1, miR-125b-2, miR-9-2, miR-21,
miR-25, miR-123) yukari-regile ve 4 miRNA’ yi asagi reglle (miR-128a, miR-181c,
miR-181a, miR-181b) ve insan glioblastom hicre hatlarinda 9 miRNA’ yi yukari-
reglile (miR-221, miR-23a, miR-24-2, miR-24-1, miR-23b, miR-21, miR-222-pre, miR-
191, miR-220) ve 7 miRNA’ yi asagi regile bulmuslardir (31). Chan ve ark
glioblastom 6rneklerinde 5 miRNA’ y1 (miR-21, miR-138, miR-347, miR-291-5', miR-
135) yukari-regiile ve 3 miRNA’ yi (miR-198, miR-188, miR-202) asagi-regiile
bulmuslardir (20). Sasayama ve ark, glioblastom érneklerinde miR-10b, miR-21, miR-
183, miR-92b ve miR-106b’ nin yukari-regile ve miR-302c*, miR-379, miR-329, miR-
134 ve miR-369-3p’ nin asagi-regiile oldugunu bulmuslardir.  miR-10b’ nin
glioblastomlarda yiliksek derecede asiri-eksprese oldugu ve ekspresyonunun
astrositik timorlerde timor grade’ i ve malinansi ile korele oldugu gosterilmistir.
llging olarak, bu calisma miR-10b’ nin ekspresyonunun malin gliomun multifokal
lezyonlari ile korele oldugunun ilk kanitidir (161). Diger ¢alismalar, Cinli hastalarin
gliom oOrneklerinde bazi miRNA’ larin (miR-34a, miR-15b, miR-200a, miR-146b)
onemli derecede deregiile (190) veya miR-29b, miR-125a ve miR-149’ un
glioblastomlarda asagi-regiile oldugunu (38) rapor etmislerdir. GBM’ de, 192 miRNA

ile yapilan bir array calismasinda, 13 miRNA (miR-101, miR-128a, miR-132, miR-
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133a, miR-133b, miR-149, miR-153, miR-154*, miR-185, miR-29b, miR-323, miR-
328, miR-330) asagi-regiile ve 3 miRNA (miR-21, miR-155, miR-210) yukari-regile
bulunmustur (167). Malin astrositomlarla (primer ve sekonder glioblastom ve
anaplastik astrositom) yapilan diger bir mikroarray calismasinda kontrollerle
karsilastirldiginda, 756 miRNA’ dan 55’ i yukari-regile ve 29" u asagi-regile

bulunmustur (154).

Astrositom gradeleri ile ilgili olarak, bazi arastirmacilar miRNA ekspresyonu ve
timor grade’ i arasinda bir iliski tanimlamislardir. miR-21 ve miR-221, gliomda asiri-
eksprese olarak bulunmustur. miR-21, diisiik ve yiksek gradeli timorlerde homojen
bir sekilde asiri-ekspresedir, fakat miR-221" in asiri-ekspresyonu yiliksek gradeli
timorlerde daha bellidir (36). Astrositom grade Il, anaplastik astrositom grade 3,
sekonder glioblastom, primer glioblastom ve normal beyinde miR-17-92 kiimesinin
elemanlari Gizerine yapilan bir ¢alismada, miR-17-3p, miR-17-5p, miR-92a-1 ve miR-
106b’ nin, non-neoplastik beyine oranla primer ve sekonder glioblastomlarda
onemli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. miR-19a ve mir-19b hem primer hem
de sekonder glioblastomlarda asagi-regiiledir. ilging olarak, miR-17-5p, miR-19a ve
miR-106b, sekonder glioblastomlarda astrositom grade I’ ye oranla onemli
derecede daha yuksek eksprese olmuslardir (46). miR-181a’ nin da insan gliom
orneklerinde timor grade’ i ile korele oldugu gosterilmistir (166). Rao ve ark,
glioblastomlar (primer ve sekonder) ve anaplastik astrositomlar arasinda farkl
sekilde eksprese olan 67 miRNA tanimlamislardir ve sadece 23 miRNA (miR-126,
miR-21, miR-146b-5p, MiR-155, miR-16, miR-193a-3p, miR-199a-3p/miR-199b-3p,

miR-22, miR-335, miR-143, miR-381, miR-24, miR-552, miR-886-5p, miR-142-5p,
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miR-34a, miR-128, miR-513a-5p, miR-509-3-5p, miR-376¢, miR-886-3p, miR-219-2-
3p, miR-451) %94.8’" lik bir diagnostik dogrulukla glioblastomlari anaplastik
astrositomlardan ayirmak icin yeterli bulunmustur (154). Diger ilging¢ bir calismada
once primer WHO grade Il gliomu (3 diffliz astrositom ve bir astrositom
predominant) olan ve hastaliklari tekrarlayip sonrasinda glioblastoma ilerleyen
(WHO grade 1IV) hastalarda miRNA ekspresyonu incelenmistir. Calisma sonunda,
onceki WHO grade Il timorlerine oranla sekonder glioblastomda 14 miRNA’ da
deregiilasyon (miR-184 ve miR-328 asagi-regile, miR-9, miR-15a, miR-16, miR-17,
miR-19a, miR-20a, miR-21, miR-25, miR-28, miR-130b, miR-140 ve miR-210 yukari-
reglile) saptanmistir. Ayni hastalarda miR-16, miR-17, miR-19a, miR-20a, miR-140 ve
miR-184" Gn PCR validasyonu ile bu bulgular konfirme edilmistir. Fakat 14 diffiiz
astrositoma karsi 13 sekonder glioblastomdan olusan bir kohortta yapilan bagimsiz

bir validasyon sonucunda miR-19 6nem kazanmamuistir (130).

1.2.3.1.6.3. Hiicre Donglsii/ Proliferatif/ Sagkalim Defektleri ve miRNA

Hicre dongusi/ proliferasyon/ sagkalim defektleri ile devamli ve anlaml bir
sekilde iliskili olan ve onkogenik veya timor supresor olarak gliomlarda tanimlanan
miRNA’ lar miR-21 (20, 37, 118, 143, 156, 200) miR-26a (81, 99) miR-221/222 (60,
197) miR-7 (97, 183) ve miR-34a’ yi1 (68, 119) icermektedirler ve bitin bunlar
EGFR/PTEN/Akt, p53/pRB, STAT3/Akt, RAS/Raf/MEK/ERK sinyallesme yolaklari ve Rb
G1-S hiicre donglisii kontrol noktalarinin bir veya daha c¢ok komponentini
hedeflemektedir. Sekil 24 dereglile miRNA’ lar tarafindan hedeflenen glioblastom

patogenezindeki sinyallesme yolaklarini 6zetlemektedir.
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Sekil 24. Glioblastom patogenezinde rol oynayan sinyal yolaklari, disregile
miRNA’ lar tarafindan hedeflenir. A; EGFR/PTEN/Akt ve RAS/Raf/ERK sinyal yolaklari.
B; Rb G1->S hiicre dongusl kontrol noktasi. Yukari-regiile miRNA’ lar kirmizi ve

asagi-regile miRNA’ lar yesil ile gosterilmistir (30)

1.2.3.1.6.4. Hiicre Gogii, invazyon ve miRNA

Simdiye kadar GBM invazyonu ve goclinde miR-21 (35, 118) ve miR-10b’ nin
(81, 161, 167) pozitif mediyatér ve miR-29b, miR-125a (38) ve miR-146b’ nin (190),

slipresor olarak gorev yaptig1 gosterilmistir.

miR-34a ve miR-7 gibi gliom hiicre doéngisi/sagkalim/oliminde yer alan
miRNA’ lar ayrica GBM hicrelerinin invaziv ve migratér fenotiplerini modiile

ederler.
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1.2.3.1.6.5. Anjiyogenez, Tumor Metabolizmasi ve miRNA

Mikrovaskiler proliferasyon ve neo-anjiyogenez GBM’ in en yogun olarak
¢ahisilan 6nemli histopatolojik 6zellikleridir ve 6zglin tedaviler igin odaklanilan
onemli bir alandir. Hicre goc¢l ve invazyonunda dahil olan miRNA’ lar gibi
onkogenler ve timor supresor genlerin ¢cogunun GBM’ de anjiyogenez ve timor

metabolizmasinda payi vardir.

GBM anjiyogenezinde timor-nis iliskisinin dnemi yakin zamanlarda miR-296'
nin, insan mikrovaskiiler endotel hiicreleri tarafindan U-87 gliom hcreleri ile
birlikte kiltUrlendikten sonra Uretilen VEGF' nin pro-anjiyogenik alt efektorlerinden
biri oldugunu kesfeden Wurdinger ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda gosterilmistir
(189). Bunlar, islev kaybi ve kazanci deneylerini kullanarak miR-296' nin in vitro

anjiyogenez modellerinde tubilogenezi tetikledigini gdstermislerdir.

Gliom anjiyogenezinde gereken miRNA yelpazesi heniiz belirlenmemis olsa da,
normal damar gelisimi ve anjiyogenezde islevi olan pekgok miRNA' nin timorden
kaynakli anjiyogenezde ortlisen rolleri olmasi beklenir. Gercekten de, gliom
hiicrelerinde timor baskilayici roli olan miR-34a' nin endotel progenitor
hiicrelerinde yaslanmayi tetikleyerek fizyolojik anjiyogenezi durdurdugu (199)

gosterilmistir.

Hipoksinin, timor grade’i, yayilim ve vaskilarite dahil GBM biyolojisinin
muhtemel bir sidrikleyicisi ve belirleyicisi oldugu gosterilmistir (5, 49). GBM' de
sikhikla islevselligi kalmayan ve sirasiyla onkogenik ve timor baskilayici roller alan

MYC onkoproteini ve HIF ailesindeki transkripsiyon faktorleri (HIF-1/2) arasindaki

78



fonksiyonel birliktelik (81, 135) timor hicrelerinin anaerobik metabolizma ve
anjiyogenezi kolaylastirmak yoluyla hipoksi kosullarina karsi adaptif tepkilerinde
merkezi roller oynadigl gosterilmistir. Hem c-Myc hem de HIF-1' in, hedef genleri
metabolizma ve anjiyogenezde goérev yapan miR-17-92 (43, 172), miR-23a/b (21,
58), miR-210 (50) miR-451 (62) ve miR-326' yi (96) dogrudan aktif hale getirdigi

gosterilmistir.

Ozellikle, miR-17-92 grubunun miRNA' lari, miR-210 ve diger hipoksi ile
baglantih miRNA' lar (103) primer GBM' de en yliksek miktarda artis gosterdigi
belirlenmis olan miRNA' lardir. Bu miRNA' larin pek ¢ogunun ekspresyonu astrositik
timor gelisimi sirasinda GBM' in belirgin 6zelliklerinin kazanilmasi ile paraleldir ve

tedavide 6nemli olabilecegini gbsteren hayatta kalma islevlerine sahiptir.

1.2.3.1.6.6. Farklilasma, Kendini Yenileme ve miRNA

Malin beyin timorlerinin tahmini hiicresel kokeni olan, sinir kok/progenitor
hiicreleri de dahil cesitli dokulardan ve hiicre tirlerinden tiretilen kék hicrelerin
yenilenmesi ve farklilasmasini diizenlemede miRNA' larin énemli fizyolojik rollere
sahip oldugu saglam kanitlarla desteklenmektedir (57). "Kanser kok hiicreleri" diye
adlandirilan, kendini yenileme ve multipotent farklilasma potansiyeli ve glicli timor
baslangici ve muhafazasi 6zellikleri gibi belirleyici kok hiicre 6zelliklerini gosteren
timor hicrelerinin kiguk bir kismi GBM' i de igeren gesitlilikteki solid timorlerden
izole edilmistir (56, 168). Primer GBM' lerin RNA ve miRNA ekspresyon profilleri
multipotent sinir kok hicrelerinin transkriptomlari ile 6nemli seviyede bir ortlisme

gosterir.  Ozellikle miR-17 ailesi, miR-183-182, miR-302-367 ve miR-371-373
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kiimeleri gibi, pluripotent embriyonik kok hticrelerde yiiksek miktarda bulunan
miRNA' lar da GBM ve sinir kok hiicrelerinde yukari-regiledirler. Buna ek olarak,
sinir farklilasmasinda 6nemli olan miRNA' lar (miR-7, miR-9, miR-124, miR-137)
GBM' ler ve farklilasmamis sinir kok hiicrelerinde az ifade edilmektedir (106). Kok
hicre yenilenmesinde/farklilasmasinda normal islevi olan 6zel miRNA' larin in vitro
ve in vivo manipulasyonunun GBM hiicrelerinde ve GBM-kanser kok hiicrelerinde
timorijenik 6zellikleri degistirebilir olmasi 6nemlidir. Ozellikle, miR-124 ve miR-137"
nin ektopik anlatimi CDK6' y1 hedef alarak ve RB1 yolagini aktive ederek GBM' de
farklilasmaya ve hiicre dongisii duraksamasina yol acabilirken (167), miR-128
ekspresyonu da onkogenik bir sinir kok hiicresi yenilenmesi faktorii olan Bmi-1' i

hedef alarak GBM hiicrelerinde bliyime ve kendini yenilemeyi durdurabilir (63).

GBM veya GBM-kanser kok hicreleri tizerinde miRNA' larin rolii konusunda
yapilan bugline kadarki calismalar 6rnek sayilari ve mikroarray platformlari ile
sinirhdir. GBM' deki molekiler heterojenligin ortaya cikmasiyla da uyumlu olarak,
MRNA ekspresyon profili ¢alismalari GBM-kanser kok hicrelerinin de o6zel
sinyallesme yolagi isaretleri temelinde birbirinden ayrilabilecegini gostermektedir
(7, 124). Bu nedenle, blyiuk miktardaki GBM' den izole edilmis olan kanser kok
hiicrelerinde eksprese olan butin miRNA' larin yelpazesinin daha genis kapsamda
incelenmesi, GBM-kanser kok hiicrelerinin muhtemel timorijenik 6zelliklerini
korumak icin gerekli olan esas sinyallesme yolaklarini destekleyen miRNA' larin

belirlenmesine yardim edecektir.
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1.2.3.1.6.7. Beyin Tiimoérii Diagnozu ve Ongoriisiinde miRNA’ lar

Cogu beyin timori icin glincel tedavi kararlari 6ncelikle, timdr morfolojisi ve
yari-kantitatif ~immunohistokimyasal yontem bazli olasi hilicre soyunun
siniflandiriimasina dayanmaktadir. Cocuk ve yetiskinlerde gliomlar en siklikla tani
konan tiimorleri temsil etmelerine ragmen, tedavi stratifikasyonu ve tahmini igin
kritik olan tiumor derecelendirmesi, terapoétik denemelerindeki merkez patoloji
derlemelerinde %30" a kadar kanitlandigindan, yetersiz kalmaktadir (151). Benzer
sekilde, karakteristik olarak degisken noro/glial veya epitelyal diferansiyasyon
sergileyen embriyonal beyin tlmorlerinin teshisi, histolojik alt siniflarin yeni
tanimlamalari ve yeniden siniflandirmalarinda yansitildigi Gzere (91, 125) uzmanlar

arasinda dahi gekismelere neden olmaktadir (14).

Cesitli calismalar normal doku, timor ve timor alttipleri arasinda miRNA
ekspresyonunun dikkate deger bir sekilde degiskenlik sergiledigini gdstermistir. Bu
degiskenlik, gelistirilmis kanser tedavisi icin yararlanilmasi gereken bir potansiyele

sahiptir (29, 157, 178).

miR-92b ve miR-9/9x% ekspresyonlarinin, beyinde intrinsik olanlari, metastatik
timorlerden spesifik olarak belirlemekte ve ayirmakta oldugu bulunmustur (140).
Normal ve neoplastik dokularda genis kohortlarda gergeklestiriien miRNA
profillemesinde yaklasik 200 miRNA’ nin ekspresyon imzalarinin 16,000’ den fazla
mMRNA’ nin ekspresyon profilinden daha saglam bir siniflandirma sagladigi gérilmus

ve timor tipleri, soylari ve diferansiyasyon durumlari belirlenmistir (126).
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Morfolojik GBM timorlerinin cgesitli alt gruplarini ispatlayan son mRNA
ekspresyon calismalari, gliomlarin molekiler cesitliligini vurgulamakta ve daha
ozellesmis tedavilerin gelisimine meydan okumaktadirlar. Onemli olarak, gliom,
ependimom ve medulloblastom calismalari, primer timorlerin gen ekspresyon
imzalarindan timor hiicre orjinini tahmin etmekte ve timor fenotipi ve terapotik
yaniti belirleyebilmektedir. miRNA ekspresyonu, beyin timorlerinin klinik idaresi

icin daha giiclu diyagnostik ve prediktif araglari temsil edebilir.

Bugiline kadar, beyin timorlerinde miRNA ekspresyon ¢alismalarinin
yayinlanan biylik bir kismi cok az sayida timor ve sinirh miRNA array
platformlarinda gergeklestirilmistir. Bununla beraber bu g¢alismalar, normal ve
neoplastik beyin dokularinin ayirt edilebilir oldugunu ve beyin timoér progresyonu
ve hasta prognozunu belirleyebilecegini konfirme etmistir (51, 167). Ozellikle miR-
21’ in artan seviyeleri, yiksek miR-221 ve disiik miR-125, miR-137 (167) ve miR-
181b ekspresyonlari grade II’ den grade IlI/IV gliomlara progresyonunda paralellik
gosterdigi rapor edilmistir (36, 130). Bu c¢alismalar, miRNA’ larin gliom

siniflandirmasi ve belirtileri icin potansiyel oldugunun altini ¢cizmektedir.

1.2.3.1.6.8. Biyomarkir olarak miRNA’ lar

Hastalik ile iliskili olan morbidite ve mortaliteyi 6nemli derecede disliirmek
icin ve tanist konmus olgularin prognozunu gelistirmek icin, ginimuzdeki
¢alismalarin 6nemli bir amaci kanser hastalarinin erken diagnozudur. Onkolojik
arastirma vyillarca timor o6rneklerinde tanimlanabilen veya hasta kaninda dolasan

proteinler arasinda yararli biomarkirlar icin ¢alismalar yapmistir. Simdi, miRNA’ lar
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stabil olmalari ve seviyelerinin olclilebilmeleri 6zellikleri sayesinde potansiyel

biomarkirlar paneline eklenmistir (30).

Tedaviyi uyarlamanin yaninda, terapoétik etkiyi o6lgmek igin uygun
biyomarkirlara ihtiya¢ duyuldugu, yolak spesifik kanser terapétiklerinin gelisimi ile
artan bir farkindalik olusmaktadir. Ornegin, EGFR inhibitérlerine karsi EGFR
amplifikasyonu/asiri-ekspresyonu olan GBM’ lerin tedaviye cevap verme hizinin

PTEN kaybi ile tahmin ve modiile edildigi gdsterilmistir (181).

Benzer olarak miRNA’ larin ekspresyonu, radyasyon ve spesifik kemoterapiye
olan gliom yanitinin tahmin edilmesi veya modifiye edilmesini saglamaktadir.
Ozellikle miR-21 ekspresyonunun, radyasyon rezistansi (22), taksol (156) ve VM26
(118) duyarhhg ile korele oldugu bildirilmistir. Ginimize degin, merkezi sinir
sistemi tlimorleri i¢cin kandan veya serumdan saptanan biyomarkirlar olan
konvansiyonel sinyal molekilleri ile sinirli basari elde edilmistir. Vicut sivisindaki
sasirtictc miRNA stabilitesi ile ilgili raporlar, merkezi sinir sistemi tlimorleri igin
miRNA’ larin kolayca elde edilebilir, cazip kan-bazli biyomarkirlar olduklarini giin
Isigina cikarmistir. Ayrica, miRNA’ larin aseliler serum vezikillerinde tespiti, miRNA’
larin hicre-bagimsiz serebrospinal sivilarda da basari ile tespit edilebilecegini
gostermistir. Serebrospinal sivilarda timor spesifik miRNA’ larin tespit yeterliligi,
Ozellikle MB ve CNS-PNET gibi embriyonal beyin tiimérlerinin tedavilerinde, dikkate
deger terapotik etki saglamakta iken, nispeten basit serebrospinal sivi sitolojisi
derecelendirme ve tedavi risk stratifikasyonu icin altin standart olmayi

stirdirmektedir.

83



Bu bulgular miRNA’ larin biyomarkir olarak kullanabilecegine ve kanserlerin
saptanmasinda glcli bir tanisal arac¢ olarak kullanilabilecegini desteklemektedir.

GUnumuzde miRNA’ larin tanisal amagh kullanim alanlari hizla gogalmaktadir.

1.2.3.1.6.9. Beyin Tiimorii Tedavisinde Hedef Olarak miRNA’lar

Yuzlerce kansere miRNA’ larin dahil olmasi, kanser tedavisinde miRNA’ larin
hedef alinmasini agik bir sekilde tetiklemistir. Tek bir miRNA siklikla,
diferansiyasyon, proliferasyon, apoptoz veya hiicre bliyimesi gibi multipl hiicresel
fonksiyonu nitelendiren, bir veya cesitli yolaklari iceren c¢ok sayida mRNA’ yi
hedeflemektedir. Bu nedenle, kritik regiilatér merkezde, kritik timor onkogenik
veya tumor sipresér miRNA’ nin inhibisyonu veya dizeltilmesi potansiyel olarak

glcll ve etkili kanser terapoétikleri oldugunu temsil etmektedir.

