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OZET

Beyin tiimérlerindeki genetik mekanizmalar tam olarak ortaya konulamamistir.
Son yillarda beyin tiimérlerinde molekiiler sitogenetik (FISH, CGH) ve molekiiler
analizler ile beyin tiim&r progresyonundaki genetik mekanizmalarin belirlenmesi yogun
olarak araghmlmaktadir. Bu prospektif ¢alismada Anabilim Dalina iletilen tiimér
drneklerinde sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizler (FISH) ile sayisal/yapisal
kromozom anomalilerinin saptanmasi ve tiimdr hiicrelerinin 14 marker (1p36, 1925,
sentromer 7, EGFR, sentromer 9, 9p21/p16, sentromer 10, 10q23, PTEN, p53, TOP2A,
Her2/neu, sentromer 17,19p13 ve 19q13) agisindan degerlendirilmesi amaglanmistir.

Caligmaya katilan beyin tiimérlerinin 27 tanesi GBM, 3 tanesi ependimom idi. Bu
olgulara GTG bantlama ile kromozom analizi ve FISH analizi yapilmigtir.

30 beyin ttimérlii olgunun 22 tanesinde kromozom analizi gergeklestirilmis olup, 8
lanesinden metafaz elde edilememistir. Beyin timorii érneklerinde sitogenetik analiz
bagar oram %73,4’tlir. Kromozom analizi gergeklestirilen olgularm birinde normal

karyotip saptamrken, diger tiim olgularda kompleks kromozomal anomaliler izlenmistir,

Yapilan FISH ¢alismalarinda; olgulann %53,3’iinde (16 olgu) 9p21 bélgesinde
delesyon, %33,3"ilinde (10 olgu) 17p13.1 bolgesinde delesyon, %60°mnda (18 olgu) 7p12
ve CEP 7 bblgesinde amplifikasyon, %20’sinde (6 olgu) 1p36 bélgesinde delesyon,
%6,6’sinda (2 olgu) 1p36 bolgesinde amplifikasyon, %6,6°sinda (2 olgu) 1925
bolgesinde amplifikasyon, %60’ mda (18 olgu) TOP 2A bélgesinde amplifikasyon,
%60°mnda (18 olgu) HERZ bélgesinde amplifikasyon, %10*unda (3 olgu) CEP 17
bdlgesinde delesyon ve %10unda CEP 17 bélgesinde amplifikasyon (3 olgu),
%30°unda (9 olgu) 19q13 bélgesinde delesyon ve %36,6’sinda (11 olgu) 19q13
bolgesinde amplifikasyon, %13,3’iinde (4 olgu) 10923 bélgesinde delesyon ve
%13,3’linde (4 olgu) 10q23 bélgesinde amplifikasyon gézlenmistir.



Bu bulgular sonucunda; beyin tiimérlii olgularda sitogenetik analiz yamnda, belii
prognostik fakitrler i¢in FISH analizinin gereklilifi ortaya konmustur. Kriptik delesyon
ve yeniden diizenlenmelerin belirlenmesinde FISH analizinin kullanilmas: beyin

tiimérlerinin gradeleme simiflamasimin yapilmasin: olanakl kilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Beyin timérii, GBM, Sitogenetik, FISH



SUMMARY

Glial tumors are the most common tumors of the nervous system, affecting
individuals at any age. Glioblastome multiforme is the most common as well as the
most aggressive type of primary brain tumor of glial tumors. Genetic mechanisms
involved in the carcinogenesis of glial tumors have not been established well. Recently,
molecular cytogenetics ( FISH, CGH) and molecular techniques showed importance of
different cancer-related genes in GBM tumorigenesis. This prospective study was aimed
to determine numerical/structural chromosome abnormalities by cytogenetic analysis

and to establish deletions and/or gains of 14 different loci by FISH analysis.

Of the tumor samples, 27 were GBM and 3 were Ependymoma. Culture-based

chromosome analysis and interphase-FISH analysis were performed.

Chromosome constitutions of tumor samples could be determined in 22 of 30
tumors and our success rate was 73,4%. All samples showed complex karyotypes, but

one had normal karyotype.

In FISH analysis, 9p21 locus deletion in 53,3 % (16 cases), 17p13.1 locus
deletion in 33 % (10 cases), 7p12 and CEP 7 locus amplifications in 60 % (18 cases),
1p36 locus deletions in 16,6 % ( Scases) and 1p36 locus amplification in 13,3 % (4
cases), TOP2A locus amplification in 60 % (18 cases), HER2 locus amplification in
46,6 % (14 cases), CEP17 locus deletion in 10 % (3 cases) and CEP17 amplification in
6,6 % (2 cases), 19q13 locus deletion in 26,6 % (8 cases), 19q13 locus amplification in
23,3 % (7 cases), 10g23 locus deletion in 13,3 % (4 cases) and 10923 locus
amplification in 13,3 % (4 cases) have been determined. In some cases both cytogenetic
and FISH analysis showed the same abnormalities. However, the distribution of that
abnormalities in the tissue could be determined by the FISH.

The findings clearly showed intratumoral heterogenety in GBMs and this
heterogeneity could be revealed by the FISH analysis.
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicre proliferasyonunun kontroliintin kayboldugu genetik orijinli hastahk
grubudur. Bu hastalik normal hiicre proliferasyonu ve diferansiasyonunda etkili olan
protoonkogen, timdr slipressér gen ve DNA tamir genlerinin mutasyonlart sonucu

ortaya cikar.

Insan beynindeki neoplastik déniigiim birtakim genetik defisimlerin neticesinde
meydana gelir. Bu genetik degisimler hiicre proliferasyonunun regiilasyonunda énemli
rol oynayan proteinlerin ekspresyonunun defismesinde rolii olan farkli kromozomlann

artigin1 veya kaybmi igerir (7, 11, 47, 50).

Beyin tiim&rlerindeki genetik mekanizmalar tam olarak ortaya konulamarmgtir.
Son yillarda beyin tiimérlerinde molekdler sitogenetik (FISH, CGH) ve molekiiler
analizler ile beyin tiimdr progresyonundaki genetik mekanizmalarin belirlenmesi yopun
olarak cahgilmakiadir. Ancak bu yontemlerle genomdaki belirli bolgeler
incelenebilmektedir. Farkh derecelerde olan beyin tiimérlerinin gelisiminde etkili farkl
kromozom ya da kromozom bélgelerinin belirlenmesinde sitogenetik analizlerin énemi
bilinen bir gergektir (2, 5, 39, 39).

Bilindigi gibi, giinimiizde hematolojik malignensilerin klasifikasyon ve tedavi
seciminde sitogenetik ve molekiiler markerlar dnemlidir. Beyin tiimdrlerinden elde
edilen veriler, hastaya ve ilgili klinisyene, hastanin prognoz ve tedaviye yamti ile ilgili
verilere bir temel olusturacaktir.

Yukanida belirtilen gerekgelere bagli olarak bu calismada beyin tiimérlerinde
sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin sitogenetik analizlerle belirlenmesi ve
timdr progresyonunda etkili olan onkogen ve timér siipressér genlerin timér

hiicrelerindeki durumunun FISH analizleri ile ortaya konmas: amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. KANSER

Kanser, goriilen en yaygin ve ciddi hastaliklardan biridir. Yapilan istatistiksel
caligmalar, kanserin toplumlarin yaklasik tigte birinden fazlasinda goriilditgiinii,
dliimlerin yiizde yirmisinden fazlasindan sorumlu oldugunu ve gelismis iilkelerin
toplam saghk harcamalannin yaklagik yiizde onundan fazlasinin kanser harcamalarinin

olusturdugunu géstermistir (41).
2.1.1. KANSER NEDIR?

Kanser tek bir hastalik olmayip, daha cok bir kitle veya tiimér olusumuna yol
acan, kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize olan neoplazinin kesin formlarim
tammlamak igin kullanihir. Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in malign dzellik gdstermesi
gereklidir yani kontrolsiiz biiyiimesi, komsu dokulan istila edebilmesi veya metastaz
yapabilme dzelliklerine sahip olmalidar.