1.2.3.1.6.10. Tedavide Hedeflemek icin Aday miRNA’ larin Segimi

miRNA ekspresyonu yliksek oranda hiicre tipi ve doku spesifiktir, bu nedenle
timor ve normal doku arasinda en cok diferansiyel olarak eksprese olan ve timor
blylmesinin 6nemli bir makinisti olan terapoétik bir hedeftir ve kanser tedavisi igin
idealdir (28). miR-21, miR-17-92 ve C19MC gibi, beyin timorlerine 6zgl cesitli
miRNA’ lar, MYC gibi geleneksel onkogenlerin ylksek dlzeyde genomik
amplifikasyonunu veya ekspresyonunu ortaya koyarlar. Cocukluk c¢agi
medullablastom ve néroblastomdaki MYC onkogenlerine benzer olarak, C19MC
amplikonu, rekiirren CNS-PNET’ in neredeyse tiim tlimor hiicrelerinde var oldugu
rapor edilmis (148), bu da C19MC onkogenik miRNA’ larin CNS-PNET’ teki 6nemini

vurgulamaktadir. Benzer olarak, c-MYC bazli lenfomagenezi potansiyel olarak
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arttirdig1 gosterilmis olan miR-17-92 lokusunun, medulloblastom igin cazip bir hedef
oldugu bildirilmistir (72). Yakin zamanda yapilmis olan bir ¢alisma, lenfomagenezi
tetiklemek igin indiklenebilir miR-21 kullanmis ve bdylece miR-21 in in vivoda gligll
bir onkogen (134) ve gliom tedavisi icin cazip bir aday oldugu ispatlanmistir. Dikkate
deger olarak, bu calisma, miR-21 ekspresyonunun tek basina lenfomagenezin
indiklenmesi icin gerekli oldugunu ve miR-21 ekspresyonunun geri g¢ekilmesinin
eslik ettigi bu tumor regresyonunun, tiimor hicrelerinin MYC gibi konvansiyonel
onkogenlerle ayni sekilde “miRNA onkogenlerine bagimlilik” sergiledigini isaret
etmektedir (86). Bu ¢alisma, C19MC, miR-17-92 and miR-21 gibi onkomirlerin anti-

kanser hedefler olarak yliksek oranda gekiciliginin altini gcizmektedir.

Klinik onkolojide monoterapi istisna oldugu gibi, spesifik anti-miRNA’ larin da
diger vyeni tedavilerle veya konvansiyonel kemo veya radyoterapétiklerle
kombinasyonu en yararl olmaktadir. Ornegin, anti-miR-21’ in in vitro ve in vivoda
gliom hicre hatlarinda apoptozu indiklemek igin, TRAIL (37) ve VM26 ve

konvansiyonel kemoterapotiklerden Taksol (156) ile sinerjisi gosterilmistir.

1.2.3.1.6.11. Antisens miRNA Tedavisi ve Anti-miRNA Oligoniikleotidleri

Kullanilarak Beyin Tiimori Tedavisindeki Zorluklar

miRNA bazli tedaviler 6nemli derecede asagi-regiile olan miRNA’ larin yerine
konmasi veya anti-miRNA oligoniikleotidlerin kanserde yukari-regiile olan miRNA’
larin degradasyonu arttirilarak veya rekabet¢i olarak baglanmalari prensibine
dayanmaktadir. ideal bi anti-miRNA, in vitro ve in vivo stabiliteyi ve miRNA hedefleri

icin ylksek spesifite ve baglanma afinitesini icermektedir.
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Son mIiRNA terapotik modellerinde, bir veya multipl miRNA’ lar veya
antagomirler eksprese eden lentivirisler veya adenovirisler, tek veya coklu miRNA’
lari susturmak veya tamir etmek igin sirasiyla basari ile kullanilmaktadir (101, 162).
Benzer olarak, adenovirus ko-eksprese eden p53 ve p21l-hedefleyen miRNA’ lar,
timor hiicre kemo-sensitivitesini in vitro ve in vivoda zenginlestirmek lzere basari
ile kullanilmaktadir (85). Bu calismalar, kanser terapétigi olarak anti-miRNA

uygulamalarinin kapsaminin farkindaliginin altini gizmektedir.

Konvansiyonel beyin timori tedavisindeki gibi, kan-beyin bariyerinin rolatif
gecirmezligi, beyin timorlerine anti-miRNA’ larin tedavisinin uygulanmasinda en
dikkate deger engeldir. Anti-miRNA’ larin sistemli uygulamasi, cesitli timorlerde
miRNA diizeylerini hedeflemesine (45, 102) ve fare korteksine dogrudan enjekte
edilen anti-miRNA’ larin hedef miRNA’ lari etkili bir sekilde susturmasina ragmen,
sistemik olarak iletilen anti-miR’ ler, hedef miRNA ekspresyonunu degistirmek igin
etkin bir sekilde kan-beyin bariyerini gecememektedirler (102). Fakat son calismalar
miRNA bazli farmakolojiklerin nanopartikiller ve immunolipozomlar (121, 198)
aracitligiyla etkin bir sekilde aktarilmalarina dair heyecan verici olasiliklar

sunmaktadir.

Beyin timorlerindeki miRNA-bazli tedavilerin gergeklestiriimesindeki zorluklar,
norogenezde miRNA’ lar icin kritik diizenleyici rolleri isaret etmektedir (92). Ayrica,
tek bir niikleotid tarafindan farklilasan yiiksek oranda iliskili miRNA’ lari kodlayan,
C19MC gibi bliyik miRNA kiimelerinin bir cogunun, ozellikle spesifik anti-miRNA’ lar

ile hedeflenmesi glictlir. Beyin gelisiminde miRNA’ larin normal
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fonksiyonlarini irdeleyen boéyle calismalar, miRNA-bazli terapdtiklerin en iyisinin

tasarimi igin kritiktirler.

1.2.4. Mikroarray

mikroRNA mikroarrayi kiiltiire edilmis hiicrelerde veya dokularda mikroRNA
ekspresyonu c¢alismak icin yiksek GrtGn hacimli bir yontemdir. mikroRNA
mikroarraylerde biyotin etiketleri 5-cap yapi icermeyen RNA molekiillerinin 5’
uclarina baglanir. Bu RNA molekiilleri rRNA, tRNA, mikroRNA, siRNA, snRNA’ lari ve
fonksiyonlari heniiz belli olmayan diger RNA transkriptlerini icermektedir.
Etiketleme seciciliginden dolayl, bu yontemde, genom transkriptlerinin karmasik
dizileri olan mRNA’ nin sebep oldugu, disik yanlis pozitif hibridizasyon sinyalleri
meydana gelir. Bu yontem, RNA hedef amplifikasyonu olmadan direkt izole edilen
RNA’ yi kullanir ve sonugta hiicresel mikroRNA molar oranini yansitir, boylece
hibridizasyon sinyallerin glivenilirligi saglanmis olur. Bir mikroRNA mikroarrayi genel
olarak; 1) total RNA izolasyonu 2) mikroRNA isaretlenmesi ve temizlenmesi 3)
mikroRNA’ nin mikroRNA problari ile tespit edilen arraye hibridizasyonu 4)

yikamalar ve gorintileme basamaklarindan olusur.

1.2.4.1. Mikroarray teknolojisinin avantajlari

Gen ifadesi modellerinin genel bir goriintisini elde etmeyi mimkin kilmasi,
belli bir hiicre tirinin belirli bir ortam icin gen ifade profili belirlenip, bu profil farkl
hiicre tipleri ve farkh cevre kosullarindaki gen ifadesi profilleriyle bu yontemle

karsilastirilabilmesi, kisa slirede ve oldukga pratik olarak birkag bin genin analizinin
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mimkin olmasi, az sayida deney yapilmasi ve givenilir olmasi avantajlarinin

arasinda sayilbilir.

1.2.4.2.Mikroarray teknolojisinin dezavantajlari

Tim deney diizenegi nikleik asit hibridizasyon yontemine baghdir ve yiksek
oranda benzerlik gosteren diziler problem yaratabilir. Bu nedenle mikroarrayden
elde edilen veriler klasik gen ekspresyon analiz yontemleriyle dogrulanmalidir.
Ayrica tim mikroarray deneylerinin ayni hassasiyette olmayisi, ekspresyondaki
kiicik degisikliklerin analizde fark edilemeyecek boyutta olmasi, birbirinden farkl
cipler kullanilarak vyapilan deneylerin birbiriyle karsilastirlmasinda yasanan
zorluklar, optimizasyon ve standardizasyon sorunlari karsilasilan problemlerden

birkagidir.

1.2.5. Beyin Tiimorii Hiicre Modelleri

Hiicre hatlari, laboratuvar calismalarinda ve in vitro kanser arastirmalarinda
model olarak siklikla kullanilmaktadir. Hlicre hatti kullaniminin bir takim avantajlari
bulunmaktadir. Muamele edilmeleri kolaydir ve sinirli kosullarda bile limitsiz
Ureyebilme yetenegindedirler. Ayrica, ylksek derecede homojenite gosterirler ve
donmus stoklardan kolaylikla kullanilir hale getirilebilirler. Ancak, bir takim
dezavantajlari da bulunmaktadir. Hicre hatlari siirekli kiltiirde genotipik ve
fenotipik sapmalara egilimlidirler. Ayrica, alt kiltlrler olusabilir ve zaman igerisinde
populasyonda bulunan daha hizli biyliyen ve spesifik klonlarin secimiyle fenotipik

degisikliklere neden olabilirler.

88



Bu ¢alismada U-87MG, U-118MG ve LN-18 hiicre hatlari galisiimistir (75).

U-87 MG Hiicre Hatti

Organizma:

Yas:

Cinsiyet:

Etnik kéken:
Organ:

Biiyiime Ozelligi:
Morfoloji:
Hastalik:

Tiimor derecesi:
Morfoloji:

Tumorigenik:
Antijen ekspresyonu
Sitogenetik Analiz:

izoenzimleri:

(Sekil 25)

Homo sapiens

44

Bayan

Beyaz Irk

Beyin

Adheren

Epitelyal

Glioblastom, astrositom

2007’de derece IV olarak siniflandirildi
Epitelyal

Evet

Kan tipi A, Rh+

Hicrelerin % 48’ inde rastlanan 44 kromozoma sahip
hipodiploid insan hiicre hattidir. Yiiksek kromozom
diizenlenme derecesi % 5,9’dur. 12 markir der(1)t(1;3)
(p22;921), der(16)t(1;16) (p22;p12), del(9) (p13) ve baska
9 tane dahil olmak lzere tiim hicreler igin ortaktir. Bircok
hicrede der(1) markiri 2 kopyaya sahiptir. Normal X’'ten
sadece 1 kopya vardir. N1,N6 ve N9 bulunamadi.

AK-1,1, ES-D, 1, G6PD, B, GLO-I,1, Me-2,1, PGM1,2,
PGM3,1

Sekil 25. U-87 MG Hiicre Hatti (6lgek gubugu: 100um)
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U-118 MG Hiicre Hatti (Sekil 26)

Organizma:

Yas:

Cinsiyet:

Etnik kéken:
Organ:

Biiyiime Ozelligi:
Morfoloji:
Hastalik:

Tiimor derecesi:
Tumorigenik:
Antijen ekspresyonu
DNA Profili
(STR):

izoenzimleri:

Homo sapiens

50

Erkek

Beyaz Irk

Beyin

Adheren

Karisik

Glioblastom, astrositom

2007’de derece IV olarak siniflandirildi

Evet

Kan tipi A, Rh+; HLA Aw24, A28, B12, Bw47
Amelogenin: X,Y

CSF1PO: 11,12, D13S317: 9, D165539: 12,13, D55818: 11,
D75820: 9, THO1: 6, TPOX: 8, VWA: 18

AK-1, 1-2, ES-D,1, G6PD,B, GLO-I, 1-2, Me-2, 1, PGM1, 2,
PGM3, 2

Sekil 26. U-118 MG Hiicre Hatti

LN-18 Hiicre Hatt::

Organizma:
Doku:

izolasyon Tarihi:
Tumor derecesi:
Hastalik:
Hiicresel Uriinler:
Yas:

Cinsiyet:

Etnik koken:
Organ:

Homo sapiens

serebrum; sag temporal lob
1976

Derece IV

Glioblastom; gliom
Fibronektin

65

Erkek

Beyaz

Beyin
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Biiyiime Ozelligi:
Morfoloji:
Tumorigenik:
Antijen ekspresyonu
DNA Profili

(STR):

Onkogen:

Adheren

Epitelyal

Evet

HLA A2, A9, B5, BW35, DRWS3,

Amelogenin: X,Y

CSF1PO: 12, D13S317: 12,13, D165539: 11,13,
D5S818:11,13, D75820: 8,10, THO1: 9, TPOX: 8, vWA: 17,18
p53 + (mutasyona ugramis, TGT (Cys) --> TCT (Ser) kodon
238’de mutasyon), PTEN + (yabanil tip), p16 - (delete),
p14ARF - (delete)
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2.1. GEREG VE YONTEM

BOLUM Il

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dal’ nda 2007-2011 yillari

arasinda beyin tiimoéri tanisi almis 50 olgu (32 GBM, 10 DA ve 8 AO) cahsildi. TGmor

fenotipine neden olan mIiRNA ekspresyon degisimleri mikroarray yontemi ile

belirlendi.

2.1.1. Hicre Kiiltiiri Calismalarinda ve Molekiiler Calismalarda Kullanilan

Cihazlar ve Kimyasallar

Tablo 5: Kullanilan Cihazlar

Adi/Modeli ' Marka

Steril kiiltlr kaplari

Corning

Laminar Air Flow

Hera Safe Heraeus

CO,’ li inklibator

Thermo Electron Corporation Hepa Class 100

Inverted mikroskop Olympus
Istk mikroskobu Olympus
Santrifij Eppendorf

Sogutmali Santrifij

Hettich Zentrifugen

Sogutmali Santrifiij

IEC MultiRF thermo

Otomatik mikropipetler (10-1000ul) | Eppendorf
NanoDrop ND-1000 Thermo
-86°C Derin Dondurucu Revco
-20°C Derin Dondurucu Vestel
Falkon tip (15 ml, 50ml) Corning
Neubauer Lam Marienfeld
Disposible pipetler (5, 10, 25 ml) Costar

+4 °C Buzdolabi Vestel
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Tablo 57 in devami

Adi/Modeli Marka

TC-300 Thermocycler Techne

Bio TDB-120 Kuru isi blogu Biosan

2100 Bioanalyzer Agilent

RT Analyzer Geniom
Nimblegen MS 200 Array Tarayicl Roche

miRNA Biochip GenoExplorer
HX1 mikser Nimblegen
Nimblegen HS12 Hibridizasyon firini | Roche
NimbleGen Mikroarray kurutucu Roche

Tablo 6: Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal \ Marka \

BIOAMF Medyum

Biological Industries, Israel

DMEM Medyum

Biological Industries, Israel

inaktif Fotal Sigir Serumu

Biological Industries, Israel

Penisilin/ Streptomisin

Biological Industries, Israel

L-glutamin

Biological Industries, Israel

Tripsin

Biological Industries, Israel

Dimetil stlfoksit (DMSO)

Sigma Chemical Co., St Louis Missouri

Tripan Mavisi Boyasi

Sigma Chemical Co., St Louis Missouri

DNAse/ RNAse free su

Fermentas

Assay Reagent Kit

Kloroform Merck
Etanol Merck
QlAzol Lysis Reagent Qiagen
miRNeasy Kiti Qiagen
Bioanalyzer ve RNA 6000 Nano Agilent

GenoExplorer™ miRNA Full Kit

GenoSensor Corporation

RNaseZAP

Ambion

2.1.2. Olgu ve Hiicre Hatlari

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim Dal’ nda 2007-2011 yillari

arasinda beyin tUmori tanisi almis 50 (19K, 31E) olgu calisildi. Tez calismasina

katilmayi kabul etmis, gonilli onam formu imzalamis olgulardan tani amach rutin

biyopsi uygulamalari sirasinda veya operasyon ile rezeke edilen tiimérden timor

ornegi alindi. Timoér orneklerinin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji



Anabilim Dall’ na transferi 15 ml’ lik falkon tiplerde bulunan serum icermeyen

DMEM medyum icerisinde operasyonun hemen akabinde gerceklestirildi.

Pozitif kontrol olarak U-87 MG (insan glioblastom grade 4), LN-18 (insan

glioblastom grade 4), U-118 MG (insan glioblastom grade 4) hiicre hatlari kullanildi.

2.1.3. Tumor Derece ve Evresinin Belirlenmesi

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Nérosirurji Anabilim Dal’ nda alinan 50 timor
dokusu, calisilacak timor ornekleri arasindaki heterojenitenin bertaraf edilmesi
amaciyla 2 esit parcaya ayrildi. Pargalardan biri, Patoloji Anabilim Dal’ nda es
zamanl olarak timorin tipi ve derecesini belirlemek lzere histopatolojik olarak

degerlendirildi.

2.1.4. Tumor Hiicre Kultiira

2.1.4.1. Tiimor Hicrelerinin Kiiltiir Kaplarina Ekimi

Mekanik yontemle kiicik parcalara ayrilan doku pargasi, 25 cm? lik hiicre
kiiltlir kabina (flask) ekildi. Hicrelerin in vitro kosullar altinda yasayabilmeleri,
blylyebilmeleri ve proliferasyonu icin BIOAMF-1 (Biological Industiries), BIOAMF-1
supplement, 2mM L-glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin bilesiminden olusan uygun
kiltiir ortami kullanildi. Hiicrelerden yeterli ireme elde edilene kadar 37°C’ de %95
nem ve %5 CO,’ li etlivde inkiibe edildi. Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlari ve takip

islemleri inverted mikroskop ile izlendi.
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2.1.4.2. Tiimor Hiicrelerinin ve Hiicre Hatlarinin Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Yeterli Greme gozlenen flasklardaki hicreler, hiicre sayisini artirmak amaciyla
75 cm? lik flasklara pasajlandi. Beyin timor hicreleri ve hicre hatlari hiicreleri
monolayer hiicrelerdir ve hiicrelerin pasajlanmasi igin ilk olarak yapistiklari

ylzeyden ayrilmalari gerekir. Bu nedenle,

e Flasklarda bulunan ortam dokuldi ve flasklar bir kez serumsuz ortam
kullanilarak yikandi.

e Daha sonra hicrelerin Gzerine 1 ml tripsin-EDTA (%0,25-%0,05 v/v) soltisyonu
ilave edildi. 3-4 sn bekletildikten sonra tripsin uzaklastirilarak flasklar 5 dk
boyunca inkiibatorde bekletildi.

e inkiibatérden cikan flasklar inverted mikroskopta incelendi ve tiim hiicrelerin

kalkip kalkmadigi kontrol edildi.

Yukaridaki 3 islem tripsinizasyon olarak adlandiriimaktadir

e Flasklarda bulunan tim hicreler yapistiklari flask ylizeyinden kalktiktan sonra,
Uzerine 10 ml serumlu ortam ilave edildi.

e Bu hiicre-ortam karisimi 15 ml’ lik falkon tliplere aktarildi ve 2500 rpm’ de 5 dk
santriflj edildi.

e Santriftij sonrasi falkon tlip icerisinde bulunan slipernatant uzaklastirildi ve dipte
kalan hiicrelerin tzerine 10 ml BIOAMF-1 medyum eklenip 2 adet 75 cm? lik
flaska esit olarak boliindd.

e Flasklar Gzerine 10 ml daha medyum eklenerek pasajlama islemi tamamlanmis

oldu.
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Hiicrelerin ylzeye yapisarak liremeye devam etmeleri icin flasklar inkibatore

kaldirilarak inkiibasyona birakildi ve proliferasyonlari saglandi.

2.1.4.3. Tiimor Hiicrelerinin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyon)

Flasklarda bulunan hiicreler 6ncelikle tripsinizasyon islemi ile yapismis olduklari
flask ylzeyinden kaldirildi.

Flasklarda bulunan tim hicreler kalktiktan sonra, tGzerine 10 ml serumlu ortam
ilave edildi.

Hicreler 15 ml’ lik falkon tiplere alinarak 2500 rpm’ de 5 dk sire ile santrifij
edildi.

Bu sirada 9:1 oraninda serum: DMSO karisimindan olusan ortam buz lizerinde
hazirlandi.

Santrifij sonrasi falkon tlp icerisinde bulunan slipernatant uzaklastirilarak
falkon tlipler buz Gzerine alindi. Falkon tliplerde bulunan hticreler lizerine 800 pl
serum-DMSO karisimi eklenerek reslispanse edildi.

Buz icerisinde bulunan kriyotlpler icerisine bu karisim aktarilarak -86°C’'ye

kaldirldi.

2.1.4.4. Dondurulmus Tiimér Hiicrelerinin Cozdiriilmesi

-86°C’ de kriyotupler icerisinde bulunan dondurulmus hiicreler oda isisina alindi.
DMSQO’ nun hiicre canhligi lzerinde negatif etkisi bulunmaktadir. DMSO’ dan
zarar gorme slrecisini azaltmak amaciyla kriyotip icerisine hizh bir sekilde besi
ortami ilave edildi. Pastor pipeti yardimiyla karistirilarak hicreler 15 ml’ lik
falkon tip icerisine alindi.
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Falkon tlip icerisine toplam hacim 15 ml olacak sekilde besi ortami ilave edilerek
2500 rpm’de 10 dk santrifuj edildi.

Santrifuj sonrasi falkon tlip icerisinde bulunan slipernatant uzaklastirildi ve
hiicreler Gzerine 15 ml besi ortami eklendi, pastor pipeti yardimiyla karistirildi ve
2500 rpm’ de 10 dk santrifij edildi.

Santriflij sonrasi falkon tlp icerisinde bulunan slipernatant uzaklastirildi ve
¢Oken hiicrelerin Gzerine 15 ml besi ortami eklenerek 75 cm? ik flasklara alind.
Flasklar, 37 °C’ de % 95 nem ve % 5 CO, iceren etiive alinarak inkiibasyona
birakildi.

48 saat sonra (iremeye baslayan hticrelerin ortamlari yenilendi. Yaklasik 1 hafta
sonra hiicreler bitln flask ylzeyini kapladi. Hicrelerin canhligini korumak ve

devamliligini saglamak amaciyla pasaj yapildi.