Anormal hiicre birikimi olan neoplazi, hficre proliferasyonu ile hiicre &liimi
arasindaki dengesizlikten olusur. Prolifere olan hiicreler, hiicre siklusuna girerler ve
mitoza ufrarlar. Apoptozis ile de hiicre 6liimii gerceklesir. Ancak cesitli
mekanizmalarin sonucunda hiicreler normalin iizerinde ¢ogalir ve apoptoza ugramazlar
ise, o zaman hitcre cogalmasi ile hiicre 6liimi arasinda bir dengesizlik meydana gelir ve
bunun sonucunda anormal hiicre birikimi meydana gelir. Tiim bu olaylar gen iiriinii olan
proteinler tarafindan gerceklestirilir ve ilgili gendeki bir bagkalasim o proteinin yaniis
ya da az firetilmesine neden olur. Bunun sonucunda da ilgili proteinin rol oynadig:

mekanizmalarda sapmalar meydana gelir { Sekil 2.1).



Kanser; genetik orjinli bir hastahktir. Kanser olusumuna neden olan genler iic

kategoriye aynlir:

1-Onkogenler
2-Timér siipresstr genler

3-DNA tamir genleri

Normal fonksiyonu hiicre béliinmesini tegvik etmek olan genler protoonkogenler
olarak adlandinlir. Eger protoonkogenler siirekli ¢alisir hale gelirse kontrolsiiz hiicre
bélinmesine neden olur, bu da timér olusumuna &nciiliik eder. Protoonkogen
mutasyonlarnin bir sonucu olarak béyle bir durum olustugunda, bu genlere onkogen adi
verilir. Tiimé6r stipressér genlerin aksine bagkalagim dominant tzelliktedir, yani genin

sadece bir alelinde meydana gelen mutasyon yeterlidir.

Timoér slipressér genler normal hiicre biyilimesinde, hiicre déngiisiiniin
differansiasyon ve progresyonunda dnemli bir rol oynarlar. Timér siipressér genin
fonksiyon kayb: aberant hiicre proliferasyonundan sorumlu olabilir. Bu bagkalasim
resesif Ozelliktedir, yani genin her iki alelinin de baskalasima ugramasi gereklidir.

DNA replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmast ve DNA’nn
spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalmas: durumunda DNA da gesitli
kimyasal degisiklikler ortaya gikar. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin korunabilmesi i¢in
hiicreler harap olan DNA y1 tamir etmek i¢in mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu DNA
tamir mekanizmalari, DNA harabiyetinden sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak
onlenmesi ve harap olan bazlarm DNA’dan gikarilmas: olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. Bu ana gruplar igerisinde hatali kisim ¢ikanlarak yapilan (baz gikanlmasi,
niikleotid ¢ikanlmasi) yanlig-eslesme tamiri, replikasyon sonrasi tamir gibi farkly tamir
mekanizmalan bulunmakta ve her mekanizmada cesitli gen iirfinleri gérev almaktadur.
Ancak bu gruba dahil olan genlerde olusacak bagkalagimlar, fonksiyonel {iriin



sentezlenmesini engelledifi icin DNA tamir edilemeyecek ve genom dengesi

bozulacaktir ki bu da karsinojeneziste énemli bir etkendir.
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Sekil 2.1. Malign neoplazm sisteminin sematik olarak gosterilmesi. Kumar,V., Cotran, R. S.,
Robbins, S.L., 2003, Robbins Temel Patoloji, 7°inci baski, Nobel Tip Kitabevi, 1stanbul

2.1.2. TUMOR NEDIR?

Tiimor, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu sonucu meydana gelen hiicre kitlesine
denir. Bu terim bir beden yiizeyinde sislife yol acan neoplastik kitleleri tammlar.
Tamoér benign ve malign olmak izere neoplazinin potansiyel klinik davraniginm

degerlendirilmesine gére ikiye ayniir. Benign tiimér terimi tiimériin bulundugu bslgede



lokalize kalacagy, diger bolgelere yayiimayacag: ve lokal cerrahi rezeksiyonla almip
hastanin saf kahmim etkilemeyecegi digimnildiigiinde kullamlir. Ancak benign
tiimérlerin lokalize sigliklerden daha fazla sorun yaratabilecekleri ve bazen ciddi bir
hastalia yol agabileceklerine dikkat etmek gerekir. Malign tiimér terimi ise komsu
yapilara invaze olup, onlar: harap edebilecegi ve uzak bélgelere yayilarak (metastaz
yaparak) §liime yol agabilecefini anlatmak amaciyla kullamlir. Malign tiimérlerin
hepsi kanser olarak adlandirilir.

2.1.3. Tiimér Hiicresinin Ozellikleri

Normal hiicrelerde olusan bagkalasimlar ile uyaranlann birlikte etkilesimi
hiicrenin tiim6r hiicresi haline déniigmesine neden olur. Bu degisimler, hiicrenin normal
fonksiyonlarinin bozulmas: ve farkh &zellikler kazanmasinda etkilidir. Timér
hiicresinin bu dzellikleri genel olarak asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1- Timér hiicreleri ¢ok yiiksek hiicre yogunlugu olsa da gogalmaya devam

ederler yani kontrolsiiz proliferasyon gosterirler.

2- Ekstraselliiler biiyiime faktrlerine ihtiyag azalmstir. Proliferasyon icin
kendi biiyiime faktorlerini kendileri iiretirler.

3- Bitylime faktérlerinin asir: sekilde firetilmesi, hiicre boHinmesinin

stirekli uyarilmasina neden olur ki bu da otokrin bilyiimeyi saglar.

4- Normal hiicrelerde hiicrelerarasi iletisim vardir ve bu iligki hiicre béliinmesinin
kontroliinde ¢ok ¢nemlidir. Ancak tiimér hiicrelerinde, hiicreleraras: iletisim
bozulmugtur. Hiicre béltinmesinin durdurulmas: dzelligi yitirilmistir. Bu
nedenle, hiicrelerde diizensiz ¢ok kath gogalma ortaya gikar (Sekil 2.2).



Peeti i

Sekil 2.2. Kontakt inhibisyon. Normal ve timér hiicrelerinin solda 151k, sagda elektron

mikroskobundaki gdriintiisii (Cooper, M., 1997, The cell, A Molecular Approach,

ASM Press Washington ,D.C,606 p. dan alimmstir).

5- Tim&r hiicreleri tarafindan salgilanan proteazlarla, ekstraselliiler matriks

elemanlan pargalamr ve malign hiicreler komsu dokuya invaze olur.

6- Timér hiicreleri yeni kan damarlarimn formasyonunu (anjiogenezis) saglayan
bilylime faktorlerini salgilar. Bu sayede de proliferasyona giren tiimér

hiicrelerine gerekli oksijen ve besin yeni kan damarlar ile saglamr.
7- Hitere farklilasmasi yitirilmistir.

8- Normal hiicrelerde yaglanan hiicreler apoptoza (programlanms hiicre 8liimii)
girerken kanser hiicrelerinde apoptozis kayb: vardir. Bu nedenle tiimor

hiicreleri normal hiicrelere gére daha uzun yagsarlar.



2.1.4. Benign ve Malign Tiimérlerin Ozellikleri Nedir?

Baz gzellikler benign tiimérleri isaret ederken, bazilar1 maligniteyi diisiindiirtr.
Bazi durumlarda da neoplazinin goriiniimityle biyolojik davramg: arasinda tam bir uyum
bulunmayabilir. Ancak bu sorunlar her zaman goriilmez ve genellikle benign ve malign
tiimdrlerin ayirt edilebilecegi gvenilir kriterler bulunur. Bu kriterler diferansiasyon ve

anaplazi, bitylime hizi, lokal invazyon ve metastazdir.

2.1.4.1. Diferansiasyon ve anaplazi:

Diferansiasyon (farklilasma), tiimér hiicrelerinin normal hiicrelere gériiniis ve iglev
ybniinden ne kadar benzediklerini tammlayan bir terimdir. "Iyi farklilasmis" bir tiimér
hiicresi, normal hiicreye gok benzer bir bigimdedir ve onun yaptig isleri kusursuz bir
bicimde yapar. Benign tiimérler, iyi diferansiye hiicrelerden olusur ve bu timérlerde
mitoz sayisi son derece diisiik ve goriiniigleri normaldir. Malign tiimérler ise ivi
diferansiye ile indiferansiye dereceler arasindaki hiicrelerden olugabilir. Indiferansiye
hiicrelerin  olusturdugu malign timérlere "anaplastik" adi  verili. Aslinda
diferansiasyon kayb: ya da anaplazi, malignitenin en Snemli isareti olarak kabul edilir.
Anaplazi, farklilasmanin olmayisim anlatir. Ancak artik kanserlerin tamamimn degilse
bile ¢ofunun dokulardaki kék hiicrelerden kaynaklandiim ve diferansiasyon
olmamasimn spesifik hiicrelerin farklilasmamasindan gok, diferansiye olmarms titmérleri
igaret ettifini anlariz. Anaplastik bir tiimdrde pleomorfizm gdriiliir, yani hiicrelerin
boyut ve sekilleri ¢nemli &lgiide farkhhk gésterir. Anaplastik timérde, cekirdek
morfolojisi degismis, ¢ok sayida ve atipik mitozlar, polarite yitimi, dev hiicreler ve
nekroz gibi bulgular goriiliir. Farklilasma ile i1gili bir anormalligi anlatan displazi terimi,
epitel Ortiisinde goriilen ve neoplazi Snclisii olabilen bir durumu anlatr. Displastik
hiicreler morfolojik olarak birbirlerine az benzerler ve birbirlerine géire konumlan da
normale gire belirgin olarak degiskenlik gosterir. Bu bozukluklarin yayginhgi ve
siddeti ¢ok arthginda "karsinoma in situ"” olarak adlandinlan gevreye yayilma ve uzak

organlara sigrama yetenegi olmayan bir neoplazi séz konusudur.



2.1.4.2. Biiyiime hiza:

Benign tlimérlerin ¢ogunun yavag biiyiidiigii ve malign tiimérlerin cogunun gok
daha luzh bityityiip uzak bolgelere yayildigi ve dliime yol agtipa bilinir. Ancak bu
genellemenin birgok istisnasi bulunur ve bazi benign tiimérler kanserden daha hizh
biiyiiyebilirler. Malign tiimérlerin biiyiime iz genel olarak diferansiasyon diizeyleriyle
baglantihidir ve sonug olarak biiyiime hizlan biiyiik bir degiskenlik gdsterir.

Tiim6r hiicrelerinin yalmizca gogaldiklar ve &liimsiiz olduklan varsayildigmda
1g apirlikta bir kitle olusturabilmeleri igin, i1k hiicrenin ve ondan fireyen tiim hiicrelerin
otuz kez bélinmeleri gerekir. Bu kitlenin 1000g afrhga cikmasi igin ise on boliinme
yeterlidir (gogu timor 6liime neden oldugunda 1000g dan az afrliktadir). Dolayisiyla,
tiimérlerin dmiirlerinin biiyiik kismim klinik bulgu vermeden gegirdikleri ve saptandiktan
sonra kisa siirede gok fazla biiyiiyecekleri anlagilir, Tiimér hiicreleri gogaldiklan gibi
Olmektedirler de. Aynca biitiin tiimér hiicrelerinin siirekli olarak gogalmakta olduklan
dogru degildir. Bu hiicrelerin bir kismm 6liir, bir kismu yasamim cogalmadan stirdiiriir,
yalmzea bir kismu gogahr. Tiimoriin bilyiime luzint belirleyen, birim zamanda gogalan

hiicre sayisi ile birim zamanda &len hiicre sayis1 arasindaki farktir.

Béliinmenin 6n kosul, hiicrelerin dinlenme dururmundan gikip hiicre ddngfisiine
(siklus) girmeleridir. Belli bir anda hiicre dongiistinde bulunan hiicrelerinin toplam hiicre
sayisma orami, ¢ofalan boliintii (growth fraction) olarak adlandirihr. Hizh biiyliyen
tiimérlerde bile bu oran %20°den diigiiktiir. Cogalan hiicresi yilksek olan timérler kanser
kemoterapisine daha duyarl: olurlar. Az farklilagmig ttimérler daha hizlr biiyiirler.

2.1.4.3. Lokal invazyon:

Benign tiimdrler, gevresindeki dokuyu itip sikigtirarak biiyiir ve kaynaklandif
bolgede lokalize kalir. Bu yiizden benign tiimérlerin cevresinde sikismis dokulardan



olusan kapsiil bulunur. Kapstlli bir timériin muayenede ele gelmesi yerinden
oynatilmas ve cerrahi olarak gikarlmas: daha kolaydir, Ancak tiim benign tiimérlerin
kapsiilli olmadifim vurgulamak gerekir. Kan daman olusturan tiimérier (hemanjiom)
bagta olmak iizere, baz1 benign tiimérler kapsiilsiizdiir.

Benign tiimérlerin malign tiimérlerde oldufu gibi infiltrasyon, invazyon ve uzak
bolgelere metastaz yapma kapasiteleri yoktur. Oysaki malign tiimérlerde durum tam
tersidir. Ilerleyici infiltrasyon, invazyon, harabiyet ve gevre dokulara peneirasyonla
bilylirler. Kapsiil gelistirmezler. Lokal invazyon malign tiimérii benign timérden ayiran
en duyarh bulgulardan biridir.

2.1.4.4. Metastaz:

Metastaz, primer tiimérle devamlilifni olmayan uzak dokulara yerlesebilen
sekonder implantlarin (metastazlar) gelismesi anlamina gelir. Metastaz gelisimi, bir
timoriin malign oldugunun en giivenilir gostergesidir. Ancak tiim kanserler metastaz
yapma yetenegine sahip degildir. Onemli istisnalar olarak ciltte bazal hiicreli karsinoma
ve merkezi sinir sistemine ait primer tiimorleri verebiliriz. Bu tiimérler kaynaklandig
primer bdlgede yiiksek derecede invaziv olmalarina karst seyrek olarak metastaz

yaparlar.

Solid ttimérii olan ve yeni tam konan hastalann yaklasik %30'u (melanoma
digindaki cilt kanserleri) metastazla belirti verir. Hastalann %20’sini olusturan diger bir
grupta ise tam sirasmda gizli metastazlar goriiliir. Genel olarak primer neoplazm ne kadar
anaplastik ve ne kadar biiyiik olursa metastatik yayilma olasilifi o kadar artar. Ancak
bunun gok sayida istisnasida bulunur. Ornegin son derece kiiciik kanserlerin metastaz
yaptif1 bilinmektedir ve aksine baz bilyiik lezyonlar yayilmayabilir. Yayilma bize
hastalifin iyilesme olasilifimn engellendigini diigiindiiriir (32, 41).



2.2. BEYIN TOMORLERININ EPIDEMiYOLOJiSi VE RiSK FAKTORLERI

Beyin tiimérleri tim malign neoplazmlarm yaklastk %2’sini olusturmaktadr.
Bununla beraber tiim gocukluk ¢ag: malignitelerin ise %20’sini olusturur ve béylece
l6semiden sonra ¢ocuklarda ikinei siklikla gériillen kanser tiiriidiir (45,66).

Santral sinir sistemi tiimérleri iginde, ilk 15 yasindaki primer timdrlerin %40-
45’1, erigkin yag grubundaki ise %50-60°1 astrositer kdkenli tiimérlerdir (45,66).