2.1.4.5. Tiimor Hiicrelerinin ve Hiicre hatlarinin Canliliginin Belirlenmesi

Hicre canhliginin belirlenmesinde, tripan mavisi canlilik boyasi testi uygulandi.

Tripan mavisi boyasi sadece 6lU hicrelerin membranlarindan gecebilir. Her bir

muamele edilen grubun yasama ylizdesi 6li hicrelerin (mavi) ve canli hicrelerin

(boya almamis) sayilmasiyla belirlenir (Sekil 27). Analiz edilen parametre; hasarli,

sizinti yapan plazma membranidir. Bu testin avantajlari arasinda 15tk mikroskobu ile

canh hicrelerin olilerden ayirt edilmesinde kullanilan standart bir metot olmasi,

hizli ve ucuz olmasi, total hiicre poptilasyonundan cok kiglik bir hacmin test analizi

icin gerekli olmasi sayilabilir.

Sayim icin en sik kullanilan yontem Neubauer hemositometresidir ve iki
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esdeger bolmeye sahiptir (Sekil 28). Sayma odaciginin derinligi 0,1 mm’ dir. Hiicre
siispansiyonu, odaciga mikropipetler yardimiyla aktarilir. Mevcut hiicre sayisina
gore hicreler, karelerin Ucll cizgilerle cevrelenmis oldugu merkezi bdlmelerde
sayilir. Sol ve Ust Ucli cizgilerdeki hiicreler sayima dahil edilir. Bu bolmelerin alani 1

mm? dir. Béylece hacmi 0,1 mm? olur. Bu alandaki tim hiicreler sayilirsa (N):

N=O,1mm3' te mevcut hicre sayisi

1 mlyani 1cm?® teki hicre sayisi = N x DF x 10*olur.

DF=Dilusyon Faktori

e Tumor hicreleri ve hicre hatlari monolayer hicreler olduklari igin ilk olarak
tripsinizasyon islemi yapildi.

e Tripsinizasyon isleminden sonra hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak 96 gozli
plate’ lere aktarildi ve 50 pl tripan mavisi boyasi ile karistirildi.

e Canlive 6li hicreler Neubauer lamda sayildi.

Tripan mavisi boyasi canli hiicreler tarafindan metabolize edildi ve hicre
disina atildi. Bu nedenle, canli hiicreler beyaz renkte goériildii. Oli hiicreler ise,

tripan mavisini metabolize edemedikleri icin maviye boyandilar.
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Sekil 28. Neubauer hemositometresi

2.1.5. miRNA Mikroarray Analizi

2.1.5.1. Total RNA izolasyonu

miRNA profillemesi icin kiiltiire edilen timoér hicrelerinden ve hiicre hatlari
hicrelerinden kiiglik RNA’ lari (6rnegin miRNA) da igeren total RNA izolasyonu igin,

18 niikleotidin lizerindeki biutiin RNA’ lari saflastirabilen miRNeasy Kiti kullanildi.

Kit; fenol/ guanidinin tiyosiyanat’ tan olusan monofazik bir soltisyon (QlAzol
Lysis Reagent) ile hicrelerin parcalanmasina ve total RNA’ nin silikamembran
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kolonla saflastiriimasi temeline dayanmaktadir. RNA igerigi bilinmeyen hicrelerde

kit ile izolasyon icin en fazla 1x10’, en az 1x10° hiicre kullanildi. Bu yiizden hiicreler

sayilarak baslangic materyalinin miktar kantitasyonu gerceklestirildi.

Flaskta tek bir katman halinde biyiyen hiicreler (1x10) tripsinizasyon islemi ile
kaldirildiktan sonra tizerlerine 10 ml ortam eklendi ve icerik 15ml’ lik falkon tiipe
aktarilip 2500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.

Santriflij sonrasi sipernatant uzaklastirildi. C6kmus olan hiicreler Gzerine 700 pl
QlAzol Lysis Reagent eklendi ve pipetaj ile gortinir hicbir hiicre pellet yigini
kalmayincaya kadar karistirildi.

Hicrelerin patlatiip  RNA eldesinin iyi olmasi icin homojenlestirilmesi
gerekmektedir. Bu islem icin “Qiashredder” tlip kullanildi. Qiazol ve hiicre
karisiminin hepsi “Qiashredder” tip icine aktarildi ve 13000 rpm’ de 2 dk
santrifij edildi.

“Qiashredder” tlp icersindeki homojenatlar 5 dk. oda sicakliginda (15-25°C)
inkube edildi.

Kolon atildi ve karisimin Gzerine 140 pl kloroform eklenerek tipin kendi kapagi
kapatildi ve bir sonraki asamadaki faz ayrimiigin 15 sn. ¢alkalandi.
Homojenatlarin bulundugu tupler tekrar oda sicakhginda (15-25°C) 2-3 dk
inkube edildi.

Daha sonra 4°C’ de 13000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilerek 6rneklerin 3 faza
ayrismasi saglandi: En Gstte RNA iceren renksiz sulu faz (hacmi yaklasik 350 pl),

ortada beyaz ara katman (interfaz) ve en altta kirmizi organik fazdir.
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Renksiz sulu faz yeni bir toplama tipine aktarildiktan sonra hacminin 1,5 kati
kadar %100’ lik etanol (~525 ul) eklendi ve pipetaj ile tamamen karistirildi.
Ornek karisiminin 700 pl’ si 2ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy Mini
spin kolonlara aktarildi ve oda sicakhginda (15-25°C) 13000 rpm’ de 15 sn.
santrifijlendi. Elisyon dokildikten sonra filtre ayni toplama tipine yerlestirildi
ve kalan karisim tekrar filtrelerin izerine eklenip tekrar oda sicakliginda 13000
rom’ de 15 sn. santrifujlendi.

Eliisyon atilarak ayni toplama tlipiine yerlestririlen kolon Gzerine 350 ul Buffer
RWT eklendikten sonra 13000 rpm’ de 15 sn. santrifiij edildi.

10 pl DNase 1 stok solisyonu ve 70 ul Buffer RDD kigik bir ependorf tip
icerisinde karistirildi.

Santrifij sonrasi elisyon atilarak ayni toplama tipilne vyerlestririlen kolon
Uzerine 10 pl DNase 1 stok solliisyonu+70 ul Buffer RDD karisimi eklendi ve oda
sicakliginda (15—-25°C) 15 dk. inkiibe edildi.

inkiibasyon sonrasi kolon iizerine 350 pl Buffer RWT eklendi ve 13000 rpm’ de
15 sn. santrifiij edildi.

Eltisyon atilarak ayni toplama tlipiine yerlestririlen kolon lzerine 500 ul Buffer
RPE tamponu eklendi ve 13000 rpm’ de 15 sn. santrifiij edilerek yikandi. Eliisyon
atilarak kolon ayni toplama tlipline yerlestirildikten sonra yikama islemi ayni
sekilde 500 pl Buffer RPE ile 13000 rpm’ de 2 dk. santrifiij edilerek tekrarlandi.
Elisyon atilirken kolon ellisyonla temas etmeyecek sekilde yeni bir toplama
tiplne aktarildi. Herhangi bir yilkama tampon veya ellsyon artigini elimine
etmek icin yeni toplama tlipi icine yerlesik kolon, en yiksek hizda 1 dk. santrif(ij
edildi.
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e Total RNA’ nin (kiicik RNA’ lari da iceren) ellisyonu icin kolon 1,5 ml’ lik bir
eppendorf tlpe vyerlestirildikten sonra 40 pl RNase-free su direkt olarak
membran Uzerine eklenerek 13000 rpm’ de 2 dk. santriflj edildi.

e Elde edilen elisyon miRNA gibi kiicik RNA’ larin da yer aldigi total RNA’ yi
icermektedir.

e *jzolasyonu yapilan RNA’lar -70°C’ de degradasyon olmadan 1 yil saklanabilir.

2.1.5.1.1. RNA miktar ve safliklarinin dlgiimii

Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliklari 260/280 nm ve
230/260 nm dalga boylarinda absorbanslarinin élciilmesiyle belirlendi. Olgiimler her
bir ornekten 1-1,5ul kullanilarak Nanodrop (Thermo Scientific) cihazinda
gerceklestirildi. izole edilen RNA’ larin safligi 230, 260 nm ve 280 nm’ deki
absorbanslarinin orani ile kontrol edilerek, ideal saflikta kaliteli RNA’ nin 10 mM
Tris:Cl (pH 7.5) icindeki Ajs0/ Azg0 Ve Azzo/ Ao absorbans oraninin 1,9-2,1 olmasi

beklenmektedir.

2.1.5.1.2. RNA'’ larin kalite kontroli

Nanodrop’la spektrofotometrik 6lgimiin yani sira RNA’ nin yeterli molekuler
agirliga sahip oldugunun dogrulanmasi ve degredasyonunun kontroli icin Agilent

2100 Bioanalyzer sistemi kullanildi.

Analizler 250 ng total RNA 6rnegi ile Agilent Bioanalyzer ve RNA 6000 Nano
Assay Reagent Kit kullanilarak gerceklestirildi. Prensipte, Agilent RNA kitleri RNA

fragmentlerinin analizleri icin dizayn edilen ¢ip ve reaktifleri icermektedir. Her RNA
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cipi, nukleik asit fragmanlarini onlarin boyutlarina goére elektroforetik olarak ayiran
birbirine bagli mikrokanallar icermektedir. Jel gortintistiinde 28S ve 18S ribozomal
bantlari keskin bir sekilde goérilmesi gerekmektedir. RNA butilinlik katsayisi (RIN)>7
olmayan ve degradasyon gorilen ornekler calisma disi birakilarak isaretleme ve

hibridizasyon asamalarina dahil edilmedi.
2.1.5.1.2.1. Kalite Kontrol Protokolii

e (Cip calisma istasyonu kuruldu.
e Jel hazirlandu.
o 550 ul RNA 6000 Nano jel matriks filtreli tiipe aktarildi.
o Oda sicakhginda 1500 rcf’ de 10 dk santriflj edildi.
o 0,5ml RNase-free mikrosantrifiij tuplerine 65 pl filtre edilmis jel
alikuotlandi (alikuotlanan jel 4 hafta icinde kullaniimalidir).
e Jel-boya karisimi hazirlandi.
o RNA 6000 Nano boya konsantresi oda sicakliginda 30 dk ekilibre edildi.
o RNA 6000 Nano boya konsantresi 10 sn vortekslendi, kisa santrifiij edildi
ve 65yl filtre edilmis jel Gzerine 1 ul eklendi.
o Karigim vortekslendi. Oda sicakhginda 13000 rcf’ de 10 dk santrifuj edildi
(Karisim ayni glin iginde kullaniimalidir).
o Jel-boya karisimi yiklendi.
o Cip ¢alisma istasyonuna yeni bir RNA 6000 Nano gip yerlestirildi.
o 9 uljel-boya karisimi ® isaretli kuyucuga pipetlendi.
o Enjektér pistonunun 1 ml hizasinda oldugundan emin olundu ve sonra

¢ip calisma istasyonu kapatildi.
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o Piston klips tarafindan tutulana kadar bastirildi.
o 30 sn beklendi ve klips serbest birakildi.
o 5 sn beklendi ve piston 1ml hizasina geri gekildi.
o Cip calisma istasyonu acildi ve 9 ul jel-boya karisimi G isaretli kuyucuklara
pipetlendi.
e Agilent RNA 6000 Nano markiri yiklendi.
o 5 pl RNA 6000 Nano markir 12 6rnek kuyucuguna ve & kuyucuguna
pipetlendi.
e Ladder ve drnekler yiiklendi.
o 1 ulladder & kuyucuguna pipetlendi.
o 1 ulo6rnek 12 6rnek kuyucuguna pipetlendi.
o Cip IKA vorteks cihazindaki adaptore yatay olarak koyuldu ve 2400 rpm’
de 1 dk vortekslendi.
o Cip Agilent 2100 biyoanalizor cihazina yerlestirildi ve cihaz calismaya

birakildi.
2.1.5.2. miRNA Profillemesi

Beyin timorid tanisi almis olgularin miRNA mikroarray ile ekspresyon profili
belirlenmesi amaci ile miRBase 16.0° yI tamamen kapsayan, ek olarak prekiirsor ve
olgun miRNA’ lari da iceren problara sahip olan “GenoExplorer miRNA Full Kit”

plakalari kullanildr.

Her bir prob plaka Gzerine triplike spotlanmistir. Arrayin normalizasyonu ve

kalite kontrolii, pozitif ve negatif kontrol problari ile yapilmaktadir. isaretleme
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sistemi kiglik RNA’ nin 5 ucunun biotin ile isaretlenmesine dayanir. Biyotinle
isaretlenmis miRNA ornekleri GenoExplorer miRNA Biochip lzerine hibridize edildi
ve Nimblegen Array Scanner ile biyocip tarandi. Daha sonra biyoinformatik analiz

yapild.

2.1.5.2.1. miRNA'’ larin isaretlenmesi

Total RNA’ nin isaretlemesi icin “GenoExplorer miRNA labeling kit” kullanildi.
miRNA’ lar 5 uglarindan biyotin ile isaretlendi. Kitin segici 6zelligi standart 3’
ucundan isaretleme yerine, baslik yapisi icermeyen RNA’ larin 5’'ucundan isaretleme
yapmasidir. Bu sayede saglam mRNA’ lar isaretlenmezken, 5’ baslik yapisi
bulunmayan rRNA, tRNA, smallRNA, miRNA, siRNA ve snRNA’lar isaretlenmektedir.
Streptavidin bagli boya, kit icinde bulunmaktadir ve hibridizasyon sonrasi kullanildi.

Islem icin 2,5-10 pg total RNA kullanildh.

2.1.5.2.1.1. isaretleme Protokolii

e Buffer L buz lizerinde ¢6zildi. Herhangi bir kalinti olmasi durumunda soliisyon
37 °C’ de altiist ederek homojenizasyon saglandi.

e Buffer L ¢ozlindikten sonra vortekslendi ve santrifiijlendi ve tek seferde
kullanilacak miktarlarda alikuotlandi (bir 6rnek igin 7 ul ).

o miRNA isaretleme reaksiyon karisimi asagidaki tabloya goére hazirlandi. Tim

islemler buz lizerinde yapildi ve viskoz Buffer L yavasca pipetlendi.
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Reaktif Hacim (pl)

Buffer L 7,0
RNA (2,5-10 pg) Ayarlanir
RNAase-free su Ayarlanir
Enzyme L 0,5
Toplam 20,0

e Reaksiyon karisimi pipetle alt-Ust edilerek karistirildi.
e 20 °C de 3 saat, inkiibe edildi.

e 75°C de 20 dk inkiibe edilerek, enzim inaktive edildi.
e Hibridizasyon asamasina kadar buzda muhafaza edildi.

e *jsaretli 6rnekler daha sonra kullanilmak lizere -70 °C’ de saklanabilir.

2.1.5.2.2. Hibridizasyon

GenoExplorer miRNA Biochip, 25 mm x 75 mm o6lgllerinde cam slaytlardan
olusmaktadir. Cipler DNA prob baglanmasi icin kullanilan patentli polimerler ile
kaphdir. Mikroarray analizi igin biyogipe, amin-modifiye DNA oligonikleotid problar
kovalent olarak baglanmistir. insan mikroarrayi cipinin yerlesimi Sekil 29’ da

gosterilmistir.

18 mm i 15 mm

P}LC >

7.5 Imnt

Sekil 29. insan mikroarrayi cipinin yerlesimi

5 Human miRNA
o
=
=2
=
1
I l 1
1

Biyotinle isaretlenmis miRNA ornekleri biyocipe yiklendi ve hibridizasyon
gerceklesti. Ardindan streptavidin ile muamele edildi ve 1simalar array tarayici ile

toplandi.
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2.1.5.2.2.1. Hibridizasyon Protokolii

isaretlenmis RNA &rnekleri kullanilacak Nimblegen HX1 mikserin hacmine uygun
orandaki 2X hibridizasyon sollisyonu ve su ile karistirildi.
Ornekler 95 °C’ de 5 dk. inkiibe edilerek denatiire edildi.
Santrifiijlenerek sogutuldu.
HX1 mikser, biyogip Uzerine yerlestirildi.
Ornekler HX1 mikser icine yavasca pipetlendi. Hava kabarcigi olmasi durumunda,
kabarciklar yavasga ittirilerek uzaklastirilmaya calisildi. Mikserin ylikleme
bolimi kapatildi.
Biyocip 42 °C’ deki Nimblegen hibridizasyon firini icerisine vyerlestirildi ve
karistirma modu agildi.
42 °C’ de 16-20 saat inkiibe edildi.
Hibridizasyonun ardindan biyocip, hibridizasyon firinindan uzaklastirildi ve 42 °C’
deki Wash Buffer 1 icinde yavasca sallandi ve HX1 mikser cikarildi.
Biyogip, icerisinde oda sicakhgindaki Wash Buffer 1 olan yeni bir kap igine alindi.
5 dk. periyodik olarak yavasca sallanarak yikandi.
Biyocip, icerisinde oda sicakligindaki Wash Buffer 2 olan yeni bir kap icine alind1.
30 sn. periyodik olarak yavasca sallanarak yikandi.
Yikanan biyogip NimbleGen mikroarray kurutucuda 3 dk. kurutuldu.
1:250 oraninda dillie edilmis SA-S boya sollisyonu, biyocip Uzerine yavasca
pipetlendi.
Biyocip Uzerine boyutuna uygun olarak hazirlanan parafilm ortildi. Hava

kabarcigi olmasi durumunda, kabarciklar yavasca ittirilerek uzaklastiriimaya
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calisildr.

e Biyogip 25 °C’ deki isi blogu yerlestirildi.

e 25°C de 30 dk. inkiibe edildi.

e inkiibasyonun ardindan biyocip 1si blogundan uzaklastirildi ve Wash Buffer 1
icinde yavasca sallandi. Parafilm uzaklastirildi.

e Biyocip, icerisinde oda sicakhgindaki Wash Buffer 1 olan yeni bir kap icine alindi.
5 dk. periyodik olarak yavasga sallanarak yikandi.

e Biyocip, icerisinde oda sicakhgindaki Wash Buffer 2 olan yeni bir kap icine alindi.
30 sn. periyodik olarak yavasca sallanarak yikadi.

¢ Yikanan biyogip NimbleGen mikroarray kurutucuda 3 dk. kurutuldu.

2.1.5.2.3. Mikroarray Analizi

Biyocipin analizi nimblegen array tarayici kullanilarak yapildi. Biyocipe uygun
PMT avyarlari yapildi. Tarayici SA-S boyasinin sinyaline uygun olan 635 nm dalga
boyuna ayarlandi. Data analizi icin biyocip ile birlikte gelen yada genosensorcorp
sitesinde mevcut olan array listesi .txt ve .gal dosya formatinda bulunmaktadir. Bu
dosyalarda tim problarin yeri isaretlenmistir. Pozitif kontrol problari arrayin sol

kosesindedir. Gal file veya TXT dosyalari scanner igerisine eklenebilir.

2.1.5.2.3.1. Mikroarrayin Degerlendirilmesi

NimbleGen Array taraciyida okutulan mikroarrayin analizi GenePix Pro v7.0
(moleculardevices) yazilim programinda gergeklestirildi. Tumor 6rneklerine ait ham
veriler (mikroarraye ait gorintiler) oncelikle gorsel olarak kontrol edildi ve

hesaplamalarin  dogrulugu icin gorintinin dizgin olmadigi boélimlerin
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isaretlenerek hesaplama digi  birakilmasi gibi bazi manuel dizeltmeler
gerceklestirildi. Yapilan ilk kontrollerden biri mekansal/uzaysal analizdir. Bu analizle
problarin sinyal yogunluklarinin c¢ip Uzerindeki yerlesimleriyle baglantili olup

olmadigi kontrol edilerek gerekli diizeltmeler yapildi.

Ardindan mikrodizin galigmasinin dogrulugu igin, alinan goérinti verilerinde
artefaktlarin atilarak her bir ¢ipin islenebilir hale geldigi bir arka plan diizeltmesi
yapiimalidir. Bunun igin kiresel arka plan normalizasyon (global background
normalization) metodu kullanilarak mikroarray icin hesaplanan genel (kiresel) arka
plan sinyal yogunlugu Olcllen her nokta sinyal yogunlugundan cikarilarak sinyal

yogunlugu etkin bir bicimde dizeltildi.

Daha sonra her bir dizin icin elde edilen gorintl lizerinde normalizasyon
yapildi. Normalizasyon, elde edilen goriintilerde deneysel hatalardan kaynaklanan
anormal yogunluk degerlerinin saptanarak ¢ikarilmasi ve her bir 6rnegin
dizenlenmesi i¢in gereklidir. Béylece her bir 6rnek karsilastirilabilir hale getirilir.
Bunun icin “Varyans Stabilize Edici Normalizasyon” yéntemi kullanildi. Bu yontem
“quantile normalizasyon” metodunu da i¢cermektedir ve bu metod mikrodizin
¢alismalarinda en yaygin olarak kullanilan normalizasyon yontemidir. Normalizasyon
sonrasinda elde edilen veriler Box-plot ve scatter-plot grafikleri ile ifade edilerek
diffliz astrositom, anaplastik oligodendrogliom ve glioblastoma multiforme gruplari

birbirleriyle karsilastirildi.

Normalizasyondan sonraki asamada biyolojik replikalar arasindaki

tekrarlanabilirlik diizeyinin saptanabilmesi icin yapilan, drnekler arasi korelasyon ve
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olusan sinyal degerlerinin Olglilmesini de iceren temel istatistiki analizler
gerceklestirildi. Burada temel amac her bir biyocip icerisinde mevcut olan miRNA
sinyallerinin saptanmasidir. Genellikle her bir biyocip icerisinde mevcut olan
problarin yizdesi hesaplanir ve her bir prob icin bir “Boolean p” degeri olusturulur.
Bu deger her bir miRNA’ nin var olup olmadigini glivenilir bir sekilde belirten bir
degerdir ve biyogiplerin yiksek hassasiyet seviyesinden dolayi lzerinde bulunan

hemen hemen her miRNA saptanabilir.

Bundan sonraki asamada ornekler benzer sinyal degeri ve bicimlerine goére
gruplandirilirlar. Bunun igin en yaygin olarak kullanilan hiyerarsik gruplandirma
yontemidir. Tumor ornekleri kendi gruplar icerisinde sinyal degerlerine gore
tekrardan gruplandirilarak ekspresyon seviyelerindeki baglanti gorsel olarak da
ortaya konulurken burada ayrica beyin tiimériine 6zgi hiyerarsik gruplandirmaya ait

bir 1s1 haritasi-heatmap grafigi ¢ikartildi.

Ayrica kalite kontrollerin etkin bir bicimde ortaya konulabilmesi icin “MA plot”
ve “PCA” grafikleri de gikartildi. Mikrodizin analizlerinde en yaygin olarak kullanilan
grafik tirlerinden biri olan “MA plot” grafigi orijinal olarak iki renkli mikrodizin
deneyleri icin olusturulmus bir grafiktir ve grafikte iki kanalin (mikrodizin (izerinde
ornek konulan 8 boélmeden biri) yogunluklarinin orani (logaritmik dizeyde ifade
edilen) her iki kanalin yogunluklarinin ortalamasinin fonksiyonu olarak ifade
edilmektedir. Bahsi gecen grafikler farkli sekilde eksprese olmus problarin tim
yogunluk ylzeyinde esit olarak yayihim gosterip gostermedigini ortaya koyar. Daha
detaylandiracak olursak, bir nokta y ekseni Gizerinde sifirdan ne kadar uzaklasirsa bu

noktalari temsil eden problar o kadar deregiile olmus demektir. Kullanilan biyocipler
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her ne kadar tek renk dizin-array’ ler olsa da prensipte bu dizinlere ait “MA plot”
grafikleri olusturulmasi iki renk array’ lerden farklh degildir. Bunlarin yani sira Ana
Bilesen Analiz (Principal component analysis-PCA) grafikleri de ylksek
biyoinformatik bilgi veren miRNA’larin kombinasyonlarinin tanimlanmasi igin

kullanildi.

2.1.5.2.3.2. Mikroarrayin istatistiksel Degerlendirilmesi

Diffiiz astrositom, anaplastik oligodendrogliom ve glioblastoma multiforme
gruplarinda farkli sekilde eksprese olan miRNA’ lara ait sayisal degerlerin istatistiksel

analizi CLC Main Workbench v5.0 (CLC bio) yaziimda gergeklestirildi.

Timor gruplarina ait normalize edilmis miRNA ekspresyon degerlerine Log2
transformasyonu uygulandi. Gruplarin ikili karsilastirilmasinda t testi uygulandi.
Gruplar arasi miRNA ekspresyon degisimlerinde + 2 kat ve lzeri olan miRNA’ lar
degerlendirildi ve 1si haritalari gerceklestirildi. Uclii gruplarin karsilastirilmasinda tek
yonll varyas analizi uygulandi. Mikroarray analiz sonucu elde edilen p degeri icin
FDR (“False Discovery Rate”) diizeltmesi gerceklestirildi. FDR-p degeri > 5 [-Log(FDR-

p)] anlamli olarak kabul edildi.

Anlamli miRNA’ larin hedefledikleri genler yedi database (DIANA-microT,
Targetscan, miRDB, RNA22-HSA, TARGETMINER, PICTAR-VERT ve miRanda)
kullanilarak gergeklestirildi ve yanlis pozitifligi dnlemek icin en az 3 database’ de

hedef olarak belirlenen genler alindi.
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2.1.5.2.3.2.1 istatistiksel analiz

Calismamizda tanimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma v.b.) SPSS

v15.0 paket programinda yapilmis olup p<0,05 anlamli olarak alinmistir.
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BOLUM II

3.1. BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Nérosirurji Anabilim Dal’ nda 2007-2011 yillari
arasinda beyin tUmori tanisi almis 50 (19K, 31E) olgu ¢ahsildi. Olgularin 19’ u kadin
olup yas ortalamasi 50,74413,71  (range 29-73) ve 31 erkek olgunun vyas
ortalamalari 51,77£12,42  (range 28-76) olarak saptandi. Tez c¢alismasina
katilmayi kabul etmis, gonilli onam formu imzalamis olgulardan tani amach rutin
biyopsi uygulamalari sirasinda veya operasyon ile rezeke edilen tiimérden timor
ornegi alindi. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Noérosirurji Anabilim Dal’ nda alinan 50
timor dokusu, cahsilacak timoér ornekleri arasindaki heterojenitenin bertaraf
edilmesi amaciyla 2 esit parcaya ayrildi. Pargalardan biri, Patoloji Anabilim Dali’ nda
es zamanl olarak timoérin tipi ve derecesini belirlemek lizere histopatolojik olarak
degerlendirildi. Patoloji degerlendirme sonucuna goére 32 olgu glioblastoma
multiforme (GBM), 10 olgu diffiz astrositom (DA) ve 8 olgu anaplastik
oligodendrogliom (AQ) olarak belirlendi. GBM olgularinin 15’ i kadin olgu olup yas
ortalamasi 55,07+11,54 (range 29-73) ve 17 olgu erkek olup yas ortalamasi
55,82+12,56 (range 28-76) idi, DA grubunda 3 kadin [yas ortalamasi 30,67+1,53
(range 29-32)] ve 7 erkek [yas ortalamasi 41,30%+11,27 (range 29-59)] ve AO
grubunda da 1 kadin [yasi 46 ve 7 erkek [yas ortalamasi 47,86+11,68 (range 30-60)]

olarak belirlendi (Tablo 7).
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Tablo 7. Olgularin demografik ve total RNA degerleri

OlguNo Olgu Cinsiyet Yas Tir Total RNA 260/280 260/230

1 GF K 29 GBM 2453,20 2,08 2,18

2 AM K 42 GBM 282,30 2,08 2,36

3 EY K 43 GBM 539,50 2,06 2,00

4 FU K 51 GBM 450,30 2,01 1,77

5 MIK K 51 GBM 671,50 2,09 2,25

6 NU K 52 GBM 1004,70 2,08 2,07

7 AK K 54 GBM 388,50 2,07 3,52

8 FC K 55 GBM 416,70 2,07 1,30

9 SB K 56 GBM 371,50 2,05 2,21
10 zK K 58 GBM 801,00 2,08 2,15
11 NA K 61 GBM 893,30 2,09 2,23
12 UA K 63 GBM 295,70 2,03 1,34
13 MG K 67 GBM 687,20 2,08 2,25
14 KE K 71 GBM 973,60 2,11 1,27
15 GIF K 73  GBM 331,70 2,04 2,16
16 HC E 28 GBM 879,10 2,03 2,21
17 SMG E 40 GBM 947,00 2,06 2,18
18 MT E 43  GBM 1707,00 2,10 2,18
19 YG E 49 GBM 374,80 2,08 1,60
20 CG E 50 GBM 980,70 2,08 2,08
21 MS E 50 GBM 1058,90 2,21 1,45
22 MK E 53 GBM 900,00 2,10 2,09
23 KA E 54 GBM 482,80 2,01 1,72
24 RK E 54 GBM 655,80 2,12 2,08
25 B E 55 GBM 491,70 2,07 2,04
26 MhS E 57 GBM 939,60 2,09 1,44
27 DA E 63 GBM 1074,00 2,10 2,23
28 MF E 66 GBM 1197,10 2,09 2,24
29 SE E 68 GBM 768,70 2,06 2,29
30 MmK E 71 GBM 876,20 2,22 2,38
31 HE E 72  GBM 418,20 2,01 1,86
32 SK E 76  GBM 771,60 2,07 2,10
33 AA K 46 AO 1010,10 2,10 1,81
34 YK E 30 AO 1520,50 2,06 2,23
35 NP E 39 AO 872,00 2,10 2,22
36 RG E 40 AO 1076,00 2,10 2,20
37 FO E 50 AO 767,50 2,50 2,37
38 SF E 57 AO 539,30 2,08 2,07
39 YA E 59 AO 1249,60 2,10 1,96
40 KE E 60 AO 774,80 2,09 2,23
41 Gl K 29 DA 2142,6 2,06 2,21
42 FS K 31 DA 11171 2,04 2,23
43 SB K 32 DA 1998,8 2,09 2,17
44 NY E 35 DA 839,9 2,08 2,12
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Tablo 7’ nin devami
OlguNo Olgu Cinsiyet Yas Tiur Total RNA 260/280 260/230

45 MG E 36 DA 1584,4 2,08 2,18
46 FG E 37 DA 749,6 2,11 1,51
47 IK E 44 DA 853,9 2,09 2,19
48 AD E 52 DA 557,5 1,99 2,06
49 MsS E 58 DA 1078,5 2,09 1,96
50 OS E 59 DA 1295,8 2,08 2,13

Pozitif kontrol olarak U-87 MG (insan glioblastom grade 4), LN-18 (insan
glioblastom grade 4) ve U-118 MG (insan glioblastom grade 4) hiicre hatlari

kullanildi (Tablo 8).

Tablo 8. Beyin tiimori hiicre hatlarinin total RNA degerleri

Hiicre HTno Olgu Total RNA 260/280 260/230
1 U87-MG 1670,8 2,25 2,37
U118MG 1596,1 2,08 1,97

3 LN-18 4514,1 1,58 1,60

Beyin tUimorli olgularin eksplant kilturlerinin 4. pasajlarindan ve beyin
timori hicre hatlarindan miRNA ekspresyonunu calismak icin total RNA izole edildi
ve gerek miktarlari gerekse safliklari (Tablo 7, 8) mikroarray calismak icin uygun

olarak degerlendirildi.

GBM olgularinin  miRNA ekspresyonlari degerlendirildiginde en yliksek
ekspresyon gosteren miRNA’ lar sirasiyla (Tablo 19) miR-21, miR-23a, let-7a, let-7f,
let-7d, miR-23b, miR-100, let-7b, miR-29b, let-7c, let-7e ve miR-99a olarak
belirlenmistir. En yiksek ekspresyon gosteren bu 12 miRNA beyin timord hiicre
hatlari (U-87 MG, U-118 MG LN-18) ile karsilastirildiginda anlamh bir farkhlik

gostermeyip benzer ekspresyon profilleri sergilemislerdir (Tablo 9).
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Tablo 9. GBM olgularindaki en yiksek miRNA ekspresyonlarinin beyin timori

hiicre hatlari (GBM HT) ile karsilagtiriimasi

miRNA GBM ortalama GBM HT ortalama Oran p FDR p
hsa-mir-21 22,16 21,56 0,97  0,0700 0,96
hsa-miR-23a 22,09 21,47 0,97  0,0200 1,52
hsa-let-7a 22,01 21,46 0,98 0,0400 1,10
hsa-let-7f 21,91 21,36 0,98 0,0200 1,30
hsa-let-7d 21,88 21,58 0,99 0,1700 0,64
hsa-miR-23b 21,75 21,11 0,97 0,0051 1,70
hsa-miR-100 21,74 21,17 0,97  0,0300 1,22
hsa-let-7b 21,72 21,40 0,99 0,1300 0,74
hsa-miR-29b 21,69 21,46 0,99 0,4300 0,29
hsa-let-7c 21,68 21,29 0,98  0,0800 0,89
hsa-let-7e 21,62 21,33 0,99 0,1100 0,80
hsa-miR-99a 21,60 21,11 0,98 0,0700 0,96

GBM grubunda yiksek eksprese olan miRNA’ larin regiile ettigi hedef genlerin

gecerliligi kanitlandigi icin hedef genleri belirlenmedi

Cahsmamizda regile ettigi hedef genlerin gecerliligi kanitlanmayan miRNA lar

7 veri tabaninda (DIANA-microT, Targetscan, miRDB, RNA22-HSA, TARGETMINER,

PICTAR-VERT ve miRanda) analiz edildi ve en az 5 veri tabaninda ortak olan genlerin

beyin timori ile ilgli olanlarin degerlendirilmesi yapildi.

AO olgularinin

miRNA ekspresyonlari

degerlendirildiginde en yiiksek

ekspresyon gosteren miRNA’ lar sirasiyla (Tablo 19) miR-21, let-7a, miR-23a, let-7d,

let-7f, miR-100, let-7b, miR-99a, let-7c, miR-23b, miR-29b ve miR-29a olarak

belirlendi ve GBM grubu miRNA ekspresyonlari beyin timori hicre hatlan ile

karsilastirildiginda anlamli farklihk gostermedi (Tablo 10). miR-29a’ nin regiile ettigi

genlerin de gecerliliginin kanitlandigi belirlendi.
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Tablo 10. AO olgularindaki en yiiksek miRNA ekspresyonlarinin beyin timori

hiicre hatlari (GBM HT) ile karsilastirilmasi

miRNA AO ortalama GBM HT ortalama Oran p FDR p
hsa-miR-21 21,51 20,24 0,94 1,02E-05 4,00
hsa-let-7a 21,35 20,14 0,94 7,14E-05 3,30
hsa-miR-23a 21,21 20,15 0,95 4,94E-06 4,14
hsa-let-7d 20,95 20,25 0,97 0,0009 2,41
hsa-let-7f 20,95 20,04 0,96 4,80E-05 3,40
hsa-miR-100 20,95 19,85 0,95 3,06E-05 3,52
hsa-let-7b 20,87 20,08 0,96 0,0005 2,59
hsa-miR-99a 20,87 19,78 0,95 1,58E-05 3,70
hsa-let-7¢ 20,77 19,97 0,96 0,0002 2,82
hsa-miR-23b 20,74 19,78 0,95 1,86E-06 4,44
hsa-miR-29b 20,55 20,14 0,98 0,1600 0,60
hsa-miR-29a 20,53 20,18 0,98 0,2300 0,48

DA olgularinin  miRNA ekspresyonlari

degerlendirildiginde en ylksek

ekspresyon gosteren miRNA’ lar sirasiyla (Tablo 19) miR-21, let-7d, miR-23a, let-7a,

let-7f, let-7b, miR-100, let-7c, miR-29b, let-7e ve miR-99a olarak belirlenmistir. En

yliksek ekspresyon gosteren bu 12 miRNA beyin timori hiicre hatlarn ile

karsilastirildiginda anlamli bir farklihk gostermeyip benzer ekspresyon profilleri

sergilemislerdir (Tablo 11).

Tablo 11. DA olgularindaki en yiksek miRNA ekspresyonlarinin beyin timori

hicre hatlari (GBM HT) ile karsilastiriimasi

miRNA DA ortalama GBM HT ortalama Oran p FDR p
hsa-miR-21 22,18 21,69 0,98 0,07 0,85
hsa-let-7d 22,04 21,70 0,98 0,12 0,68
hsa-miR-23a 22,02 21,60 0,98 0,13 0,66
hsa-let-7a 21,96 21,59 0,98 0,14 0,62
hsa-let-7f 21,96 21,49 0,98 0,06 0,89
hsa-let-7b 21,81 21,53 0,99 0,17 0,57
hsa-miR-100 21,74 21,30 0,98 0,06 0,85
hsa-let-7c 21,74 21,42 0,99 0,15 0,60
hsa-miR-29b 21,73 21,59 0,99 0,45 0,25
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Tablo 11’ in devami

miRNA DA ortalama GBM HT ortalama Oran p FDR p
hsa-let-7e 21,65 21,46 0,99 0,25 0,46
hsa-miR-99a 21,64 21,24 0,98 0,09 0,74

GBM tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timori hiicre hatlar
ile karsilastirildiginda miR-495 ve miR-432 ekspresyonlari 2 kat anlamli artma ve
miR-708-3p, mir-339-5p ve miR-4286 ekspresyonlari 4 kat, mir-331-3p, miR-625-3p

ve miR-20a-3p 5 kat azalma gosterdi (Tablo 12 ve Sekil 30).

Tablo 12. GBM tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlarini beyin timori

hiicre hatlari ile karsilastiriimasi

miRNA GBM ortalama GBM HT ortalama Oran p FDR p

hsa-miR-20a-3p 2,41 14,40 -5,97 5,62E-14 10,67
hsa-miR-625-3p 2,74 15,19 -5,54  7,88E-12 8,93
hsa-mir-331-3p 2,70 13,96 -5,18  9,32E-12 8,47
hsa-miR-4286 3,07 14,90 -4,86  2,40E-10 7,74
hsa-mir-339-5p 3,50 15,24 -4,36  5,97E-08 7,39
hsa-miR-708-3p 3,64 14,94 -4,11 1,34E-07 5,49
hsa-miR-432 16,72 8,01 2,08  6,40E-10 5,21
hsa-miR-495 18,84 7,81 2,44 1,44E-07 5,21

hsa-mir-339-5p

hsa-miR4286
hsa-mir-331-3p

Sekil 30. GBM tanisi almis olgularin, beyin timori hiicre hatlar ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA ekspresyonlarinin isi haritasi

mir-331-3p’ nin hedef genleri validedir. Anlamli olan diger miRNA’ larin regiile

ettikleri varsayilan genler Tablo 13’ te verildi.
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Tablo 13. GBM tanisi almis olgularin, beyin timori hiicre hatlari ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA varsayilan hedef genleri

miR-495 NOTCH2, STAT3, ARNT, CDKN2B, GJA1,

miR-432 CDKN2B, CRX, DLD, E2F3, TUBB, IKZF3, FN1
miR-708-3p CDKN2B, ARPP-19, FRS2, METAP2, ABHD2, PTPRT
mir-339-5p VCP, VIPR2, SEPT7, NXPH1, APAF1, MPL
miR-4286 C20RF21, LRRC4, VAMP1, ERO1L, PDE4A
miR-625-3p ENAM, WASF2, ADAMTS5, SHE, COPA
miR-20a-3p TOPORS, ADAMTS5, EPHA7, SASH1, GAB1

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari GBM tanisi almis olgularin

miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda miR-34c-3p, miR-132-5p, mir-605, miR-

3130-3p, miR-3127, mir-517a-pre, mir-548b-3p, miR-921 ve miR-769-5p’ de anlamli

artma saptandi (Tablo 14 ve Sekil 31).

mir-605, mir-548b-3p ve miR-769-5p’ nin reglle ettigi hedef genlerin

gecerliligi kanitlandigl icin miR-34c-3p, miR-132-5p, miR-3130-3p, miR-3127, mir-

517a-pre ve miR-921’" in regiile ettigi varsayilan genler Tablo 15’ te verilmistir.

Tablo 14. AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlarini GBM tanisi almis

olgular ile karsilastiriimasi

miRNA AO ortalama GBMortalama  Oran p FDR p

hsa-miR-769-5p 11,08 3,94 2,78 1,30E-08 5,94
hsa-miR-921 7,63 2,40 3,23 2,24E-07 5,01
hsa-mir-517a-pre 9,67 2,89 3,33 1,58E-07 5,07
hsa-mir-548b-3p 6,73 2,01 3,33 1,89E-07 5,03
hsa-miR-3127 6,56 1,75 3,70 1,76E-08 5,86
hsa-mir-605 6,30 1,63 3,85 2,03E-09 6,52
hsa-miR-3130-3p 6,24 1,61 3,85 2,39E-08 5,82
hsa-miR-34c-3p 7,95 1,96 4,00 4,14E-10 6,84
hsa-miR-132-5p 6,62 1,63 4,00 6,64E-10 6,81
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hsa-miR-3130-3p
hsa-miR-34c-3p
hsa-mir-548b-3p
hsa-miR-132*
hsa-mir-605
hsa-miR-3127
hsa-miR-921
hsa-miR-769-5p
hsawmir517: apre

Sekil 31. AO tanisi almis olgularin, GBM tanisi almis olgular ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA ekspresyonlarinin isi haritasi

Tablo 15. AO tanisi almis olgularin, GBM tanisi almis olgular ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA varsayilan hedef genleri

miR-34c-3p RANBPY9, RTN3, PLK4, MAP3K2, KIF3A
miR-132-5p ADAR, CDKN2B, RAB31, ABHD2, TPPP, CHP
miR-3130-3p PCNA, NCOAG6, DST

miR-3127 FZD4, BCL2

mir-517a-pre ISL1, ADAM9

miR-921 NAT2, ADD3, DDX6, FOXO1

DA tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari GBM tanisi almis olgularin

miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda anlamli degisim saptanmadi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timoéri hicre hatlari ile
karsilastirildiginda mir-204 ekspresyonunun 6 kat anlaml olarak azaldigi belirlendi

(Tablo 16 ve Sekil 31). mir-204 regiile ettigi hedef genler validedir.

Tablo 16. AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlarini beyin timori

hiicre hatlari ile ile karsilastiriimasi

AO ortalama GBM HT ortalama Oran

hsa-mir-204 2,25 14,59 -6,48 3,48E-08 5,20

DA tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timori hicre hatlari ile
karsilastirildiginda 18 miRNA ekspresyonu anlamli artma ve 7 miRNA ekspresyonu

anlaml azalma gosterdi (Tablo 17 ve Sekil 32). Anlamli degisim gosteren miRNA’
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lardan miR-409-3p, miR-654-3p, mir-214, mir-382, miR-126, mir-155, mir-582-5p,
miR-9-3p, miR-96 ve miR-9’ iin regiile ettigi hedef genlerin gegerliligi kanitlanmis
oldugundan ve miR-495, miR-432, mir-339-5p ve miR-625-3p regiile ettigi varsayilan
hedef genler yukarida verildiginden veri tabanlarinda incelemesi yapilmadi. Diger
miRNA’ lar, miR-154-3p, miR-487b, miR-145-3p, miR-493-5p, miR-136, mir-337-3p,
mir-154, mir-369-3p, miR-411 ve mir-381’ in regiile ettigi varsayilan genler Tablo 18’

de verilmistir.