Santral sinir sistemi tiimérlerinde yag dagilimina bakildifinda yirmi yaslarndan
yetmis yagina kadar giderek artan bir sikhik gdsterdigi, yetmis yasindan sonra ise tekrar
sikhfinda azalma gozlendigi gGriilmiistiir. Hemen hemen tiim yas gruplarinda
erkeklerde kadinlara gore hafif bir fazlalik saptanmaktadir.

Histolojik tiplerine gre insidans incelemelerinde ise cocukluk cag ile
erigkinlerde belirgin farkliik goriilir. Cocukluk cafinda primitif néroektodermal
timérler (PNET) ve ependimomlar diger tiim&r tiirlerine gre daha sik goriiliirken
eriskin yag grubunda ise glial tiimé&rler ve menenjiomlar belirgin bir derecede daha sik
goriiliir,

Insidans galismalar, yillar icinde santral sinir sistemi tiimérlerinin sikliinda hafif
bir artiy oldufunu goéstermektedir. Bunun olusumunda gevresel etkenlerin etkinligi
tartigmali olmakla beraber bilgisayarhi tomografi ve manyetik rezonans incelemelerin
yaygm olarak kullamlmaya baglanmasinin tamiy1 kolaylastirmas: acisindan bu durumu
agiklayabilecegi diigtiniilmiigtiir (14,19, 22, 42, 55, 65).

Santral sinir sistemi tiimérleri yag, tiir ve zaman icinde insidans oranlannda
degiskenlik gostermekle birlikte popiilasyonlar arasinda da farkliik gostermektedir.
Genetik ve gevresel etkenlerin 6nemli rol oynadigimi gdsteren kanitlardan biri teknolojik

olarak gelismis bir iilke olan Japonya’ da, Amerika Birlegik Devletlerinden yalklasik 3
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kat daha az primer beyin tiimdrii saptanmasidir, Ayni zamanda tiim Asya’da da santral
sinir sistemi timor sikligr azdir. Yine aym iilkede yagayanlar arasinda da beyaz irkta
SSS tiimorii siklag siyah wrka gére belirgin derecede daha fazladir (42).

Cevresel faktorler: Literatirde ¢ok sayida cevresel ajanlarla SSS tiimérleri
sikligz arasinda iliski kuran yayimnlar mevcuttur. Cevresel faktérler iginde en iyi ortaya
konulan faktor radyasyondur. In utero dénemde, gocukluk ¢aginda va da eriskin cagda
tedavi veya tamisal amag ile radyasyona maruz kalma, artmg SSS tiimérleri siklifn ile
karakterizedir (47,66).

N-nitrosa komponentleri, organokloridler, nitrat ve nitritler, formaldehit, vinil

klorid ve birkag kimyasal poténsiyel etken ajam sayilabilir.

Sigaranin pasif veya aktif i¢iciligi ile SSS tiimérlerinde artig gésteren calismalar
olmakla beraber kamtlanmsg bir birliktelik meveut degildir (66).

2.3. BEYIN TUMORLERININ SINIFLANDIRILMAST

. Santral sinir sistemi tiimdrlerinin belirgin bir derecede heterojen bir gruptan
olustufu igin herkes tarafindan kabul gérmiis bir simiflama gergeklestirmek zordur (15).

Giniimiizde smflandirma hemen hemen tamamen patolojiye dayanmaktadir.

Beyin tiimdrlerinin bugiinkii siniflanmasinin temelini Wirchow atmistir. 1860°da
beynin hiicreler aras1 matriksi olarak nérogliay: tarif etmistir. Yine Wirchow tarafindan
tiimorlerin makroskobik ve mikroskobik ozellikleri arasinda baglantt kurulmasimi
saglams ve “glioma” tarifini de ilk kez yapmistir. Bailey ve Cushing 1926 yilinda
gliomalarm bir simiflamasini yapmislardir. Yaprmis olduklart sema tam 14 timér tipini
icermektedir. Ancak smiflama karmagiklig: delayis: ile genis bir kabul gérmemistir.
Yirminci ylizyillm ortasinda Kernohan yeni ve basit bir simiflama gelistirmigtir. Daha
Once tammlanmi§ olan karmasik siuflama basit 5 glial tiimér kategorisine
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indirgenmistir.  Astrositoma, ependimoma, ndroastrositoma, medulloblastoma ve
oligodendroglioma. Ancak daha 6nemlisi, glial tiimérleri 4 evre seklinde kendi iginde
gruplandirma sistemini gelistirmistir. Bu sistem artan anaplazi ve azalan farklilasmay:
gbstermektedir. Ancak Evre I ve II arasinda, Evre II ve IV arasmda bir benzerlik
olmasina karsihk, bu iki grup arasinda belirgin bir biyolojik davramg farki mevcut
degildir. Bu nedenler ile Ringertz 1950°de 3 evre’li bir sistem ortaya koymustur. Yine
1980°lerde Doumas ve Duport simdi St Anne-Mayo diye anilan hiicre morfolojik

ozelliklerine dayanan bir 4 basamaklh evre sistemini ileri siirmiistiir (19, 32, 55):

Bu evreleme sistemi 4 kriterin varlifi veya yoklufuna dayanmaktadir. Bu
kriterler:

1-Niiklear Atipi
2-Mitozlar

3-Endotelyal Proliferasyon
4-Nekroz

Evre 1: Bu kriterlerden higbirine sahip degildir.

Evre 2: Bu kriterlerden birine sahiptir,

Evre 3: Bu kriterlerden ikisine sahiptir.

Evre 4: Bu kriterlerden en az ii¢line sahiptir.

1993’de WHO (World Health Organization) tiimérlerin simflandirmasim
yaymnlamus ve Evre I IV arasindaki tiimorler benign’den malign’e dogru
simtflandinlmigtir. Astrositik timérlerin WHO tamimlanmasinda seliilarite, niikleer ve
hiicresel pleomorfizm, mitoz, endotelyal proliferasyon ve nekrozun derecesi vurgulanir.
Glioblastomada yiiksek oranda niikleer ve hiicresel pleomorfizm, mitotik figiirler,

endotelyal proliferasyon ve nekroz giriiliir. Anaplastik astrositomada ise daha az
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pleomorfik hiicreler gériiliir ve nekroz gérilmez. Bu smiflama histopatolojik 6zellikler
kadar yagam stiresi verilerine de dayanmaktadir (19,32).

Bugiin i¢in en sik kullamlan sistem ise 2000 yilinda yeniden gézden gecirilerek
diizenlemeler yapilan 1993°deki WHO simiflandirmasidir.

23.1. WHO Noroepitelyal  Doku Tiimorlerinin  Histolojik
Smiflandirmasi(32)

Noroepitelyal Doku Tiimérleri

1. Astrositik tiimdrler
a. Diffliz astrositoma
1. Fibriler astrositoma
2. Protoplazmik astrositoma
3. Gemiositik astrositoma
b. Anaplastik astrositoma
c. Glioblastoma multiforme
d. Pilositik astrositoma
e. Pleomorfik ksantroastrositom
f. Subependimal dev hiicreli astrositom
2. Oligodendroglial tiimérler
a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom
3. Miks gliomalar
a. Oligoastrositom

b. Anaplastik oligoastrositom
4, Ependimal tiimorler
a. Ependimoma

b. Anaplastik ependimoma
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c. Miksopapiller ependimoma
d. Subependimoma

5. Koroid plexus tiimérleri
a. Koroid pleksus papillomu
b. Koroid pleksus karsinomu

6. Noronal ve mixt noroglial tiimérler

7. Nioroblastik tiimérler

8. Pineal parenkimal tiimérler

9. Embriyonal tiimérler

10. Orijini belirsiz glial tiimorler

2.4. ASTROSITOMALAR

Astrositomalar, primer beyin tiimérlerinin en yaygin formudur ve tiim eriskin glial
timorlerinin yaklagik %80-90'1u ve tiim merkezi sinir sistemi neoplazmlarmin
%40’indan daha fazla bir miktarm olugturur. Diinya saghk &rgiitiiniin (WHO) evreleme
sistemine gére astrositomalar histopatolojik ve biyolojik davramslarina gére benignden

maligne dofiru 4 evrede incelenir (15, 16, 29, 43, 50, 51).

1-Pilositik astrositoma (WHO Evre 1)

2- Diiiik Evreli Diffiiz Astrositoma (WHO Evre 2)
3-Anaplastik astrositoma (WHO Evre 3)
4-Glioblastoma multiforme (WHO Evre 4)
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2.4.1. Diigiik Evreli Astrositomalar; Pilositik Astrositoma ve Diigiik Evreli
Diffiiz Astrositoma (WHO Evre 1 ve 2)

2.4.1.1. Pilositik Astrositoma (WHO Evre 1)

WHO evreleme sistemine gore evre 1°de yer alir. Difier astrositomalardan hemen
hemen defismeyen benign biyolojik davramglan ile ayirt edilir. Yavas biiyiiyen bir
lezyondur ve nadiren progresyonu neoplaziye dogru ilerler. Tipik olarak gocuklarda ve
gen¢ erigkinlerde goriiliip genellikle iyl bir prognozuna sahiptir. Tiim intrakranial
timdrlerin yaklasitk %4-5’ini olugturur. Cocukluk ¢afi beyin tiimérleri icinde ise
%15°lik bir kistm olugturur. Makroskobik olarak sikhikla bir kist duvarinda bulunan
nodiil olarak kendini gdsterir. Infiltratif veya diizgiin smmrl solid kitle seklinde
olabilirler. Mikroskobik olarak sadece orta derecede hiperselliiratiye sahiptirler. Siklikla
vaskiiler endotelyal proliferasyona rastlanir. Ancak bu bulgu diger astrositomalarda
oldugu gibi kotii prognoz belirtisi degildir ve anaplazinin diger bulgular: hemen higbir
zaman gbrilmez ve cerrahi rezeksiyondan sonra hastalar uzun yillar yasayabilir (8,15,
32, 50, 59).

Pilositik astromali hastalarda sitogenetik agidan siklikla normal karyotipler
gozlenmektedir. Anormal karyotipli hastalar arasinda; en gok gorillen kromozomal
anomaliler; 17p kayh, 22q kayb: ve X ve Y seks kromozom kaybidir (8, 50, 66).

Klinik belirtiler olarak basagns: (6zellikle bifrontal veya suboksipital), kusma,
uyuklama hali, optik papillamn édemi gériiliir.

2.4.1.2. Diigiik Evreli Diffiiz Astrositoma (WHO Evre 2)

Diigiik evreli diffiiz astrositomalar, yaklagik olarak astrositomalarin %10-15%ni
olugturur. Genellikle daha geng yaslar etkilerler ve ortalama olarak etkilenen hasta yasi
35 dolaylarmdadir. Sikhkla kendini nébet, bas afnsi ve yavas ilerleyen nérolojik

15



bulgularla gosterir. Genellikle yillar ile §lgiilebilen bir periyot igerisinde semptomlar
geligir; hasta tam konmadan &nce bu semptomlara uzun dénem sahip olabilir.
Karakteristik yerlesim bdlgeleri subkortikal ak madde ve tercihen frontal bdlgedir.
Infiltrativ yapiya sahiptir. Sitogenetik agidan kromozom 6q, 13q, 17p, 22q kayb: siklikla
gdzlenir (16, 22, 50).

Diffiiz infiltratif astrositik tiimé&rlerde tanimlanan histopatolojik tipler:

1-Fibriller astrositom
2-Gemisitositik astrositom

3-Protoplazmik astrositom

Digiik evreli diffiiz astrositomalar (evre 2) iginde her ii¢ hiicre tipi belli oranda
bulunurken; en ¢ok hangi hiicre tipi bulunuyorsa o hiicre tipine gdre timéor
smiflandinlir. Bunlarin iginde en sik goriilen fibriller tiimordiir. Gemisitositik
astrositom %20°lik oranda 2. siklikla goriilir ve prognozu digerlerine gére daha
kétiidiir. Protoplazmik astrositom ise %1°lik oranla ¢ok nadir goriiliir.

Tiim diffiiz ditsitk evre astrositomalarin anaplastik astrositomaya progresyon riski
bulunmaktadir. Ozellikle fibriler astrositomalarda bu oran %80’ kadar ¢ikmaktadr.
Ancak bu diferansiasyon farklilifimn ne kadar bir Jatent perioddan sonra gelistigi
konusu halen tartismalidir (55).

Diffiiz diisiik evre astrositomalarda ortalama yagam siiresi yaklagik 7,5 yildar.
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2.4.2. Yiiksek Evre Astrositomalar; Anaplastik Astrositoma (AA) ve
Glioblastome Multiforme (GBM) (WHO Evre 3 ve 4)

2.4.2,1. Yiiksek Evre Astrositomalarin Epidemiyolojisi (WHO Evre 3 ve 4)

Yiiksek evre astrositomalar (AA ve GBM) primer beyin tiimérleri arasmda en sik
goriilen tiirdiir ve primer beyin tiimérlerinin yaklagik %40-50sini olugturur.

Primer beyin timérlerinin dagilimu bilyiikk oranda yasla iliskilidir. GBM ve
AA'nin insidansi 14 yas altinda 100.000°de 0,2-0,5 iken, 45 yag iizerinde ise
100.000°de 4-5'e cikmaktadr. AA, 40-50 yaglari arasindaki bireylerde daha sik
goriilirken, GBM’ler biraz daha yagh bir grupta 50-60 yaslannda daha siktir.

Aym sekilde astrositomalarin yas ile yerlesim alanlan da degiskenlik
gostermektedir. 25 yas altindaki astrositomalarin 2/3°ii infratentoryal iken 25 yas

iizerinde ise %901 supratentoryal yerlesim gosterir.

GBM, de nova olarak (primer) gelisebilmekle beraber, daha diisiik evreli bir
tiimérden progresyon ile de gelisebilir (sekonder). Bu iki tip GBM, primer ve sekonder
GBM olarak adlandinlir. Primer GBM, daha yagli bireylerde goriiliir ve prognozu daha
kotiidiir. Sekonder GBM ise daha geng bireylerde goriiliir ve diisiik evre gliomanin
progresyonu sonucu meydana geldiinden dolay: genellikle aylar veya yillar siiren
klinik tablolar ile kliniklere bagvurulur.

Primer GBM ve sekonder GBM’de sitogenetik acidan da onemli farkliliklar
goriiliir. Orneggin primer GBM de EGFR amplifikasyonu, MDM?2 amplifikasyonu
siklikla gériiliirken, sekonder GBM de p53 mutasyonu gérillmektedir (1, 8, 9, 38, 40).

17



Yillar i¢inde de GBM siklif1 artmaktadir. Ozellikle gelismis iilkelerde yapilan
¢ahsmalarda ABD ve Kanada da 70°li yillardan 80°li yillarin ortalarina kadar tespit
edilen glioblastom olgulan yaklagik 2 kat kadar arhs g&stermistir. Bunun nedeni ise
teknolojik geligmeler ile tiimériin tespit edilme orammn artmas: olarak ortaya
konulmugtur. Yiiksek evre glial tiimérlerde buna benzer bir artis, son 7 yil icinde %5°lik
bir artis ile Fransa’da tespit edilmistir.

AA ve GBM, erkeklerde kadinlara gire, beyaz irkta da siyah ka gore bir miktar
daha siktir.

2.4.2.2. Patoloji:

Histolojik 6zelliklerinden bazilar1 érnegin nikleer atipi, hiicre dansitesi, mitoz,
endotelyal hiperplazi ve nekrozun yasam siiresine anlamli derecede etkili oldugu
gdsterilmigtir. '

AA’da artoms hiicre yoZunlugu, stk mitotik figiirler, atipik nukleus gorilliir,
nekroz gbriilmez. GBM’de ise AA’lara benzer sekilde atipik nukleus, mitoz, endotelyal

proliferasyon goriiliir, ayrica nekroz alanlar1 da meveuttur.