Tablo 17. DA tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlarini beyin timori

hiicre hatlari ile karsilastiriimasi

DA ortalama GBM HT ortalama

hsa-miR-9 2,90 18,80 -6,48 2,66E-12 10,06
hsa-miR-96 2,77 17,73 -6,41 1,62E-12 10,21
hsa-miR-9-3p 2,76 17,30 -6,26  2,69E-12 10,06
hsa-miR-625-3p 2,50 15,36 -6,14 2,88E-13 10,71
hsa-mir-339-5p 2,67 15,26 -5,71 1,83E-11 9,37
hsa-mir-582-5p 2,72 15,20 -5,60 3,52E-11 9,17
hsa-mir-155 18,15 6,62 2,78 2,34E-08 6,59
hsa-miR-126 16,68 5,72 2,94 3,55E-10 8,29
hsa-mir-381 17,78 5,89 3,03 5,66E-10 8,10
hsa-mir-382 17,19 5,46 3,13 9,55E-12 9,60
hsa-miR-432 17,43 5,49 3,13 7,53E-11 8,90
hsa-miR-411 18,86 5,96 3,13 1,09E-10 8,77
hsa-mir-214 18,66 5,83 3,23 6,28E-12 9,72
hsa-miR-136 18,34 5,68 3,23 5,59E-11 8,99
hsa-mir-337-3p 17,37 5,36 3,23 7,21E-11 8,90
hsa-mir-154 18,83 5,92 3,23 9,62E-11 8,81
hsa-mir-369-3p 18,52 5,71 3,23 2,77E-10 8,38
hsa-miR-493-5p 18,08 5,49 3,33 2,63E-11 9,28
hsa-miR-145-3p 16,87 4,95 3,45 1,91E-11 9,37
hsa-miR-154-3p 18,27 5,03 3,57 3,21E-13 10,71
hsa-miR-487b 19,06 5,29 3,57 5,09E-13 10,57
hsa-miR-495 20,17 5,36 3,70 7,87E-14 11,08
hsa-miR-654-3p 18,08 4,87 3,70 2,75E-13 10,71
hsa-miR-409-3p 19,40 5,01 3,85 2,38E-14 11,47

121



Sekil 32. DA tanisi almis olgularin, beyin timoérd hiicre hatlan ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA ekspresyonlarinin isi haritasi
Tablo 18. DA tanisi almis olgularin, beyin timoérd hiicre hatlan ile

karsilastirildiginda anlamli olan miRNA varsayilan hedef genleri

miR-154-3p ADAR, ABCAS8, SEMA3C, ADAMTS5

miR-487b ALDH1A3, GRM3, SMAD2, PRKCA, DIABLO, APC2
miR-145-3p CTDSP2, PDPN, FRS2, ABHD2, TPPP

miR-493-5p NEO1, CACNAI1C, CREB1, NCOA1, LRRC15, CXCL14
miR-136 MTHES, PDPN, EGLN3, CYP2U1

mir-337-3p FRAT1, CHP, MAL2

mir-154 UST, NAMPT, LYVE1, ESM1

mir-369-3p PRKG2, COL11A1, GCA, NCOA3, MUT, SLC38A2, MAP2
miR-411 DBT, FOXO1

mir-381 FGF7

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari DA tanisi almis olgularin

miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda anlamli degisim saptanmadi.

DA, AO ve GBM olgularinin miRNA ekspresyonlari karsilastirildiginda 29 miRNA
ekspresyonu anlamli farklihk gosterdi. Anlamli ¢ikan miRNA’ lar gruplarin ikili
karsilastirilmalarinda yukarida verildi. Beyin timorli olgularda saptanan miRNA
degisimleri ve tani gruplarina goére karsilastirlmasi Tablo 19 ve Sekil 33’ te

verilmistir. Ayrica tablo 19’ da ekspresyonu saptanan tim miRNA’ lar verildi.
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Tablo 19. Olgu gruplarinda ekspresyon saptanan miRNA’ larin karsilastirilmasi