AA’nm ortalama yagam siiresi 36~50 ay, GBM’in ise yaklagik 12 aydir (53).
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2.5. BEYIN TUMORLERINDE SITOGENETIK VE MOLEKULER
SITOGENETIK ANALIZ

2.5.1. Beyin Tiimérlerinde Sitogenetik Analizler

Klinik sitogenetik, kromozomlann yapilarim ve kalihmlarmi tibbi genetige
uygulayarak inceleyen bilim dahdir. Kromozomlarin sayisinda ve yapisinda goriilen
degisikliklerin birtakim hastaliklara yol agtig1 bilinen bir gercektir (41).

Beyin tiimérleri de diger tiimér tipleri gibi prekiirsdr hiicrelerde baz genetik
aberasyonlarin kademeli birikimi sonucunda agifia cikar. Bu genetik degisiklikler
kromozomal diizeyde olabilir, bir kromozomun bityiik bir kisminin kayb: veya tek bir
gen igindeki nokta mutasyonundan dolay: olabilir. Ilerleyen yillarda gelisen bantlama ve
farkh sitogenetik analiz yontemleri ile kanser genetigine ait bilgiler artmus olup birgok
hastalifa Ozglin sitogenetik anomaliler tammlanmis ve altta yatan molekiiler
mekanizmalar ortaya konmustur. Bu yiizden sitogenetik analiz tartismasiz gereklidir (6,
7,11, 47, 50).

Aynica beyin tlimoregenezinin progresyonu agamasinda farkli evrelerde farkli
kromozomlarin etkili oldugu bilinen bir gergektir. Gelecekte, sitogenetik analizin
hastahifin tipi ve tedavinin etkinligiyle iligkisi biiyiik énem kazanacaktr.

2.5.2. Beyin Tiimorlerinde Molekiiler Sitogenetik Analizler

Molekiiler sitogenetik metodlar (ISH: In situ hibridizasyon, FISH: Floresan in situ
hibridizasyon, CGH: Comparative genomic hybridization) klasik sitogenetik
ytntemlerle tanimlanamayan kromozomal mikrodelesyonlar ve yeniden diizenlenmeleri
ortaya koyma olanag: saglar. Sitogenetik rutin GT'G bantlama teknifinde >4Mb, HRB
(2000 band diizeyinde) teknifinde de >2Mb ye kadar olan diizensizlikler
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saptanabilmektedir. FISH teknigi ile ise 1-3 Mb'a kadar olan yapisal diizensizlikler
saptanabilmektedir (4, 7, 22).

2.5.2.1. Floresan In Situ Hibridizasyon

Molekiiler sitogenetik, isareti DNA problari kullamilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tammlanabilir. Bu
yaklagim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparatlarmda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dall DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin g&zlenmesi ile ortaya konmustur (4).

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslanmn doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gésterilmesini ve niikleik asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda
incelenmesini saglayan, dokw/hiicre arkitektinin bozulmadifn bir tekniktir (4).

Non-Izotopik In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile
kimyasal olarak modifiye edilen DNA problanmin immunolojik veya afinite
reaksiyonlar ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir (4).

FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom
maddelerle gériintillenmesinden olugan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin

yapildig: bir ISH teknigidir (4).

Sitolojik preparatlarda RNAmn DNA ile hibridizasyonu ilk kez 1969 yilinda Gall
ve Pardeu tarafindan gergeklestirilmistir. Bu aragtricilar, isaretlenmis DNA
sekanslannin sitolojik preparatlarda lokalize olduklarimi gdstermislerdir. Biiyiimekte
olan hiicrelere tritium verilmis ve igaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon aracilig ile

belirlenmigtir (4).
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Baglangicta ISH radyoaktif madde kullamlarak uygulamaya konulmustur.
Radyoaktif maddelerin pahal olusu, yar 6miirleri, toksik etkisi ve uzaklastirilmas: gibi
zorluklar nedeniyle yontemin ilk dénemlerde kullanim alam kisitlanmustir. 1970°lerde
molekiiler klonlama tekniklerinin gelismesi, 1975°te biotin-avidin sisteminin bulunmast,
hapten molekiilleri ile igaretlenmis olan problarin florokrom enzim gibi arac
molekiillerle belirgin hale getirilmesi teknigin hassasiyet ve giivenirlilifini etkilemigtir.
Biotinin yam sira digoxigenin ve florescein ile isaretleme, farkh florokrom molekiillerin
birlikte kullanilmasi Horgman ve arkadaglarimin iki renkli, Nedersof ve arkadaslarimn
¢ renkli hibridizasyonu gergeklestirilmesini saglamistir. 1986°da Pinkel ve Cremer
non-radyoaktif igaretli problar kullanarak FISH'i gelistirmislerdir (4).

2.5.2.2. FISH Tekniginde Kullamlan Problar ve Ozellikleri

FISH teknifinin uygulamasinda en ¢nemli agama prob segimidir. Kullamlacak
probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve bélgesine uygun
olmasi gerekir (3).

Prob; omeklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
hangi y6ntemle igaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmas, tek veya cift
sarmalli olmas: spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir (3).

FISH tekniginde sitogenetik alaminda kullamlan baglica problar sunlardir;

-Tekrarlayan dizi problar: (satellit problar)
-Lokusa 6zgii problar

-Tiim kromozomu boyayan problar
-Banda 6zgii problar

-Telomer bdlgesine 6zgii problar
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2.5.2.3. FISH Tekniginin Temel Mekanizmas:

FISH prosediirii 6 asamada gergeklestirilir (Sekil 2.3);

1.Preparatlarin Hazirlanmas:
2.Preparatlarin On Yikamas

3.Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu
4.Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu
5.Hibridizasyon sonrast Yikamalar

6.Gériintileme ve Inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayanan biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nother
blotting, PCR, ISH) altinda yatan mekanizma iki komplementer daldan ¢ift sarmal
yapmun olusmasidir. DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA’larin
denatiirasyonunu takiben olusan DNA fragment kansimi, tek dal halindeki
fragmentlerin tekrar birlesmesini saglayacak kogullarda gergeklestirilir (3).

Bu kosullarda etkili olan d&rt parametre vardir;

LIs1
2.pH
3 Monovalent katyon konsantrasyonu

4.0Organik solvent varlif

Hibridizasyonda ii¢ temel asama Snemlidir;

1-Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalarn
2-Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmas:
3-Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir araci ile en az zemin

sinyali clacak bigimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir (3).
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Sekil 2.3: FISH tekniginin uygulama ayamalan (Teorik ve Pratik Floresans In Situ Hibridizasyon,
1996, Ed. Basaran N, GENTAM, Eskisehir, 34-39 s.’dan alnmistir)

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency” olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullannda
ise prob sadece %70-90 homoloji gdsteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik olmayan



sinyaller, hibridizasyon sonras: yikamalarda yiiksek siringency kosullarimin (yiksek 1s1
+ diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastnlir (4).

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller floresan mikroskopta incelenirler.
Kullan]an florokromlarin gézlenebilmesi igin dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin gériintiilenmes] gerektiginde dogru
filtreler ile yesil, kirmmzi ve mavi florokromlar gdzlenebilmektedir (3).

2.6. ASTROSITOMALARDA MEYDANA GELEN GENETIK DEGISIMLER

Insan beynindeki neoplastik dénfistim, birtakim genetik depisimlerin birikimi
sonucunda meydana gelir. Bu genetik degisimler hiicre proliferasyonunun degisiminde

rolil olan farkl: kromozomlarin amplifikasyonu veya artigini ya da kaybim igerir.