miRNA AO ortalama DA ortalama GBM ortalama Oran p FDR p
hsa-let-7a 22,31 21,64 21,8 1,03 0,0043 2,37
hsa-let-7a-2-3p 3,81 3,72 3,33 1,14 0,87 0,06
hsa-let-7a-2-pre 6,81 2,42 3,21 2,81 0,0007 3,16
hsa-let-7a-3p 8,42 6,39 5,67 1,49 0,14 0,85
hsa-let-7b 21,89 21,48 21,52 1,02 0,02 1,7
hsa-let-7b-3p 14,21 15,9 15,58 1,12 0,002 2,71
hsa-let-7c 21,79 21,41 21,47 1,02 0,05 1,3
hsa-let-7d 21,98 21,71 21,67 1,01 0,09 1,05
hsa-let-7d-3p 3,96 6,28 2,16 2,91 1,44E-05 4,84
hsa-let-7d-pre 4,95 3,66 2,11 2,35 0,0049 2,31
hsa-let-7e 21,43 21,33 21,41 1 0,69 0,16
hsa-let-7f 21,96 21,63 21,7 1,02 0,15 0,82
hsa-let-7g 20,37 20,59 20,86 1,02 1,11E-05 4,95
hsa-let-7g-3p 5,04 3,23 2,51 2,01 0,03 1,52
hsa-let-7i 20,38 20,5 20,73 1,02 3,77E-05 4,42
hsa-let-7i-3p 10,16 10,41 9,51 1,09 0,77 0,11
hsa-miR-1 11 10,67 8,24 1,34 0,14 0,85
hsa-miR-7 14,64 16,7 13,86 1,2 0,02 1,7
hsa-miR-7-1-3p 12,18 13,69 9,62 1,42 0,004 2,4
hsa-miR-7-2-3p 6,71 5,02 2,34 2,86 7,82E-05 4,11
hsa-miR-9 6,91 2,58 6,67 2,68 0,03 1,52
hsa-miR-9-1-pre 14,57 10,69 12,9 1,36 0,09 1,05
hsa-miR-9-3p 7,55 2,44 5,8 3,1 0,02 1,7
hsa-miR-10a 9,67 3,59 3,55 2,72 2,40E-05 4,62
hsa-miR-10b 7,87 2,52 3,01 3,12 0,0001 3,95
hsa-miR-15a 18,87 18,9 17,78 1,06 4,47E-05 4,35
hsa-miR-15a-3p 3,72 2,29 2,48 1,63 0,29 0,54
hsa-miR-15b 10,06 11,51 6,03 1,91 4,49E-05 4,35
hsa-miR-15b-3p 14,37 13,06 12,51 1,15 0,39 0,41
hsa-miR-16-2-3p 10,5 11,94 7,82 1,53 0,0062 2,21
hsa-miR-17 18,33 18,54 17,47 1,06 0,0007 3,18
hsa-miR-18a 11,51 11,32 6,49 1,77 3,09E-05 4,51
hsa-miR-18b 16,13 16,4 15,39 1,07 0,19 0,72
hsa-miR-19a 12,13 8,77 7,96 1,52 0,02 1,7
hsa-miR-19b 18,15 17,9 16,22 1,12 0,0029 2,54
hsa-miR-20a 16,78 16,24 11,36 1,48 1,81E-06 5,74
hsa-miR-20b 18,19 18,22 16,06 1,13 0,002 2,7
hsa-miR-21 22,46 21,85 21,95 1,03 0,02 1,7
hsa-miR-21-3p 12,22 12,52 10,39 1,2 0,2 0,7
hsa-miR-22 20,15 20,39 20,36 1,01 0,2 0,7
hsa-miR-22-5p 18,43 18,91 18,45 1,03 0,7 0,15
hsa-miR-23a 22,18 21,69 21,89 1,02 0,04 1,4
hsa-miR-23a-3p 5,5 2,1 2,53 2,62 0,0022 2,65
hsa-miR-23b 21,73 21,29 21,54 1,02 0,04 1,4
hsa-miR-23b-5p 4,86 2,3 2,54 2,11 0,02 1,7
hsa-miR-24 20,86 20,94 20,92 1 0,67 0,17
hsa-miR-24-1-5p 21,17 21,15 21,27 1,01 0,38 0,42
hsa-miR-24-2-3p 21,11 21,12 21,21 1 0,49 0,31
hsa-miR-25 18,37 18,52 18,3 1,01 0,73 0,14
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miRNA AO ortalama DA ortalama GBM ortalama Oran P FDR p
hsa-miR-25-5p 3,83 2,44 1,76 2,18 0,02 1,7
hsa-miR-26b 21,06 20,86 20,92 1,01 0,05 1,3
hsa-miR-27a 21,03 20,96 209 1,01 0,44 0,36
hsa-miR-27a-5p 5,58 5,26 3,92 1,42 0,26 0,59
hsa-miR-27b 20,7 20,83 19,92 1,05 0,2 0,7
hsa-miR-27b-5p 6,99 7,22 6,95 1,04 0,98 0,01
hsa-miR-28-3p 14,79 17,08 15,92 1,15 0,06 1,22
hsa-miR-28-5p 17,54 17,99 17,47 1,03 0,02 1,7
hsa-miR-296-3p 3,92 3,24 2,97 1,32 0,63 0,2
hsa-miR-29a 21,6 21,25 21,31 1,02 0,05 1,3
hsa-miR-29a-3p 13,74 12,49 12,99 1,1 0,67 0,17
hsa-miR-29b 21,62 21,41 21,49 1,01 0,62 0,21
hsa-miR-29b-1-5p 8,71 8,78 579 1,52 0,02 1,7
hsa-miR-29b-2-5p 10,85 7,03 4,81 2,26 5,25E-05 4,28
hsa-miR-29c 20,64 20,59 20,62 1 0,94 0,03
hsa-miR-29c¢-5p 10,05 9,23 11,69 1,27 0,13 0,89
hsa-miR-30a 19,88 20,27 20,17 1,02 0,19 0,72
hsa-miR-30a-3p 14,28 17,08 16,84 1,2 0,0007 3,15
hsa-miR-30b 19,79 20,03 19,23 1,04 0,31 0,51
hsa-miR-30b-3p 5,64 4,96 6,05 1,22 0,69 0,16
hsa-miR-30b-pre 4,88 2,48 1,63 3 0,0002 3,74
hsa-miR-30c 20,31 20,55 19,85 1,04 0,44 0,36
hsa-miR-30c-1-pre 5 5,12 1,77 2,89 2,78E-05 4,56
hsa-miR-30c-2-3p 8,24 7,41 3,69 2,23 9,66E-05 4,02
hsa-miR-30d 19,54 19,87 19,67 1,02 0,31 0,51
hsa-miR-30d-3p 4,73 4,65 3,31 1,43 0,26 0,59
hsa-miR-30e 19,21 19,71 19,43 1,03 0,14 0,85
hsa-miR-30e-3p 16,76 17,35 16,8 1,04 0,54 0,27
hsa-miR-31 18,07 20,35 18,81 1,13 0,16 0,8
hsa-miR-31-3p 13,19 14,85 8,35 1,78 9,25E-06 5,03
hsa-miR-320a 18,34 18,56 18,47 1,01 0,58 0,24
hsa-miR-32-3p 4,02 2,45 501 2,05 0,1 1
hsa-miR-33a 5,57 9,14 7,29 1,64 0,12 0,92
hsa-miR-33a-3p 9,61 8,57 4,79 2 8,00E-05 4,1
hsa-miR-34a 16,97 19,43 18,78 1,15 0,0056 2,25
hsa-miR-34a-3p 13,39 17,11 15,88 1,28 0,0053 2,28
hsa-miR-34b 3,54 2,4 1,67 2,11 0,04 1,4
hsa-miR-34b-5p 15,36 17,59 16,34 1,14 0,16 0,8
hsa-miR-34b-pre 3,34 2,53 1,68 1,98 0,05 1,3
hsa-miR-34c-3p 7,98 2,16 1,98 4,02 3,63E-10 9,44
hsa-miR-34c-5p 6,25 7,29 4,77 1,53 0,08 1,1
hsa-miR-34c-pre 9,27 6,22 3,37 2,75 4,79E-05 4,32
hsa-miR-91 18,47 18,97 17,98 1,06 0,0008 3,11
hsa-miR-92a 15,9 17,18 13,42 1,28 0,0043 2,37
hsa-miR-92a-1-5p 3,8 2,21 1,99 191 0,05 1,3
hsa-miR-92a-1-pre 4,48 3,88 1,96 2,28 0,0042 2,37
hsa-miR-92b 15,18 16,68 16,11 1,1 0,16 0,8
hsa-miR-92b-5p 9,58 6,53 5,76 1,66 0,02 1,7
hsa-miR-93 18,78 19,35 18,85 1,03 0,03 1,52
hsa-miR-93-3p 4,74 2,37 2,14 221 0,0044 2,35
hsa-miR-96 6,41 2,44 5,78 2,63 0,04 1,4
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miRNA AO ortalama DA ortalama GBM ortalama Oran P FDR p
hsa-miR-98 19,84 20,09 19,43 1,03 0,48 0,32
hsa-miR-99a 21,85 21,31 21,4 1,03 0,02 1,7
hsa-miR-99a-3p 7,97 8,19 559 1,47 0,06 1,22
hsa-miR-99b 18,59 18,89 18,31 1,03 0,56 0,25
hsa-miR-99b-3p 6,8 4,76 3,26 2,09 0,0065 2,19
hsa-miR-100 21,93 21,41 21,53 1,02 0,02 1,7
hsa-miR-100-3p 12,42 12,81 7,97 1,61 0,0001 3,95
hsa-miR-101 15,55 17,18 15,49 1,11 0,17 0,77
hsa-miR-103 19,59 20,07 20,25 1,03 1,20E-05 4,92
hsa-miR-103-2-5p 8,74 9,64 9,08 1,1 0,86 0,07
hsa-miR-105 5,54 5,05 2,85 194 0,01 2
hsa-miR-105-3p 51 2,32 1,68 3,04 6,51E-05 4,19
hsa-miR-106a 15,69 16,88 11,94 1,41 0,0003 3,55
hsa-miR-106a-3p 6,33 2,46 2,4 2,64 0,0002 3,64
hsa-miR-106b 17,72 17,6 14,04 1,26 0,0005 3,34
hsa-miR-106b-3p 6,65 3,85 545 1,73 0,21 0,68
hsa-miR-107 19,11 19,52 19,6 1,03 0,0069 2,16
hsa-miR-108 6,34 6,53 2,37 2,76 6,25E-06 5,2
hsa-miR-122 8,72 8,98 6,18 1,45 0,05 1,3
hsa-miR-123 8,42 10,28 7,35 1,4 0,09 1,05
hsa-miR-124-2-pre 3,4 3,7 1,66 2,23 0,0047 2,33
hsa-miR-124-3-pre 4,76 3,75 197 241 0,0034 2,46
hsa-miR-125a-3p 3,37 3,19 3,61 1,13 0,9 0,05
hsa-miR-125a-5p 17,18 17,57 17,46 1,02 0,31 0,51
hsa-miR-125a-pre 4,9 5,14 1,97 2,61 0,0002 3,77
hsa-miR-125b 21,01 20,94 20,93 1 0,79 0,1
hsa-miR-125b-1-3p 11,8 12,27 12,17 1,04 0,95 0,02
hsa-miR-125b-1-pre 4,96 7,45 1,97 3,78 8,96E-09 8,05
hsa-miR-125b-2-3p 6,5 7,33 3,75 1,96 0,0025 2,61
hsa-miR-126 12,47 16,35 15,34 1,31 0,0002 3,8
hsa-miR-126-5p 8,1 11,85 6,12 1,93 9,79E-05 4,01
hsa-miR-127-3p 15,32 17,72 17,11 1,16 0,02 1,7
hsa-miR-127-5p 8,67 12,04 10,98 1,39 0,13 0,89
hsa-miR-127-pre 3,48 3,45 2,56 1,36 0,41 0,39
hsa-miR-128a 16,56 16,52 15,89 1,04 0,03 1,52
hsa-miR-128b 16,25 16,18 14,78 1,1 0,02 1,7
hsa-miR-129-3p 6,4 6,28 573 1,12 0,87 0,06
hsa-miR-129-5p 4,99 3,61 29 1,72 0,11 0,96
hsa-miR-130a 20,31 21,04 21,01 1,04 2,85E-07 6,55
hsa-miR-130a-pre 11,51 6,29 3,3 3,49 5,08E-08 7,29
hsa-miR-130b 20,23 20,52 20,29 1,01 0,08 1,1
hsa-miR-130b-5p 3,68 3,53 1,82 2,03 0,0096 2,02
hsa-miR-130b-pre 7,43 2,49 1,66 4,49 6,06E-11 10,22
hsa-miR-132 3,2 2,28 2,07 1,54 0,33 0,48
hsa-miR-132-5p 6,65 2,28 1,65 4,02 5,31E-09 8,27
hsa-miR-133a 3,92 6,75 55 1,72 0,28 0,55
hsa-miR-133b 3,83 6,59 6,96 1,82 0,11 0,96
hsa-miR-134 12,7 16,65 13,52 1,31 0,0075 2,13
hsa-miR-135b 5,3 2,3 2,99 2,3 0,04 1,4
hsa-miR-135b-3p 4,88 2,4 1,67 2,93 0,0004 3,44
hsa-miR-136 13,33 18,01 16,5 1,35 0,0013 2,88
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hsa-miR-136-3p 10,89 16,08 12,74 1,48 0,0017 2,77
hsa-miR-137 10,68 13,69 13,46 1,28 0,11 0,96
hsa-miR-139-5p 13,63 12,99 10,88 1,25 0,06 1,22
hsa-miR-140-3p 16,91 17,76 16,7 1,06 0,22 0,66
hsa-miR-140-5p 16,36 17,59 17,09 1,08 0,03 1,52
hsa-miR-141 16,32 17,75 16,88 1,09 6,18E-05 4,21
hsa-miR-142 3p 5,03 9,03 5,28 1,8 0,0065 2,19
hsa-miR-142 5p 14,1 16,95 16,65 1,2 1,20E-05 4,92
hsa-miR-143 18,05 21,31 20,67 1,18 0,002 2,7
hsa-miR-143-5p 5,35 8,6 3,03 2,84 2,82E-06 5,55
hsa-miR-143-pre 3,64 2,03 1,74 2,09 0,03 1,52
hsa-miR-145 17,2 20,28 18,59 1,18 0,02 1,7
hsa-miR-145-3p 9,65 16,54 11,88 1,71 0,0002 3,72
hsa-miR-146a 18,72 19,47 18,22 1,07 0,21 0,68
hsa-miR-146b-5p 16,42 18,41 17,77 1,12 0,03 1,52
hsa-miR-147 3,6 2,26 1,95 1,85 0,08 1,1
hsa-miR-148b 11,69 13,44 12,36 1,15 0,44 0,36
hsa-miR-149 7,07 6,51 5,9 1,2 0,68 0,17
hsa-miR-149-3p 13,46 6,49 8,76 2,07 0,001 2,98
hsa-miR-151-3p 18,09 18,54 17,94 1,03 0,53 0,28
hsa-miR-151-5p 19,47 19,59 19,65 1,01 0,67 0,17
hsa-miR-152 16,77 19,29 18,73 1,15 0,03 1,52
hsa-miR-153 6,76 6,37 48 1,41 0,25 0,6
hsa-miR-154 13,98 18,5 16,52 1,32 0,0093 2,03
hsa-miR-154-3p 13,43 17,94 14,62 1,34 0,0051 2,29
hsa-miR-155 13,45 17,82 14,93 1,32 0,0058 2,24
hsa-miR-17-3p 11,91 10,7 11,02 1,11 0,73 0,14
hsa-miR-181a 14,94 17,03 16 1,14 0,09 1,05
hsa-miR-181a-2-3p 3,44 3,47 6,28 1,82 0,02 1,7
hsa-miR-181b 16,42 17,16 16,13 1,06 0,27 0,57
hsa-miR-181c 8,85 10,86 14,18 1,6 4,13E-06 5,38
hsa-miR-181c-3p 7,54 3,83 3,42 2,2 0,0019 2,73
hsa-miR-181d 12,25 12,55 11,55 1,09 0,71 0,15
hsa-miR-1826 18,73 18,8 18,99 1,01 0,46 0,34
hsa-miR-185 17,36 17,57 16,85 1,04 0,49 0,31
hsa-miR-185-3p 6,55 8,32 4,21 1,98 0,0025 2,6
hsa-miR-186 18,28 18,85 17,72 1,06 0,09 1,05
hsa-miR-187-3p 3,25 4,9 2,38 2,06 0,02 1,7
hsa-miR-188-5p 11,41 11,71 6,73 1,74 3,43E-05 4,46
hsa-miR-189 5,07 2,01 4,14 2,52 0,05 1,3
hsa-miR-190 9,32 5,32 6,34 1,75 0,06 1,22
hsa-miR-191 19,92 20,02 20,12 1,01 0,52 0,28
hsa-miR-192 11,22 10,31 10,42 1,09 0,82 0,09
hsa-miR-193a-3p 18,29 19,29 18,8 1,06 0,0076 2,12
hsa-miR-193a-5p 16,28 16,57 15,33 1,08 0,14 0,85
hsa-miR-193a-pre 3,78 2,28 1,77 2,14 0,02 1,7
hsa-miR-193b 16,68 16,99 16,2 1,05 0,37 0,43
hsa-miR-193b-5p 8,07 6,56 4,88 1,65 0,04 1,4
hsa-miR-194 11,93 9,05 9,01 1,32 0,14 0,85
hsa-miR-194-3p 3,85 3,7 2,14 1,8 0,05 1,3
hsa-miR-195 19,97 19,84 18,48 1,08 0,01 2
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hsa-miR-196a 3,88 2,2 4,56 2,07 0,13 0,89
hsa-miR-196b 4,47 2,27 3,63 1,97 0,29 0,54
hsa-miR-196b-pre 5,03 6,38 1,66 3,84 2,27E-08 7,64
hsa-miR-197 9,74 9,48 4,54 2,14 3,72E-06 5,43
hsa-miR-197-pre 4,76 3,82 1,63 2,92 0,0002 3,74
hsa-miR-198 4,72 3,49 2 2,36 0,004 2,4
hsa-miR-198-pre 3,58 3,78 1,67 2,27 0,0048 2,32
hsa-miR-199a-1-pre 5,03 7,97 4,41 1,81 0,01 2
hsa-miR-199a-2-pre 4,34 4,88 1,67 2,92 2,23E-05 4,65
hsa-miR-199a-3p 15,91 20,87 19,12 1,31 0,0024 2,63
hsa-miR-199a-5p 16,51 19,89 17,88 1,2 0,03 1,52
hsa-miR-199b-3p 15,94 20,82 18,98 1,31 0,0029 2,53
hsa-miR-199b-5p 6,67 10,85 6,08 1,78 0,0018 2,74
hsa-miR-19b-1-5p 5,02 3,74 1,67 3 8,44E-05 4,07
hsa-miR-200a 6,58 8,32 3,86 2,16 0,0003 3,47
hsa-miR-200a-pre 3,52 2,28 2,18 1,62 0,26 0,59
hsa-miR-200b 7,14 2,27 2,74 3,14 3,94E-05 4,4
hsa-miR-200c-pre 3,69 2,49 1,76 2,1 0,02 1,7
hsa-miR-202 5,3 2,38 2,3 2,3 0,01 2
hsa-miR-204 3,41 2,38 4,51 1,89 0,19 0,72
hsa-miR-205 4,15 2,54 1,8 2,31 0,01 2
hsa-miR-205-3p 12,42 10,15 8,91 1,39 0,11 0,96
hsa-miR-205-pre 11,6 8,92 3,3 3,52 1,05E-09 8,98
hsa-miR-206 5,52 7,85 3,83 2,05 0,0034 2,47
hsa-miR-206-pre 5,66 3,78 2,29 2,46 0,0027 2,57
hsa-miR-208a 8,01 4,61 2,83 2,83 0,0001 3,87
hsa-miR-210 18,05 17,67 17,48 1,03 0,6 0,22
hsa-miR-211 2,93 4,99 2,4 2,08 0,0084 2,08
hsa-miR-212 5,11 3,77 2,46 2,08 0,02 1,7
hsa-miR-213 16,27 16,85 17,05 1,05 0,0038 2,42
hsa-miR-214 15,48 18,33 16,13 1,18 0,05 1,3
hsa-miR-214-3p 6,49 8 6,29 1,27 0,42 0,38
hsa-miR-215 10,91 6,15 6,3 1,77 0,0038 2,42
hsa-miR-218 17,56 17,38 16,63 1,06 0,32 0,49
hsa-miR-219-2-3p 3,79 3,79 4,03 1,06 0,97 0,01
hsa-miR-219-5p 5,13 3,57 2,56 2 0,03 1,52
hsa-miR-221 20,85 20,81 21,13 1,02 0,0092 2,04
hsa-miR-221-5p 11,82 13,05 7,61 1,71 3,35E-05 4,47
hsa-miR-222-5p 6,96 3,74 539 1,86 0,13 0,89
hsa-miR-224 11,92 18,48 16,64 1,55 1,20E-08 7,92
hsa-miR-224-3p 8,29 9,16 6,93 1,32 0,24 0,62
hsa-miR-297 3,99 2,53 2,85 1,58 0,45 0,35
hsa-miR-299 6,9 13,49 9,31 1,96 0,0002 3,81
hsa-miR-299-5p 8,62 11,59 9,04 1,34 0,16 0,8
hsa-miR-300 3,3 5,12 2,17 2,36 0,0017 2,76
hsa-miR-301a 12,46 15,35 14,92 1,23 0,005 2,3
hsa-miR-301b 5,71 6,3 5,05 1,25 0,59 0,23
hsa-miR-302a 6,73 6,19 4,59 1,47 0,18 0,74
hsa-miR-302b 6,91 4,47 3,79 1,82 0,05 1,3
hsa-miR-302d 7,09 5,97 6,65 1,19 0,81 0,09
hsa-miR-302d-pre 3,41 2,24 1,78 1,91 0,07 1,15
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hsa-miR-320a-pre 4,9 3,52 3,79 1,39 0,61 0,21
hsa-miR-320b 17,99 18,05 18,19 1,01 0,47 0,33
hsa-miR-320c 18,05 18,2 18,2 1,01 0,76 0,12
hsa-miR-320d 18,06 18,12 18,16 1,01 0,86 0,07
hsa-miR-320e 14,16 13,04 14,73 1,13 0,2 0,7
hsa-miR-323b-3p 3,07 3,77 2,27 1,66 0,16 0,8
hsa-miR-324 3p 6,54 7,72 8,42 1,29 0,4 0,4
hsa-miR-324 5p 14,1 14,85 15,41 1,09 0,24 0,62
hsa-miR-326-pre 3,81 2,27 1,78 2,14 0,02 1,7
hsa-miR-328 3,82 3,55 3,83 1,08 0,96 0,02
hsa-miR-329 13,78 18,31 16,72 1,33 0,0024 2,61
hsa-miR-330-3p 3,85 5,78 2,2 2,63 8,74E-05 4,06
hsa-miR-331-3p 5,48 4,92 2,48 2,2 0,0011 2,97
hsa-miR-331-5p 6,45 3,37 2,33 2,77 0,0002 3,71
hsa-miR-335 16,65 18,62 15,5 1,2 0,04 14
hsa-miR-335-3p 9,07 9,69 533 1,82 0,002 2,7
hsa-miR-337-3p 12,86 17,05 15,1 1,33 0,0079 2,1
hsa-miR-337-5p 10,87 15,89 12,26 1,46 0,0023 2,63
hsa-miR-338-3p 5,17 4,84 9,45 1,95 0,0002 3,69
hsa-miR-339-5p 3,83 2,34 3,29 1,64 0,46 0,34
hsa-miR-340-5p 9,98 6,42 6,64 1,56 0,07 1,15
hsa-miR-342-3p 16,58 16,77 15,87 1,06 0,32 0,49
hsa-miR-345 7,25 7,5 4,99 1,5 0,06 1,22
hsa-miR-345-pre 4,02 3,69 3,13 1,28 0,66 0,18
hsa-miR-346 3,88 4,69 3,06 1,53 0,21 0,68
hsa-miR-346-pre 5,22 2,09 2,13 2,49 0,0012 2,94
hsa-miR-361-3p 12,15 10,76 11,17 1,13 0,7 0,15
hsa-miR-361-5p 17,13 17,44 16,57 1,05 0,19 0,72
hsa-miR-362-3p 11,54 10,37 596 1,94 4,11E-05 4,39
hsa-miR-362-5p 11,69 11,77 9,11 1,29 0,04 1,4
hsa-miR-363-3p 11,04 14,29 15,18 1,38 2,20E-05 4,66
hsa-miR-365 19,37 19,79 19,63 1,02 0,14 0,85
hsa-miR-368 17,88 20,8 19,54 1,16 0,06 1,22
hsa-miR-369-3p 15,66 18,19 15,02 1,21 0,03 1,52
hsa-miR-369-5p 8,98 15,48 12,43 1,73 3,84E-05 4,42
hsa-miR-370 5,42 4,62 3,53 1,54 0,2 0,7
hsa-miR-373-5p 15,47 17,3 16,18 1,12 0,08 1,1
hsa-miR-374a 18,5 18,81 16,59 1,13 0,0026 2,59
hsa-miR-374b 18,12 17,76 14,42 1,26 0,0008 3,09
hsa-miR-374b-3p 6,88 5,19 2,37 2,9 3,78E-05 4,42
hsa-miR-375 8,37 9,46 505 1,87 0,0007 3,16
hsa-miR-376a 17,44 20,36 19,26 1,17 0,02 1,7
hsa-miR-376a-1-pre 3,45 3,69 1,67 2,21 0,0052 2,28
hsa-miR-376a-5p 8,16 10,17 551 1,84 0,0007 3,16
hsa-miR-376b 16,77 19,95 18,52 1,19 0,02 1,7
hsa-miR-376c 17,76 20,8 19,48 1,17 0,04 1,4
hsa-miR-377 14,53 16,64 12,76 1,3 0,0012 2,92
hsa-miR-377-pre 4,82 2,53 1,63 2,96 0,0003 3,59
hsa-miR-378 16,52 14,91 14,07 1,17 0,05 1,3
hsa-miR-378-5p 11,79 12,21 9,72 1,26 0,1 1
hsa-miR-378c 4,14 6,24 3,33 1,87 0,02 1,7
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hsa-miR-378-pre 3,58 2,32 1,74 2,05 0,05 1,3
hsa-miR-379 14,74 17,22 15,68 1,17 0,03 1,52
hsa-miR-379-3p 8,74 9,86 53 1,86 0,0015 2,82
hsa-miR-379-pre 4,97 3,77 2,41 2,07 0,03 1,52
hsa-miR-380 13,73 15,99 11 1,45 5,52E-05 4,26
hsa-miR-380-3p 6,28 4,93 2,55 2,46 0,0003 3,46
hsa-miR-381 12,95 17,45 15,24 1,35 0,004 2,39
hsa-miR-382 14,15 16,86 15,98 1,19 0,01 2
hsa-miR-382-pre 4,77 2,37 2,07 2,3 0,0076 2,12
hsa-miR-409-3p 16,16 19,07 17,72 1,18 0,07 1,15
hsa-miR-409-5p 10,04 12,58 11,76 1,25 0,26 0,59
hsa-miR-410 10,76 16,12 11,88 1,5 0,0009 3,06
hsa-miR-410-pre 3,34 2,27 1,8 1,86 0,11 0,96
hsa-miR-411 14,29 18,53 15,35 1,3 0,01 2
hsa-miR-421 10,58 11,36 6,71 1,69 0,0004 3,42
hsa-miR-422a 14,25 14,12 10,07 1,42 0,0003 3,49
hsa-miR-422b 14,49 14,54 11,94 1,22 0,03 1,52
hsa-miR-423-3p 12,85 15,84 14,2 1,23 0,02 1,7
hsa-miR-423-5p 16,86 16,66 16,55 1,02 0,46 0,34
hsa-miR-423-pre 3,42 5,17 2,01 2,57 0,0011 2,95
hsa-miR-424 18,64 18,77 18,57 1,01 0,68 0,17
hsa-miR-424-3p 5,39 5,09 4,53 1,19 0,76 0,12
hsa-miR-424-pre 11,42 7,71 3,27 3,49 1,25E-08 7,9
hsa-miR-425-3p 8,87 9,41 7,84 1,2 0,47 0,33
hsa-miR-4270 4,11 2,19 2,05 2,01 0,03 1,52
hsa-miR-431 8,66 13,84 9,62 1,6 0,0024 2,62
hsa-miR-431-3p 51 2,25 1,99 2,56 0,0019 2,73
hsa-miR-432 11,45 17,1 16,51 1,49 8,57E-09 8,07
hsa-miR-449a 3,58 2,31 1,69 2,12 0,03 1,52
hsa-miR-449b 8 3,57 3,29 243 0,0003 3,56
hsa-miR-449b-3p 4,01 2,22 3,69 1,81 0,24 0,62
hsa-miR-450a 13,79 10,53 11,14 1,31 0,12 0,92
hsa-miR-450b-5p 6,92 3,74 2,76 2,5 0,0009 3,06
hsa-miR-452 12,78 15,31 13,38 1,2 0,16 0,8
hsa-miR-452-3p 5,26 10,02 4,09 2,45 4,91E-06 5,31
hsa-miR-454 16,81 17,05 13,75 1,24 0,0013 2,88
hsa-miR-455-3p 9,78 11,57 11,33 1,18 0,53 0,28
hsa-miR-455-5p 9,62 10,77 7,44 1,45 0,04 1,4
hsa-miR-483-3p 3,71 3,62 3,12 1,19 0,77 0,11
hsa-miR-483-5p 9,2 10,15 8,36 1,21 0,43 0,37
hsa-miR-484 12,09 14,28 12,23 1,18 0,21 0,68
hsa-miR-485-3p 10,01 10,88 9,5 1,15 0,59 0,23
hsa-miR-485-5p 3,64 3,73 2,89 1,29 0,54 0,27
hsa-miR-486-3p 3,81 2,26 2,24 1,7 0,14 0,85
hsa-miR-486-5p 3,38 2,33 2,62 145 0,57 0,24
hsa-miR-487a 10,85 16,39 14,97 1,51 1,38E-05 4,86
hsa-miR-487b 14,16 18,73 17,36 1,32 0,0027 2,57
hsa-miR-491-5p 8,17 6,97 3,97 2,06 0,0005 3,34
hsa-miR-493 9,83 12,21 10,14 1,24 0,25 0,6
hsa-miR-493-5p 13,19 17,76 16,35 1,35 0,0055 2,26
hsa-miR-494 18,16 19,83 18,61 1,09 0,1 1
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hsa-miR-495 16,67 19,84 18,63 1,19 0,03 1,52
hsa-miR-496 10,6 14,2 13,59 1,34 0,04 1,4
hsa-miR-497 12,17 13,06 14,15 1,16 0,16 0,8
hsa-miR-500-3p 9,21 5,77 4,07 2,26 0,0003 3,47
hsa-miR-500b 10,89 4,81 4,78 2,28 8,13E-05 4,09
hsa-miR-501-5p 6,19 6,56 4,36 1,5 0,11 0,96
hsa-miR-502-3p 6,25 4,84 2,5 2,5 0,0003 3,58
hsa-miR-503 12,82 11,25 7,49 1,71 0,0001 3,89
hsa-miR-504 6,59 6,33 2,81 2,35 0,0001 3,92
hsa-miR-505 8,59 10,59 555 1,91 0,0002 3,68
hsa-miR-506 4,9 3,52 2,11 2,33 0,0086 2,06
hsa-miR-507 3,56 2,3 2,04 1,74 0,19 0,72
hsa-miR-508-3p 3,56 2,15 1,74 2,04 0,04 1,4
hsa-miR-509-1-pre 4,67 3,81 1,67 2,79 0,0003 3,48
hsa-miR-509-3-5p 14,6 16,64 15,45 1,14 0,1 1
hsa-miR-510 3,34 4,88 1,74 2,8 0,0001 3,86
hsa-miR-510-pre 6,15 3,75 1,65 3,73 1,60E-06 5,8
hsa-miR-511-1-pre 8,22 6,37 2,44 3,36 1,29E-07 6,89
hsa-miR-512-1-pre 4,95 2,3 2,09 2,37 0,0055 2,26
hsa-miR-512-5p 5,03 3,93 3,11 1,62 0,24 0,62
hsa-miR-513a-1-pre 3,57 2,32 1,63 2,19 0,03 1,52
hsa-miR-513a-2-pre 14,99 15,14 16,89 1,13 0,0021 2,68
hsa-miR-513a-5p 6,31 4,92 3,71 1,7 0,11 0,96
hsa-miR-514-2-pre 4,95 2,42 2,03 2,44 0,004 2,4
hsa-miR-516b-1-pre 3,39 3,93 2,02 194 0,05 1,3
hsa-miR-516b-2-pre 3,22 3,92 1,71 2,29 0,0055 2,26
hsa-miR-517a-pre 9,71 7,43 2,92 3,33 2,02E-07 6,69
hsa-miR-517b-pre 4,41 2,48 1,62 2,73 0,0006 3,22
hsa-miR-518d-pre 3,68 2,46 1,63 2,26 0,02 1,7
hsa-miR-520h-pre 5,05 3,74 1,64 3,09 0,0001 3,94
hsa-miR-524-5p 18,44 18,96 17,69 1,07 0,05 1,3
hsa-miR-525-3p 14,04 14,29 11,51 1,24 0,04 1,4
hsa-miR-532-3p 4,8 2,48 291 1,94 0,11 0,96
hsa-miR-532-5p 11,91 11,06 9,17 1,3 0,12 0,92
hsa-miR-532-Pre 3,48 2,43 1,64 2,12 0,03 1,52
hsa-miR-539 8,4 9,18 549 1,67 0,0069 2,16
hsa-miR-542-3p 3,84 2,42 3,31 1,59 0,45 0,35
hsa-miR-542-5p 6,43 7,71 2,83 2,73 3,40E-06 5,47
hsa-miR-542-Pre 4,73 2,5 1,62 2,91 0,0003 3,5
hsa-miR-543 8,37 12,13 8,07 1,5 0,01 2
hsa-miR-544-Pre 4,96 3,82 1,78 2,79 0,0007 3,19
hsa-miR-545 5,08 5,18 2,87 1,8 0,03 1,52
hsa-miR-545-Pre 4,93 2,28 1,67 2,95 0,0003 3,6
hsa-miR-548a-1-Pre 11,06 7,93 7,84 1,41 0,08 1,1
hsa-miR-548a-3p 6,44 4,92 3,71 1,74 0,06 1,22
hsa-miR-548a-3-Pre 3,54 2,21 1,78 1,99 0,06 1,22
hsa-miR-548b-3p 6,76 3,66 2,04 3,31 5,74E-06 5,24
hsa-miR-548c-3p 5,09 2,3 2,16 2,35 0,002 2,7
hsa-miR-548d-2-Pre 3,38 2,53 2,1 1,61 0,29 0,54
hsa-miR-548t 11,05 11,54 7,08 1,63 0,0006 3,23
hsa-miR-549-Pre 6,49 7,32 3,21 2,28 0,0005 3,27
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hsa-miR-550-1-Pre 3,27 2,37 2,03 1,61 0,26 0,59
hsa-miR-550-3p 5,27 6,65 537 1,26 0,57 0,24
hsa-miR-551a 3,2 5,05 2,52 2,01 0,02 1,7
hsa-miR-551b 12,12 14,23 9,31 1,53 0,0009 3,05
hsa-miR-552 4,94 2,53 3,14 1,96 0,16 0,8
hsa-miR-560-Pre 5,18 3,24 4,02 1,6 0,39 0,41
hsa-miR-562 2,96 2,23 1,79 1,65 0,22 0,66
hsa-miR-565-Pre 19,75 20,08 20,18 1,02 0,24 0,62
hsa-miR-566 4,15 4,72 5,68 1,37 0,48 0,32
hsa-miR-566-Pre 11,08 11,57 14,09 1,27 0,03 1,52
hsa-miR-570 4,74 2,36 2,24 2,12 0,01 2
hsa-miR-574-3p 14,28 16,24 15,32 1,14 0,1 1
hsa-miR-574-5p 16,88 15,8 17,31 1,1 0,02 1,7
hsa-miR-574-Pre 11,03 14,18 13,79 1,29 0,08 1,1
hsa-miR-576-3p 3,81 2,02 1,77 2,16 0,0095 2,02
hsa-miR-576-5p 4,86 3,33 1,74 2,79 0,0002 3,7
hsa-miR-582-5p 3,82 2,39 3,63 1,6 0,43 0,37
hsa-miR-584 11,9 11,93 7,95 1,5 0,0011 2,94
hsa-miR-589 5,13 2,22 1,74 2,94 9,56E-06 5,02
hsa-miR-590-3p 3,4 3,8 2,41 1,58 0,22 0,66
hsa-miR-590-5p 8,83 7,6 8,72 1,16 0,69 0,16
hsa-miR-594 6,93 8,56 4,21 2,03 0,0006 3,24
hsa-miR-594-Pre 19,47 20,09 20,21 1,04 0,0011 2,97
hsa-miR-595 5,21 7,64 6,55 1,46 0,41 0,39
hsa-miR-598 3,91 2,23 3,36 1,75 0,35 0,46
hsa-miR-598-Pre 3,94 3,54 2,02 1,95 0,02 1,7
hsa-miR-600-Pre 6,67 6,45 2,42 2,76 4,82E-06 5,32
hsa-miR-601-Pre 4,67 4,94 1,64 3,02 1,26E-05 4,9
hsa-miR-602-Pre 5,03 3,84 1,62 3,1 0,0001 3,99
hsa-miR-603-Pre 6,63 6,08 2,3 2,88 4,20E-06 5,38
hsa-miR-605 6,33 2,34 1,66 3,82 9,43E-08 7,03
hsa-miR-607 5,03 4,98 1,62 3,1 5,10E-06 5,29
hsa-miR-608 6,79 2,6 4,84 2,61 0,03 1,52
hsa-miR-610-Pre 3,38 3,91 1,98 1,98 0,03 1,52
hsa-miR-611-Pre 8,06 3,79 2,75 2,93 3,15E-05 4,5
hsa-miR-614 3,12 2,52 1,66 1,87 0,07 1,15
hsa-miR-615-3p 3,51 5,1 2,81 1,82 0,06 1,22
hsa-miR-615-5p 4,97 5,1 2,51 2,03 0,0062 2,21
hsa-miR-616-5p 6,4 6,02 435 1,47 0,16 0,8
hsa-miR-619-Pre 7,3 5,94 7,36 1,24 0,58 0,24
hsa-miR-621-Pre 3,72 2,32 1,82 2,04 0,03 1,52
hsa-miR-625 10,68 9,53 5,93 1,8 0,0005 3,28
hsa-miR-625-3p 5,58 2,17 2,53 2,57 0,0037 2,43
hsa-miR-628-3p 6,5 3,37 4,69 1,93 0,1 1
hsa-miR-629 11,55 10,04 7,08 1,63 0,003 2,52
hsa-miR-632 3,84 2,37 2,7 1,62 0,38 0,42
hsa-miR-634 4,85 3,6 3,83 1,35 0,61 0,21
hsa-miR-638 8,91 6,32 9,43 1,49 0,08 1,1
hsa-miR-638-Pre 9,89 8,76 7,25 1,36 0,17 0,77
hsa-miR-645-Pre 5,16 2,24 2,23 2,31 0,0025 2,6
hsa-miR-650-Pre 3,78 2,31 1,8 2,1 0,02 1,7
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hsa-miR-652 4,11 2,27 3,27 1,81 0,3 0,52
hsa-miR-654-3p 15,01 17,75 15,55 1,18 0,05 1,3
hsa-miR-654-5p 6,41 8,05 7,53 1,26 0,62 0,21
hsa-miR-654-Pre 11,02 16,68 13,92 1,51 0,0003 3,56
hsa-miR-655 11,03 15,35 13,91 1,39 0,02 1,7
hsa-miR-656 8,86 13,14 10,16 1,48 0,04 1,4
hsa-miR-658 15,01 15,35 17,11 1,14 0,0007 3,15
hsa-miR-660 11,81 11,47 9,33 1,27 0,11 0,96
hsa-miR-662-Pre 7,42 6,18 6,55 1,2 0,78 0,11
hsa-miR-663-Pre 5,53 5,36 3,72 1,49 0,18 0,74
hsa-miR-664 10,62 10,51 9,57 1,11 0,67 0,17
hsa-miR-665 10,69 14,69 13,29 1,37 0,02 1,7
hsa-miR-668 6,79 4,51 4,04 1,68 0,08 1,1
hsa-miR-671-3p 3,67 2,23 2,42 1,64 0,25 0,6
hsa-miR-671-5p 11,77 11,83 10,85 1,09 0,64 0,19
hsa-miR-708 13,09 13,79 11,16 1,24 0,17 0,77
hsa-miR-708-3p 3,75 5,04 3,43 1,47 0,29 0,54
hsa-miR-720 16,88 15,35 16,35 1,1 0,16 0,8
hsa-miR-744 13,29 13,48 9,6 1,4 0,0011 2,94
hsa-miR-744-3p 7,59 3,87 3,26 2,33 0,0008 3,1
hsa-miR-758 6,76 6,91 4,72 1,46 0,12 0,92
hsa-miR-760 6,61 6,45 4,11 1,61 0,05 1,3
hsa-miR-765 8,13 4,69 4,64 1,75 0,03 1,52
hsa-miR-766 5,43 5,06 3,94 1,38 0,36 0,44
hsa-miR-767-5p 3,71 2,46 1,67 2,23 0,02 1,7
hsa-miR-768-3p 16,97 17,34 16,5 1,05 0,23 0,64
hsa-miR-768-5p 19,23 19,47 19,76 1,03 0,0067 2,18
hsa-miR-769-3p 6,47 3,49 2,76 2,35 0,0025 2,61
hsa-miR-769-5p 11,11 3,67 3,96 3,03 2,46E-08 7,61
hsa-miR-876-3p 3,96 3,97 3,47 1,14 0,85 0,07
hsa-miR-876-5p 5,29 2,4 2,17 2,44 0,0021 2,67
hsa-miR-877 5 2,5 2,16 2,31 0,0053 2,28
hsa-miR-877-3p 3,27 3,79 51 1,56 0,3 0,52
hsa-miR-885-3p 12,31 12,49 84 1,49 0,0027 2,58
hsa-miR-885-5p 5,16 3,87 2,19 2,36 0,0066 2,18
hsa-miR-886-3p 11,9 15,87 12,62 1,33 0,02 1,7
hsa-miR-886-5p 14,94 17,63 16,68 1,18 0,06 1,22
hsa-miR-887 3,52 2,3 2,21 1,59 0,25 0,6
hsa-miR-889 10,93 16,53 10,06 1,64 3,09E-05 4,51
hsa-miR-891a 9,97 10,12 541 1,87 4,62E-05 4,34
hsa-miR-891b 3,32 3,84 1,67 2,29 0,005 2,31
hsa-miR-892a 3,02 3,66 1,6 2,29 0,0026 2,59
hsa-miR-921 7,66 5,05 2,43 3,16 2,91E-06 5,54
hsa-miR-922 4,52 2,44 2,39 1,89 0,06 1,22
hsa-miR-923 10,04 11,67 6,82 1,71 0,0007 3,13
hsa-miR-936 3,8 2,44 2,17 1,75 0,13 0,89
hsa-miR-939 5,03 2,36 3,03 2,13 0,07 1,15
hsa-miR-940 4,66 2,27 2,68 2,06 0,07 1,15
hsa-miR-1180 8,48 6,7 535 1,59 0,07 1,15
hsa-miR-1182 3,84 3,74 2,4 1,6 0,13 0,89
hsa-miR-1183 5,34 5,37 3,83 1,4 0,27 0,57
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hsa-miR-1184 4,8 3,77 2,64 1,82 0,1 1
hsa-miR-1185 4,7 9,04 4,28 2,11 0,0002 3,65
hsa-miR-1207-5p 12,67 12,93 13,13 1,04 0,95 0,02
hsa-miR-1224-5p 13,56 12,15 10,3 1,32 0,06 1,22
hsa-miR-1225-3p 3,79 2,44 2,04 1,86 0,07 1,15
hsa-miR-1228-5p 14,12 12,2 14,43 1,18 0,11 0,96
hsa-miR-1246 14,63 15,39 15,9 1,09 0,3 0,52
hsa-miR-1248 19,86 20,14 20,08 1,01 0,45 0,35
hsa-miR-1250 6,32 3,94 4,76 1,61 0,29 0,54
hsa-miR-1254 4,12 3,48 3,74 1,19 0,9 0,05
hsa-miR-1257 3,94 3,86 3,13 1,26 0,63 0,2
hsa-miR-1258 5,55 3,78 3,44 1,61 0,17 0,77
hsa-miR-1260 17,46 17,66 17,5 1,01 0,82 0,09
hsa-miR-1260b 16,58 17,36 17,06 1,05 0,53 0,28
hsa-miR-1268 14,67 12,95 15,17 1,17 0,11 0,96
hsa-miR-1269 3,83 3,59 2,06 1,85 0,03 1,52
hsa-miR-1271 3,71 6,4 4,77 1,73 0,15 0,82
hsa-miR-1272 3,7 2,23 2,11 1,76 0,1 1
hsa-miR-1273 7,32 4,95 6,5 1,48 0,35 0,46
hsa-miR-1275 5,48 2,43 3,94 2,26 0,09 1,05
hsa-miR-1280 15,11 16,92 16,52 1,12 0,0019 2,73
hsa-miR-1285 7,42 6,42 8,36 1,3 0,36 0,44
hsa-miR-1287 3,86 2,22 1,79 2,15 0,01 2
hsa-miR-1290 6,75 7,26 4,83 1,5 0,1 1
hsa-miR-1291 11,59 9,23 8,41 1,38 0,11 0,96
hsa-miR-1293 3,87 2,26 1,8 2,15 0,02 1,7
hsa-miR-1294 3,83 1,98 3,78 1,94 0,15 0,82
hsa-miR-1296 3,97 3,31 2,11 1,88 0,06 1,22
hsa-miR-1297 4,87 2 3,94 2,44 0,08 1,1
hsa-miR-1300 3,83 2,03 1,76 2,18 0,0085 2,07
hsa-miR-1303 5,87 2,47 519 2,38 0,05 1,3
hsa-miR-1304 5,65 4,54 2,24 2,52 0,0004 3,41
hsa-miR-1306 7,29 7,87 6,85 1,15 0,77 0,11
hsa-miR-1307 4,65 2,36 1,77 2,63 0,0007 3,14
hsa-miR-1308 20,31 20,7 20,75 1,02 0,0061 2,21
hsa-miR-1322 4 3,63 3,01 1,33 0,58 0,24
hsa-miR-1469 5,13 2,39 4,81 2,15 0,08 1,1
hsa-miR-1827 11,98 12,71 7,78 1,63 0,0002 3,75
hsa-miR-1908 5,21 7,37 532 1,41 0,25 0,6
hsa-miR-1914 6,79 6,34 3,85 1,76 0,02 1,7
hsa-miR-1914-3p 3,61 2,34 1,63 2,22 0,02 1,7
hsa-miR-1915 11,6 10,23 7,35 1,58 0,0043 2,37
hsa-miR-1972 6,08 8,64 7,48 1,42 0,37 0,43
hsa-miR-1973 12,02 11,97 11,35 1,06 0,82 0,09
hsa-miR-1975 12,24 12,97 14,43 1,18 0,09 1,05
hsa-miR-1979 14,39 15,85 12,79 1,24 0,02 1,7
hsa-miR-2276 5,79 7,56 4,89 1,54 0,11 0,96
hsa-miR-2278 3,97 2,41 1,86 2,13 0,03 1,52
hsa-miR-3123 5,02 5,11 1,67 3,05 1,56E-05 4,81
hsa-miR-3125 5,19 3,88 2,87 1,81 0,1 1
hsa-miR-3126-3p 6,36 3,61 2,15 2,96 0,0003 3,59
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hsa-miR-3127 6,59 3,48 1,78 3,7 4,76E-07 6,32
hsa-miR-3128 4,55 6,48 1,69 3,83 1,14E-07 6,94
hsa-miR-3129 4,79 5,06 2 2,53 0,0004 3,44
hsa-miR-3130-3p 6,28 2,49 1,64 3,83 5,26E-07 6,28
hsa-miR-3130-5p 5,18 3,92 1,97 2,63 0,0016 2,79
hsa-miR-3131 5,15 4,81 2,43 2,12 0,0058 2,23
hsa-miR-3132 4,91 2,34 2,36 2,1 0,02 1,7
hsa-miR-3134 6,27 3,56 1,78 3,52 9,73E-06 5,01
hsa-miR-3137 3,2 3,83 1,67 2,29 0,0052 2,28
hsa-miR-3138 4,57 3,82 1,67 2,73 0,0005 3,32
hsa-miR-3139 4,83 6,38 3,29 1,94 0,02 1,7
hsa-miR-3140 4,63 2,32 2,99 2 0,17 0,77
hsa-miR-3141 10,88 7,92 5,24 2,08 0,0001 3,97
hsa-miR-3144-5p 4,34 2,55 1,98 2,19 0,02 1,7
hsa-miR-3145 4,78 3,84 1,68 2,84 0,0003 3,46
hsa-miR-3146 4,8 6,4 3,29 1,94 0,02 1,7
hsa-miR-3147 4,47 5,07 2,8 1,81 0,04 1,4
hsa-miR-3154 3,42 4,86 579 1,69 0,25 0,6
hsa-miR-3155 4,71 2,48 2,3 2,05 0,03 1,52
hsa-miR-3162 8,82 3,61 3,83 2,44 0,0004 3,41
hsa-miR-3172 4,06 4,89 2,29 2,13 0,0063 2,2
hsa-miR-3174 10,17 7,36 6,67 1,53 0,07 1,15
hsa-miR-3198 3,91 2,26 3,04 1,73 0,35 0,46
hsa-miR-4286 7,01 4,97 2,85 2,46 0,0005 3,34
hsa-miR-4288 3,49 5,06 1,67 3,03 8,95E-05 4,05
hsa-miR-4290 3,75 6,46 1,68 3,84 2,03E-07 6,69
hsa-miR-4291 5,09 3,81 1,67 3,05 0,0002 3,75
hsa-miR-4292 5,22 5,19 2,8 1,86 0,02 1,7
hsa-miR-4293 6,23 2,31 2,44 2,7 0,0007 3,18
hsa-miR-4295 4,85 2,32 1,77 2,75 0,0011 2,97
hsa-miR-4296 4,98 2,56 1,68 2,96 0,0005 3,27
hsa-miR-4297 3,68 3,8 1,67 2,27 0,0046 2,34
hsa-miR-4298 6,38 2,52 2,06 3,09 3,92E-05 4,41
hsa-miR-4299 5,2 3,82 1,97 2,63 0,0017 2,77
hsa-miR-4301 491 3,73 2,37 2,07 0,03 1,52
hsa-miR-4303 4,98 3,6 2,12 2,35 0,0092 2,04
hsa-miR-4304 3,42 2,24 1,67 2,04 0,04 1,4
hsa-miR-4305 3,41 2,41 1,73 1,97 0,06 1,22
hsa-miR-4306 10,25 12,27 13,15 1,28 0,03 1,52
hsa-miR-4307 3,26 2,53 2,5 1,31 0,69 0,16
hsa-miR-4308 4,83 7,83 2,89 2,71 3,35E-05 4,47
hsa-miR-4309 4,61 5,04 3,26 1,54 0,18 0,74
hsa-miR-4310 4,96 4,85 2,14 2,32 0,0009 3,05
hsa-miR-4314 3,3 2,51 1,67 1,97 0,05 1,3
hsa-miR-4315 4,79 3,82 1,68 2,85 0,0003 3,47
hsa-miR-4316 4,79 6,65 4,04 1,65 0,09 1,05
hsa-miR-4317 5,98 3,7 2,52 237 0,0037 2,44
hsa-miR-4324 18,25 18,43 18,09 1,02 0,23 0,64
hsa-miR-4325 6,14 2,5 2,37 2,6 0,0007 3,18
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Sekil 33. Beyin timori tanili olgularin miRNA ekspresyonlarinin tani gruplarina

gore karsilastirilmasi
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BOLUM IV

4.1. TARTISMA

Gunlmuze kadar, beyin tumorlerinde miRNA ekspresyon c¢alismalarinin
yayinlanan biylik bir kismi c¢ok az sayida timor ve sinirh miRNA array
platformlarinda gergeklestirilmistir. Malzkorn ve ark.” lari 4 olgu, Chan ve ark.’ lari 5
olgu, Ciafre ark.” lar1 9 olgu, Yang ve ark.” lari 14 olgu ve Rao ve ark.’ lari 39 olgu ile
beyin timorilerinde miRNA ekspresyon profillerini calismislardir (20, 31, 130, 154,
192). Calismamizda 50 beyin timorli olguda miRNA ekspresyonu calisilmis olup
bircok calismaya gore daha genis olgu serilerinde daha ¢ok sayida miRNA

degerlendirilmeye alinmistir.

Beyin timori ile ilgili ¢cok az sayida c¢alismada primer hicre kaltird
kullanilmistir (19, 42, 74, 153). Hiicre kilturd, onkoloji arastirmalari icin en énemli
araglardan birisidir. Bagimsiz kanser tipleri ile iliskili ve kanser fizyolojisini anlamada
biyokimya ve molekiiler biyolojinin ¢ahsildigi benzersiz bir sistemdir (113). Primer
kiiltirleri de icine alan in vitro kanser modellerinin avantajlari yani sira
dezavantajlari da bulunmaktadir. lyi karakterize edilmis in vitro kanser modellerinin
tekrarlanabilirliginin sinirli olmasi bunlardan birisidir. Ayrica primer kiltirler birkag
tip stromal ve infiltre hilicre tipi icerebilirler ve bu da verileri yorumlamada

karisikliga sebep olabilir. Bununla birlikte, intakt dokudaki hiicresel etkilesimleri
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daha iyi yansitmaktadir (113). ilave olarak kisa siireli primer hiicre kiiltiiriiniin (<10
pasaj) timor biyolojisini daha iyi yansittigi da géz oniinde bulundurulmalidir (42).
Calismamizda primer hicre kiltird ile ilgili olumsuzluklari en aza indirmek icin
gerekli hassasiyet gosterilmistir. Eksplant kiltirl yapilan beyin timori érneginin es
parcasli patolojik olarak degerlendirilmistir. Ayrica hiicre kiltirine 6zgl degisiklikleri
ekarte etmek icin tim olgularin 4. pasajlari miRNA ekspresyonlari igin ¢alisiimistir. In
vitro kanser modeli ile ¢alismak beyin timori miRNA profiline énemli katkilarda

bulunmustur.

Bircok ¢alismada, DBTRG-05MG, U-118 MG, U-87 MG, A-172, LN-18, M059),
MO59K, LN229, T98G, U138MG v.b. beyin timori hiicre hatlari in vitro kanser
modeli olarak kullaniimaktadir. Calismamizda U-87 MG, U-118 MG ve LN-18 beyin
timord hirce hatlari GBM modeli olarak ve olgu gruplarindaki miRNA ekspresyon

degisimlerinin GBM fenotipine benzerliklerini degerlendirmek igin kullanildi.

GBM’ de en kapsamli ¢alisilan miRNA’ lardan birisi miR-21" dir ve GBM’ de en
anlamli asiri-eksprese olan (normal beyine gore timorlerde 100 kat daha ylksek
ekspresyon) miRNA’ lardan biri olarak tanimlanmistir (20). Hiicresel ve molekdler
kanitlar miR-21" in GBM biyolojisinde hiicre sagkalimi ve goglu gibi cesitli
fonksiyonlari regiile ettigini gostermektedir (55). miR-21" in GBM’ de 6nemli bir
onkogenik miRNA oldugu belirtiimektedir. Ozellikle, miR-21’ in inhibisyonunun
hiicre sagkalimi ve ayrica GBM hiicrelerinin bir takim kemo-terapotik ajanlara ve
TNF-iliskili ligandlara karsi sensitivitesinin artmasini sagladigi gosterilmistir (20, 37,
118, 156). miR-21’ in anti-apoptotik etkisi hicre donglisiiniin dizenlenmesini

etkileyebilmektedir. miR-21" in “knock-down” u hiicre donglisi arestini indikler.
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Ayrica miR-21" in PTEN’ i direkt olarak hedefledigi veya PTEN-bagimsiz yolak
araciligiyla EGFR/Akt hicre sagkalim yolaklarini aktive ettigi gosterilmistir (156,
200). ilave olarak, miR-21, sagkalim ve hiicre déngiisii arestini, p53-aracili ve
mitokondriyal apoptotik yolaklar ile kismen HNRPK ve Tap63’ in direkt regilasyonu
yoluyla da gerceklestirmektedir (143). Yiksek miR-21 ekspresyonu hiicre
proliferasyonu/dongilisiindeki fonksiyonlarina ek olarak, GBM, meme ve prostat
kanserlerinde hilicre migrasyonu ve invazyonunu kolaylastirmaktadir. miR-21
susturulmus gliom hiicrelerinin gen ekspresyon analizleri ile miR-21 hedeflerinin,
ekstraselller matriks modellemesi ve vaskiler gelisimde fonksiyonlari oldugu
gosterilmistir. Ozellikle matriks metalloproteaz (MMPs) inhibitérleri olan RECK ve
TIMP3’ (in GBM hiicre gogu ve invazyonunu kolaylastirmak icin miR-21 tarafindan
direkt olarak hedeflendigi gosterilmistir (35, 55). Meme ve/veya prostat
kanserlerinde hiicre gociinde miR-21" in 6nemli hedefleri olduklari gosterilen
Tropomiyosin 1, PDCD4, Maspin, RhoB, ve MARCKS genlerinin gliom hiicre goclinde

de 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (35, 118).

DA, AO ve GBM olgularinda miR-21 ekspresyonu en yiiksek olarak belirlenmis
ve olgu gruplari arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 18). Conti ve ark,
yaptiklari ¢alismada miR-21 ekspresyonunun gliom o6rneklerinde yukari-regiile
oldugunu bulmuslardir (36). miR-21" in asiri ekspresyonu hiicre dongisi arresti, anti
apoptotik etkisi, metastaz ve invasyon ozellikleri ile beyin timoriu fenotipini

olusturdugu seklinde degerlendirilmistir.

let-7 ailesi Uyeleri timor supresor miRNA’ lardir (48, 104, 112, 169). let-7’ nin

kanserlerde asagi-regilile oldugu ve bunun da proto-onkogenlerden RAS, HMGA2,
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MYC, integrin beta 3, onkofetal gen IMP-1 ve miRNA maturasyon RNAaz dicer’ in
yukari-regililasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Let-7b’ nin, siklin D1, D3 ve A’ nin
ve siklin bagimh kinaz (Cdk) 4’ Gn ekspresyonlarini asagi-regile ettigi gosterilmistir
(10, 54, 89, 111, 133, 139, 144, 146, 160, 173). Kanser kok hiicrelerinde ve kanser-
baslatici hicrelerde let-7 miRNA ekspresyonu disik seviyelerdedir ve bu da
diferansiasyonu artirmaktadir. HMGA?2 susturulmasi ile kendi kendini yenilemeyi
etkilemeden diferansiasyonun arttigi, H-RAS’ in susturulmasi ile diferansiasyonu
etkilemeden, kendi kendini yenilemeyi azaltigi gosterilmis ve hedeflerini susturarak
let-7" nin kok hiicre benzeri 6zellikleri regiile ettigi ileri stirlilmustur (44, 195). Lin28
ve Lin28b, let-7 miRNA ailesinin prekirsoérlerinin terminal ucu ile iliskili olan RNA
baglayici proteinler olarak goérev gormekte ve onlarin olgun miRNA’ lara
donlsimiini engellemektedir (73, 141, 150, 159, 176). Lin28 ve Lin28b’ nin
kanserlerde asiri-eksprese oldugu bilinmektedir ve bu mekanizma let-7’ nin asagi-
modilasyonunu ve devamindaki “downstream” etkileri agiklamaktadir (69, 127,

177, 185).