Gliomalarda yapilan sitogenetik analizler sikhikla kromozom 7°nin artigim,
kromozom 10 ve 22’nin kaybm ve kromozom 1, 6, 7, 9'un yapisal anomalilerini

gostermektedir,

Yapilan sitogenetik ve molekiiler genetik caligmalar goéstermektedir ki p53
mutasyonu ve 17p’nin kayb: beyin tiimorogenezinin baslangic asamasinda, kromozom
9p’nin delesyonu ara (intermediate) dénemde ve epidermal bilyiime faktdr geninin
(EGFR) amlifikasyonu ve kromozom 10 kayb: timorogenezin ge¢ déneminde meydana
gelmektedir.

Insan genomunun yaklagik 60.000-70.000 genden olustugu ve bunlarn yaklasik
30.000°inin beyinde ekspresse edildigi tahmin edilmektedir. Beyinde bulunan genler en
¢ok yapisal ve regiilator (transkripsiyon faktérler ve sinyal transdiiksiyon) fonksiyonlarn
igerir (50, 53, 65).



Beyin timérleri de diger tiimér tipleri gibi prekiirsér hiicrelerde birkag genetik
defisimin kademeli bir birikimi sonucunda meydana gelir. Beyin tiimorogenezi
boyunca meydana gelen genetik degisimler ya kromozomal diizeyde ya da pen
ekspresyon diizeyindedir. Ayrica genetik diizeydeki depisiklikler, bir kromozomun
biyik bir kisminm kaybi olabilecegi gibi tek bir gen icindeki nokta mutasyonundan
dolay: da olabilir.

2.6.1. Pilositik Astrositoma (WHQ Evre 1) ve Diffiiz Diisiik Evre
Astrositoma (WHO Evre 2)

Pilositik astrositoma, astrositik tiimérler iginde en diigiik malignensiye sahip olan
grubu olusturmaktadir. Yapilan sitogenetik analizler sonucu pilositik astrositomali
hastalarda siklikla normal karyotipler gozlenmektedir. Anormal karyotipli hastalar
arasinda en gok goriilen kromozomal anomaliler X ve Y kromozom kaybi, 22q kayb:,

P53 mutasyonudur.

CGH ile yapilan galismalarda kromozom 3, 6, 7, 9, 16p, 19, 22°ye ait tiim kayiplar
ve kromozom 1p, 2p, 9q, 12q, 17q kayiplan goriilmiistiir (59).

TP53 gen mutasyonlan ya da TP53%i igeren 17p kromozom (17p 13.1) bolgesi
delesyonu veya her ikisi meme, over, mesane, serviks, osteojenik sarkoma,

hepatoselliller karsinom, beyin titmérleri gibi siklikla sporodik kanserlerde izlenir.

p33 proteini, DNA hasarina hiicresel yanitin énemli bir pargas: olan bir DNA-
baglayic1 proteindir. Hiicre bélinmesini durduran ve DNA hasarmun diizeltilmesini
saglayan genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktdrii olmasinin
yaninda, p53 onanlmayan DNA hasarl! hiicrelerde de apoptozisi saglayan bir role
sahiptir. p53 fonksiyon kaybi, hasarli DNA’'mn yasamasmna ve b@liinmesine izin
vermekle birlikte potansiyel onkojenik mutasyonlan yaygin hale getirmis olur (11,19,
38).
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Beyin tiimérlerinde meydana gelen p53 mutasyonlar astrositik tiimérlerin gelisme
ve baslangic asamasinin ikisinde de gereklidir. Diger orijinli tiimérlerde (kolon,
pankreas, 6zofagus) p53 mutasyonlarinin tiimér baglangicinin aksine titmér gelisiminde
énemli bir role sahip oldugn gosterilmigtir. Yapilan birkac calisma, astrositomalarn
patogenezinde p53 mutasyonunun en erken meydana gelen genetik olaylardan biri

oldugunu rapor etmistir(50).

Kromozom 22g’nun kaybinin astrositoma gelisiminin erken déneminde meydana
gelen dnemli bir olay oldufu diisiiniilmektedir. Diffiiz diisitk evre astrositomal: (WHO
evre 2) tiimérlerde yapilan molekiiler genetik analizler sonucunda 6q, 10p, 13g, 17p ve
22q bolgelerinin kayiplar: gosterilmigtir. Kromozom 7 aberasyonlarmm diffiiz
astrositomanin ilerlemesiyle iliskili oldugu diistiniitmektedir (27, 29, 57).

2.6.1.2. Anaplastik Astrositoma (WHO Evre 3)

Diffiiz diisiik evre astrositomada (WHO evre 2) gériilen 6q, 10p, 13q, 17p, 22q
alellerinin kayiplar anaplastik astrositomada da benzer veya daha yiiksek siklikla
gozlenmektedir. Bunlara ek olarak evre 2 astrositomadan anaplastik astrositomaya
ilerlemede kromozom 9p,10q, 13q kaybi, kromozom 7p, 7q, 12q, 19q amlifikasyonu

Gnemli bir rol oynar.

Bir tiimdr supressor gen olan CDKN2, kromozom 9p21 bélgesinde lokalizedir. Bu
gen hiicre siklus progresyonunda Gnemli bir rol oynar. CDKN2, siklin-bagli kinaz
(CDK4) ve siklin D kompleksine baglanarak anormal hiicre biiyiimesi ve
proliferasyonunu  genellikie bloke eden 16KD’lik hiicre siklus inhibitér proteinini
kodlar. Bu baglanma, CDK’nimn inhibisyonunda rol oynar ve G1 fazinda hiicre siklusunu

durdurur.

Kromozom 9’un kaybinm, diisiik evre astrositomadan yiiksek evre astrositomaya

gelisiminde 6nemli bir adim oldugu gbzlenmektedir.



2.6.1.3. Glioblastome Multiforme (WHO Evre 4)

GBM, astrositomalarin en malign formu olmakla beraber, merkezi sinir
sisteminde en yaygm gorillen sitogenetik olarak en iyi galisilabilen primer beyin
timdriidiir ve ¢ok sayida genetik anomali gdsterir. Yapilan sitogenetik calismalarda
kromozom 6, 10, 11, 13 ve Y’nin kaybi, kromozom 7, 12q ve 19’ un artiz ve
kromozom 1 ve 9’un yapisal anomalileri gériilen ortak bulgulardir (16, 38, 53).

GBM de yapilan sitogenetik analizler kromozom 10 monozomisini ¢ok yiiksek
oranda oldugunu gdstermistir. Bu gériilen monozomi en yaygm bulgu olmakla beraber
tiimérlerin %80°inden fazlasinda goriilmiistiir (50).

PTEN geni 10923 lokusunda lokalizedir ve PTEN gen mutasyonunun hiicre
biiyime regiilasyonnda, apoptotik cevapta, hiicre gdciinde, ekstraseliiler matriksle
iligkili hiicre yolunda bozulmaya neden oldugu diigiintilmektedir. Kromozom 10 kayba,
AA’dan GBM’e ilerlemede gereken en dnemli olaylardan biridir. GBM in biiyik bir
kisminda kromozom 10°da LOH goriiliirken, bu durum hastanin yasam siiresini anlamh
derecede azaltmasiyla iliskilidir (11).

Epidermal biiyiime faktor reseptér geni (EGFR) kromozom 7pl12 lokusunda
lokalizedir. GBM’in yaklagik % 40°inda EGFR geni amplifikasyona ugramistir. EGFR
amplifikasyonu ve yeniden diizenlenmesi glioblastomalann olusumunda siklikla
goriilen bir olaydir (2, 7, 36, 38, 52).

Glioma hastalan igin 9p21°de lokalize pl6 (CDKN2A) geninin homozigot
delesyonu da k&t prognoz ve yasam siiresiyle iliskilidir. P16 hiicre siklusunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan bir tiimér siipressér gendir ve cogunlukla

yiiksek evre gliomalarda delesyona ugramistir (16).