Calismamizda ilging olarak DA, AO ve GBM tanili tim olgularda ve beyin
timorl hicre hatlarinda let-7 ailesinin  ekspresyon degerleri yiksek olarak
belirlendi. Calismamizdaki miRNA ekspresyonlari, miRanda veri tabanindaki U-87
miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda uyumlu ¢ikmaktadir. miRanda U-87 veri
tabanindaki miR-21 ekspresyon degerini (0,106) 1 olarak kabul edersek let-7a
ekspresyonu 1,10 (0,117/0,106) ve let-7b ekspresyonu 1,23 (0,130/0,106)
olmaktadir. Calismamizda GBM grubunda, miR-21 ekspresyon degeri 21,95’ i (Tablo

18) 1 olarak kabul edersek let-7a ekspresyonu 0,99 (21,80/21,98) ve let-7b
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ekspresyonu 0,98 (21,52/21,98) olmaktadir. miRanda veritabanindaki let-7
ekspresyonlari miR-21 eksprsyonundan biraz yiksektir. Calismamizda ise let-7

ekspresyonu miR-21 ekspresyonuna benzerdir.

miR-23a mir-23a~27a~24-2 kimesinin ilk Gyesidir ve ¢esitli kanserlerde rol
oynar. Onkogenik transkripsiyon faktéri c-Myc glutamin katabolizmasini, hiicre
dongisiini  ve glukoz metabolizmasini reglle eder. c¢c-Myc’ in glutamin
katabolizmasindaki stimile edici roli kismen miR-23a ve miR-23b’ nin represyonu
iledir. miR-23b, miR-23b~27b~24-1 kiimesinden orijinlenir ve olgun sekansinda miR-
23a’ nin olgun sekansina goére bir niikleotid farklidir. P-493 B lenfoma hiicrelerinde
ve PC3 prostat kanser hicrelerinde miR-23a/b baskilanmasina yol acan artmis c-Myc
gozlemlenmistir. miR-23a/b, hedef proteinleri olan mitokondriyal glutaminazin daha
ylksek ekspresyonuna yol acar ve bu da kanser hiicrelerinde biyoenerji, niikleotid
biyosentezi ve redoks homeostazi igin gereklidir. Ayrica miR-23a~27a~24-2" nin

direkt olarak PML-RARA onkogeni tarafindan baskilandigini gbzlemlenmistir (26).

miR-23a yukari-reglilasyonun kanserlerde gozlemlendigine dair calismalar da
mevcuttur. Meng ve ark. miR-23a’ nin (ve miR-27a) yukari regililasyonunu insan
mesane kanserlerinde rapor etmistir (136). Gottardo ve ark. normal dokularla
karsilastirildiginda kolangiositlerde yukari-regiilasyonunu rapor etmistir (64). Mi ve
ark. miR-23a, miR-24 ve miR-27a’ nin AML’ lerde farkh sekilde eksprese edildigini
gostermislerdir (137). miR-23’ Un artis/azalisi bircok ¢alismada rapor edilmis olsa da
bunun kanserin nedeni mi yoksa kanserin sonucu mu oldugu heniiz bilinmemektedir
(26). miR-23a ekspresyonu olgu timor gruplari ile timor hilicre hatlari arasinda

benzer olup anlamli bir fark gostermemistir.
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miR-124" {in kontrole oranla yiiksek evre gliomlarda asagi-regiile oldugunu
bulmuslardir. Bu mikroRNA ayrica yetiskin noral kok hicre farkhlasmasi sirasinda
yukari-regiledir ve miR-124" in timor kok hicre popilasyonlarindaki yukari-
regilasyonu timor kok hicrelerinin noral farklilasmasini destekler ve Go/G1 hiicre
dongusi arestini indikleyerek timor hicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder.
Hicre donglisu arresti CDK6 ekspresyonunun inhibisyonu yolu ile gerceklesmektedir
(116, 167). Timor olgu gruplarinda miR-124 ekspresyonu saptanmadi. Azalan miR-
124 ekspresyonu ile CDK6' nin inhibisyonunun gerceklestirilemedigi ve hiicre
dongisl arrestinden kurtularak timor hiicrelerinin proliferasyonunu indiikledigini

dislinmekteyiz.

GBM tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari GBM hiicre hatlar ile
karsilastirildiginda mir-495 ve miR-432 ekspresyonlarinin 2 kat anlamli olarak arttig

belirlendi.

mir-495 ve miR-432 ekspresyonunun tiimor biyolojisi Gzerine etkisi ile ilgili cok
az calisma bulunmaktadir. Huang ve ark. (79) hepatoseliiler karsinomda yliksek miR-
432 ekspresyonunun kisa hastaliksiz sagkalimla iliskili oldugunu, D’Angelo ve
arkadaslari (41) bldylime hormonu salgilayan adenomlarda asagi-regiile oldugunu
gostermislerdir. Verslues ve ark. meme kanseri hiicrelerinde miR-495’ in oldukca
yukari-regile oldugunu ve tiimorogenezi, hiicre invasyonunu ve proliferasyonu
indlklegini bulmuslardir (84). mir-495 ve miR-432’ nin varsayilan hedef genlerinden
(Tablo 12) ortak olan CDKN2B’ dir. Gliom gelisimi ve progresyonu, timor supresor
genlerin (CDKN2A ve CDKN2B ) ve DNA tamir genlerinin (PARP1, PRKDC ve ERCC2)

fonksiyonel inaktivasyonu ve ayrica onkogen ve proto-onkogenlerin (EGF ve

141



ERBB2) aktivasyonuna baghdir. CDKN2B, Siklin bagimli kinaz inhibitoriidir ve hiicre
bliyimesini ve hiicre dongilisii G1 progresyonunu regile etmektedir. Glioblastom
hiicrelerinde CDKN2A eksikliginde, CDKN2B’ nin asiri ekspresyonunun hiicre
bliyimesini inhibe ettigi, replikatif senesensi indiikledigi ve telomeraz aktivitesini
inhibe ettigi gosterilmistir (122). GBM tanili olgularda miR-432 vyukari-
reglilasyonunun CDKN2B ekspresyonunu inhibe edebilecegini disinmekteyiz.
CDKN2B’ nin baskilanmasi ile biylme inhibisyonundan, telomerazi aktive ederek
senensensten kurtuldugunu ileri siirebiliriz. Bu ilging bulgunun 1sig§inda, GBM tanili
olgularda CDKN2B’ nin ekspresyon ve protein diizeyinde incelenmesi gerektigini

Onermekteyiz.

GBM grubunda miR-20a-3p ekspresyonu GBM timor hatlar ile
karsilastirildiginda, yaklasik 6 kat anlaml azalma saptanmistir. Yao ve ark. distk
gradeli gliomlara gbére vyiksek gradeli gliomlarda vyiksek miR-20a-3p
ekspresyonunun bulundugunu gostermisler ve miR-20a’ nin gliom hicrelerinin
blylimesini tesvik edici bir etki gosterdigini ileri sirmuslerdir (193). miR-20a-3p
olasi hedef genlerinden biri olan TOPORS, topoizomeraz-l ve p53- baglayan ubikitin
ligazi kodlamaktadir. Hicre proliferasyonunun inhibisyonu ve hiicre doéngisinin
inhibisyonu ve Go-G; evresinde hiicre birikimi indlkleyici etkilerinden dolayi timor
supresor olarak tanimlanmistir (12). Gliomlardaki grade artisi ile korele olan miR-
20a-3p ekspresyonunun artisinin TOPORS’ un baskilanmasina neden oldugunu ve
gliomagenezde rol oynayan genler arasinda yer alabilecegini ileri sirebiliriz. Bu

bulgunun da gen ekspresyonu ve protein diizeyinde incelenmesi gereklidir.
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GBM’ de ekspresyon degisimlerinin altinda yatan regilator bir ag
onerilmektedir ve burada miR-124 ve miR-132 anahtar roller oynar. Bu agin
merkezinde REST/CoREST kompleksi bulunmaktadir. REST, ndronal olmayan
hiicrelerde néronal genlerin bir represortdir ve CoREST ve Sin3 kompleksinin bir
parcasi olarak gorev yapar (3, 67). REST’ in beyin timadrlerinde yukari-regiile oldugu
bilinmektedir. Diger bir transkripsiyon faktori YY1, gen ekspresyonunun bir
aktivatorli  olarak tanimlanmistir.  Oligodenrositik  farklilasma icin  histon

deasetilazlarla etkilesime girer ve REST’ in direkt regulatoriadir (87).

REST ’in GBM regtlatorleri olarak bilinen miR-124 ve miR-132’ yi asagi-regiile
ettigi bilinmektedir ve bu miRNA’ larin hedeflerinin GBM’ de yukari-regiile edildigi
ileri strdlmdistir (34, 88). miR-124, bir “feedback loop” a sahiptir ve COREST’ i asagi-
reglile eder. COREST ve SCP1 REST kompleksi fonksiyonunu artirmasi ile, CDK4’ {n
hiicre donglisli progresyonu ile ve PTB1 diferansiasyonunun inhibisyonu ile miR-124
reglilasyon kaybina neden oldugu belirtilmistir (129). PTBP1, LAMC1, ve SCP1, miR-
124’ Uin valide edilmis hedefleridirler (175). SOX2, LIN28, KDM5A ve EP300 de miR-
132’ nin valide edilmis hedefleridir. SOX2 ve LIN28, dnemli kok hiicre faktorleridirler
(131). miR-124 asagi-reglilasyonu araciligiyla hem proliferasyona ve farklilasmanin
inhibisyonuna hem de miR-132 asagi-regilasyonu araciligiyla kok hiicre faktorlerinin
ekspresyonuna ve epigenetik degisikliklere yol acgar. Beyin timori olgu
gruplarimizda miR-124 ekspresyonu hi¢ saptanmamis ve GBM olgu grubumuzdaki
miR-132 ekspresyonu ise AO grubuna gore 4 kat azalmis olarak belirlenmistir. Bu
sonu¢, MIiRNA ve transkripsiyon faktorlerinin karsilikh etkilesimleri ve/veya

regllasyonlarinin GBM fenotipinde dnemli bir rol oynadigini diisindirmektedir.
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GBM olgu grubundaki miR-34c ekspresyonu AO grubuna gore 4 kat anlaml
azalmistir. Spurgers ve ark. DNA hasari ve onkogenik aktivasyon gibi olaylarda, miR-
34a ve miR-34b/miR-34c bolgelerinin p53 interaksiyonu ile direkt olarak regile
edildigini gostermistir. Boylece, miR-34 ailesinin p53 hedefleri olarak tanimlanmasi,
p53 denetimli genlerin repertuarint miRNA’ lari da igerecek sekilde genisletmis ve
senesens, hlicre donglsu aresti ve apoptoz, miR-34 ektopik ekspresyonu biyolojik
yanita dahil edilmistir. Hiicre donglisi aresti ve apoptoz, p53 aktivasyonunun
sonucu oldugu icin miR-34 genleri p53 ile timor baskilanmasinin dnemli
mediyatorleri olabilecegini ileri sirmuslerdir. Gozlenen biyolojik etkilerle uyumlu
cesitli gen hedefleri tanimlanmistir. Siklin E2, siklin bagimh kinaz 4 ve hepatosit
blylime faktéri MET in, miR-34 ekspresyonu ile asagi-regiile edildigini
gdstermislerdir. ilging olarak p53’ iin p53-indiiklenmis hiicre déngiisii arestinde payi
olan CDK4 ve siklinlerin asagi-regilasyonunu indiikledigini ve bu proteinlerin asagi-
reglilasyonunun miR-34 indiksiyonu aracili olabilecegini énermislerdir (170). GBM
grubunda, miR-34c ekspresyonunun baskilanmasinin p53’ Gin miR-34 indiksiyonu
aracitli hicre donglstu aresti ve apoptozdan kacgis icin suprese edebilecegini
disinmekteyiz. miR-34" (n baskilanmasina neden olan gen veya genler
belirlenebildigi takdirde GBM’ de yeni bir gen hedefli tedavi gelistirilebilecegine

inanmaktayiz.

GBM hicre hatlart ile AO olgu grubunu Kkarsilastirdigimizda mir-204
ekspresyonu 6 kat artis gostermistir. miR-204’ G valide olan hedef genleri agisindan

degerlendirdigimizde gliom ile ilgili anlamli bir gen belirlenemedi.

144



DA olgu grubundaki miRNA ekspresyonlari GBM hiicre hatlan ile
karsilastirildiginda anlamli miRNA ekspresyon farkliliklari géstermekle birlikte AO ve
GBM olgu gruplariile karsilastirdigimizda anlaml bir fark bulunmamistir. DA’ nin AO
ve GBM miRNA ekspresyon profil benzerligini, koken aldiklari glial progenitor

hlcreye benzerlikleri ile agiklanabilecegini diisinmekteyiz.

Sonug olarak miRNA ekspresyon profilleri GBM tanili olgular ile AO tanil
olgular arasinda anlamh farkhilklar sergilemistir. Timor gelisiminde miRNA’ larin
reglle ettigi varsayllan yeni genlerin etkili olabilecegi vurgulanmistir. Gen
ekspresyonlarinin dlizenlenmesinde kopya sayisi, metilasyon ve transkipsiyon
faktorlerinin ortaklasa rol aldigi hatirlanarak bu galisma, anlamh olabilecek miRNA
reglilasyonuna aciklama getirmistir. miRNA ekspresyonunun reglilasyonunun beyin
timorinde spesifik bir gen hedefini olumlu bir sekilde etkileyebildigini
disinmekteyiz. miRNA tedavi yonteminin basarili sekilde uygulanabilmesi igin genis

kapsamli yeni arastirmalara gereksinim oldugunu dnermekteyiz.
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BOLUM V

5.1. SONUC VE ONERILER

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dal’ nda 2007-2011 yillari
arasinda beyin tlimora tanisi almis 50 (19K, 31E) olgunun (32 olgu glioblastoma
multiforme, 10 diffiz astrostom ve 8 anaplastik oligodendrogliom) miRNA
ekspresyon profilleri calisildi. Anlaml degisim gosteren miRNA’ larin varsayilan
hedef genleri 7 veri tabani (DIANA-microT, Targetscan, miRDB, RNA22-HSA,
TARGETMINER, PICTAR-VERT ve miRanda) kullanarak belirlendi. miR-21
ekspresyonunun tiim olgularda yuksek diizeyde oldugu ve mir-124 ekspresyonunun

olmadigi bulundu.

GBM tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari, beyin timori hiicre hatlari
ile karsilastirildiginda miR-495 ve miR-432 ekspresyonlari 2 kat anlamli artma ve
miR-708-3p, mir-339-5p ve miR-4286 ekspresyonlari 4 kat, mir-331-3p, miR-625-3p

ve miR-20a-3p 5 kat azalma gosterdi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari, GBM tanisi almis olgularin
miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda miR-34c-3p, miR-132-5p, mir-605, miR-
3130-3p, miR-3127, mir-517a-pre, mir-548b-3p, miR-921, miR-769-5p’ de anlamli

artma saptandi.
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AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari, beyin timori hiicre hatlari ile

karsilastirildiginda mir-204 ekspresyonunun 6 kat anlamli olarak azaldigi belirlendi.

DA tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari, beyin timori hiicre hatlari ile
karsilastirildiginda 18 miRNA ekspresyonu anlamli artma ve 7 miRNA ekspresyonu

anlamli azalma gosterdi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari, DA tanisi almis olgularin
miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda anlaml degisim saptanmadi. DA, AO ve
GBM olgularinin miRNA  ekspresyonlari  karsilastirildiginda 29  miRNA

ekspresyonunun anlamli farklihk gosterdigi bulundu.

GBM tanih olgularda GBM hiicre hatlarina gére mir-495 ve miR-432’ in yukari-
reglle oldugu saptandi. mir-495 ve miR-432 varsayilan hedef genlerinden ortak olan
CDKN2B’ dir. CDKN2B’ nin baskilanmasi ile bliyiime inhibisyonundan, telomerazi
aktive ederek senensensten kurtuldugunu ileri sirebiliriz. Bu ilging bulgunun
isiginda, GBM tanili olgularda CDKN2B’ nin ekspresyon ve protein dizeyinde

incelenmesi gerektigini 6nermekteyiz.

GBM tlimor hatlarindaki miR-20a-3p ekspresyonu GBM olgu grubu ile
karsilastirnldiginda yaklasik 6 kat anlamli artma saptanmistir. miR-20a-3p
ekspresyonun artisinin  TOPORS” un baskilanmasina neden oldugunu ve
gliomagenezde rol oynayan genler arasinda yer alabilecegini ileri sirebiliriz. Bu

bulgunun da gen ekspresyonu ve protein diizeyinde incelenmesini dnermekteyiz.

GBM olgu grubundaki miR-34c ekspresyonunun AO grubuna gbre 4 kat

anlamh azaldigi saptanmistir.  GBM grubunda, miR-34c ekspresyonunun
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baskilanmasi p53’° Un miR-34 induksiyonu aracili hiicre donglisi aresti ve
apoptozdan kacis icin suprese edebilecegini dislinmekteyiz. miR-34" (n
baskilanmasina neden olan gen veya genlerin belirlenmesini 6nermekteyiz. Genler
belirlenebildigi takdirde GBM’ de yeni bir gen hedefli tedavi gelistirilebilecegine

inanmaktayiz.

148



BOLUM VI

6.1. OZET

DiFFUZ VE YUKSEK DERECELI GLIAL TUMORLERDE miRNA EKSPRESYON

DEGIiSIMLERININ BELIRLENMESi

Beyin tumorleri hastaliklarin  heterojen bir spektrumunu kapsar. Malin
gliomlar yetiskinlerde en agresif ve en sik gorilen gruptur ve astrositik veya
oligodendroglial farkhlasmanin degisen dereceli c¢esitli alttiplerini kapsar. Bu
¢alismada diffiz ve anaplastik beyin timorli olgularda miRNA ekspresyon

profillerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dal’ nda 2007-2011 yillari
arasinda beyin timord tanist almis (32 glioblastoma multiforme, 10 diffiiz
astrositom ve 8 anaplastik oligodendrogliom) 50 (19K, 31E) olgunun ve beyin
timord hicre hatlarinin (U-87 MG, U-118 MG ve LN18) miRNA ekspresyon profilleri
mikroarray yontemi ile ¢alisildi. Anlamli degisim gdsteren miRNA’ larin varsayilan
hedef genleri 7 veri tabani kullanarak belirlendi. miR-21 ekspresyonunun tim

olgularda yliksek diizeyde oldugu ve mir-124 ekspresyonunun olmadigi bulundu.

GBM tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timoéra hiicre hatlar

ile karsilastirildiginda miR-495 ve miR-432 ekspresyonlari 2 kat anlamli artma ve
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miR-708-3p, mir-339-5p ve miR-4286 ekspresyonlari 4 kat, mir-331-3p, miR-625-3p

ve miR-20a-3p 5 kat azalma gosterdi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari GBM tanisi almig olgularin
miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda miR-34c-3p, miR-132-5p, mir-605, miR-
3130-3p, miR-3127, mir-517a-pre, mir-548b-3p, miR-921, miR-769-5p’ de anlamli

artma saptandi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timoéra hicre hatlari ile

karsilastirildiginda mir-204 ekspresyonunun 6 kat anlamli olarak azaldigi belirlendi.

DA tanisi almig olgularin miRNA ekspresyonlari beyin timori hicre hatlari ile
karsilastirildiginda 18 miRNA ekspresyonu anlamli artma ve 7 miRNA ekspresyonu

anlamli azalma gosterdi.

AO tanisi almis olgularin miRNA ekspresyonlari DA tanisi almis olgularin
miRNA ekspresyonlari ile karsilastirildiginda anlaml degisim saptanmadi. DA, AO ve
GBM olgularinin miRNA  ekspresyonlari  karsilastirildiginda 29  miRNA

ekspresyonunun anlamli farklihk gosterdigi bulundu.

Sonu¢ olarak miRNA ekspresyon profilleri GBM tanili olgular ile AO tanili
olgularda arasinda anlamli farkhliklar sergilemistir. Timor gelisiminde miRNA’ larin
reglile ettigi varsayllan yeni genlerin etkili olabilecegi vurgulanmistir. Gen
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde kopya sayisi, metilasyon ve transkipsiyon
faktorlerinin ortaklasa rol aldigi hatirlanarak bu calisma, anlamli olabilecek miRNA
reglilasyonuna aciklama getirmistir. miRNA’ nin ekspresyonunun regiilasyonu beyin

timorinde spesifik bir gen hedefini olumlu bir sekilde etkileyebilir. miRNA tedavi
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yonteminin basarili sekilde uygulanabilmesi igin genis kapsamli yeni arastirmalara

gereksinim oldugunu 6nermekteyiz.
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6.2. ABSTRACT

DETECTION of miRNA EXPRESSION CHANGES in DIFFUSE and HIGH GRADE

GLIAL TUMORS

Brain tumors include a heterogeneous spectrum of diseases. Malignant
gliomas are the most aggressive and the most common group in adults and include
various subtypes of varying degrees of astrocytic and oligodendroglial
differentiation. In this study, it was aimed to determine the expression profiles of

miRNAs in patients with diffuse and anaplastic brain tumors.

miRNA expression profiles of 50 cases (19F, 31M) diagnosed with brain tumor
(32 glioblastoma multiforme, 10 diffuse astrocytoma, 8 anaplastic
oligodendroglioma) between the years 2007-2011 in Ege University Faculty of
Medicine, Department of Neurosurgery and of brain tumor cell lines (U-87 MG, U-
118 MG and LN18) studied by the microarray method. Significant changes in
miRNAs’ putative target genes were identified by using 7 data base. In all cases miR-

21 expression level was high and no mir-124 expression was detected.

When miRNA expressions of patients who were diagnosed GBM, compared to
brain tumor cell lines, miR-495 and miR-432 expression showed significant 2-fold
increase, and miR-708-3p, mir-339-5p and miR-4286 expressions 4-fold, mir-331-3p,

miR-625-3p, and miR-20a-3p showed 5-fold reduction

miRNA expressions compared with patients who were diagnosed GBM and

AQ, it was detected that miR-34c-3p, miR-132-5p, mir-605, miR-3130-3p, miR-3127,
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mir-517a-pre, mir-548b-3p, miR-921, miR-769-5p were significantly increased.

It was detected that mir-204 expression was significantly decreased 6 times in

cases who were diagnosed with AO compared to brain tumor cell lines.

miRNA expression profiles of patients diagnosed with DA compared with
brain tumor cell lines, MmiRNA expression was significantly increased at 18 of total

and significantly decreased in 7 of all.

No statistically significant change was detected miRNA expression of cases
diagnosed with AO compared with DA. miRNA expressions of DA, AO and GBM

cases compared and significant differences were found in 29 miRNA expression.

As a result, miRNA expression profiles of cases with GBM showed significant
differences between patients diagnosed with AO. It was emphasized that, new
genes could be effective in tumor development supposed to be regulated by
miRNAs. In the regulation of gene expression; copy number, methylation and
transcription factors having roles was recollected, this study may be significant in
the regulation of miRNA to account. Regulation of miRNA expression can affect a
specific gene target in brain tumors in a positive way. To implement miRNA

treatment method successfully, we suggest a wide range of new research.
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