GBM, kendi iginde primer ve sekonder GBM olmak tizere ikiye aynlir. Primer ve
sekonder GBM’in olusumunda da farkl: genetik yollarn rol oynadig diistiniilmektedir.
Primer GBM de EGFR gen amplifikasyonu ve daha az siklikla MDM2 gen
amplifikasyonu ve pl6 protein delesyonu goriiliirken, sekonder GBM’de siklikla TP53
gen mutasyonu goriiliir (8, 9, 38, 39),

GBM hastalarmin ortalama yasam siireleri bugfinkii standart terapiyle berabar
yaklasik bir y1l kadardir (47).

2.7. ASTROSITOMA TUMOREGENEZI iCIN BIR MODEL

Farkli histolojik ve malignensi derecesinde gdzlenen molekiiler degisimlerin
temelinde gliomalann tiimorogenezi igin bir model olusturmak miimkiindiir. 17p’nin
delesyonu ve/veya TP53 mutasyonu astrositomalarda goriiliir ve bu tiimorogenezin
erken asamasinda oldugunu isaret eder. 22q kayb1 daha az siklikla goriilmekle beraber,
gliomalarm tiim evrelerinde rapor edilmigtir. Kromozom 13°{in kayb: da tiim evrelerde
goriilmiistiir, fakat yiiksek evreli astrositomalarda daha yiiksek orandadir. Bir sonraki
adim ise 9p’nin alellik kayiplarimu igerir ve bu durum ara ve yiiksek evre gliomalarda
gorildr. 10q kaybi GBM'lerin %80’inden fazlasinda goriiliir ve 10q°da bulunan genin
fonksiyon kaybi GBM’in gelisiminde hayati bir rol oynar. EGFR geninin
amplifikasyonu yiiksek evre gliomalann %40-50’sinde gériiliir ve gliomalann
progresyonunda dnemli bir rol oynar (7).

2.8. EPENDIMAL TUMORLER

Ependimal neoplazmlar, merkezi sinir sistemi tiimérlerinin yaklasik %3-5’ini
olustururlar. Cocuklarda 3. siklikla gérillen beyin tiimériidiir. Bu tiimérlerin %901
intrakranial, %10’u intraspinaldir. Yetigkinlerde ise %601 spinal kordun tiim&rii, %401
intrakranial tim&rdiir. Ependimomlar; ependimom (Derece 2) ve anaplastik ependimom
(Derece 3) olmak fiizere subgruplara aynlir. Ependimom (Derece 2)’da, kromozom
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22q’daki kayiplar en fazla bildirilen anomalilerdir. Bu bélgede NF2 tiimor siipressdr
geni bulunmaktadir. Kromozom 22q°daki LOH yetiskinlerde, ¢ocuklardan daha sik
goriilmektedir. Kromozom 22°de olan kayiplar monozomi seklinde olabildigi gibi
22q’da parsiyel delesyon veya translokasyonlar halinde de olabilir. Kromozom 6q
delesyonlar ependimomlarda siklikla izlenmektedir. Bunlara ek olarak az oranda da
olsa X kromozom anomalilari rapor edilmistir. Ependimomlarin daha malign formlara
doniiglim gostermesindeki genetik temel tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak,
kromozom 7°de gériilen kazarumlar, 10q ve 10p°deki kayiplar anaplastik ependimomda
ditsiik bir oranda gézlenmistir (17, 37, 45, 54, 56).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri

Beyin tiimérlii olgulardan alman timdr dokusunun sitogenetik ve FISH ile
kromozom analizi Eyliil 2005 - Eyliil 2007 tarihleri arasinda Osmangazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve GENTAM Laboratuvarlarinda
gergeklestirilmigtir. Araghrma grubunu; Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin
Cerrahi Anabilim Dali'nda beyin tiimorii teshisi konulan toplam 30 olgu
olusturmaktadir.

3.1.2. Kullanilan Aracglar

3.1.2.1. Kullanilan Aletler

Ben Mari (Heto-DT Hetoterm)

Buzdolabi (Argelik 415)

CCD Kamera (Photometrics)

CO2’li etiiv

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik Terazi (Seuter, Ainworth-AA—250, Setra-M2000L)

Enjektor
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Etliv (Friocell MMM Med Center)
Floresan mikroskop (Olympus BX61)
Image Analyser (Oncor)

[nvert mikroskop

Kronometre

Lamin Air Flow (Heraeus E1LB2448)
Mikropipet (Eppendorf)

Mikroskob (Olympus CH-2)
Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)
pH Metre (Nel PH890)

Pipet Uglar

Termomeire

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

Zaman Ayarli Santrifiij (Heraeus)

3.1.2.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 mi)

Flask
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Lam
Lamel
Meziir
Petri katn
Santrifiyj Tipi

Yatay ve dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Absolii Ethonel (Merck)
Amniomed

Antifade (Vector)

Chang Medium In Situ

DAPI ( Sigma )

Democoleine Seolution (Sigma)
Distile Su

Entellan (Merck)

Gentamisin

Giemsa (Merck)

Glacial acetic acid (Merck)
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HCL (Merck)

Immersiyon yag (Merck)
KCL (Merck)

KH,PO,; (Merck)

Ksilol (Merck)

Methanol (Merck)

MgCls (Merck)

Na Citrat (Merck)
Na,HPO, (Merck)

NaCl (Merck)

NaOH (Merck}

Nevparin (Mustafa Nevzat)
Pentsilin-.Streptomisin
Parafilm

RPMI 1640

Rubber Cement (Sanford 00491)
Serum Fizyolojik

Trypsin (Difco)
Tripsin-EDTA 1x

Tween 20 (Sigma)
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3.1.4.Kullanilan Problar

LSIp33 (17p13.1) Spectrum Orange Probe (Vysis)

LSIpl6 (9p21)/ CEP 9 Dual Color Probe (Vysis)

LSI1p36/1q25 ve L8I 19q13 / 19p13 Dual Color Probe Sets (Vysis)

LSI EGFR Spectrum Orange/ CEP 7 Spectrum Green Probe (Vysis)

LSI PTEN (10g23) / CEP 10 Dual Color Probe (Vysis)

LSITOP 2A Spectrum Orange / HER 2 Spectrum Green / CEP 17 Spectrum
Aqua Probe (Vysis)

3.2. Yontem

Beyin timérli olgularda konvansiyonel sitogenetik yéntemler kullanilarak
karyotip degerlendirmesi yapilmig ve FISH analizi uygulanmustir.

3.2.1. Materyal Ahmu

Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Cerrahisi Anabilim
Dalinda cesitli tetkikler sonucu beyninde tiimér oldugu sonucuna varilan ve ameliyata
alinan olgulardan sitogenetik analiz igin tiimér dokusu alinarak transport medium
igerisinde Anabilim Dalimiz Sitogenetik Laboratuvarina ulagtiriimagtir,
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3.2.2 Sitogenetik Analiz

Beyin tiimérii dokusundan kromozom analizi i¢in Law ve arkadaslarinca
kullamlan doku kitltlir yéntemi kullantlmistir (34).

~Transport medium igerisinde gelen beyin dokusu petri kabina
aktanlir ve transport mediumla (100 cc besiyeri + 1cc penisilin + 1 cc heparin +

0,1 cc gentamisin) ile yikanur.
- Doku pargalan Tripsin- EDTA soliisyonu igerisinde mekanik olarak

pargalandiktan sonra farkli petri kablarina aktarilir.

- Petri kabi 37 derecede 30 dakika % 5°1ik CO-’li etiivde bekletilir.

- Siire sonunda dokularin tizerine transport medium eklenir.

- Doku pipetle iyice siispanse edildikten sonra 3 ayr1 flaska ekim yapilir.

- 3 ayn flaska 2 farkli besiyerinden (amniomed, chang in situ) 3 cc konur, CO2’li

etiivde {iremeye birakilir.

- Ertesi giin kontaminasyon durumuna bakilir,

- Ureme durumlar: takip edilir.

- Harvest yapilmasina karar verilen kiiltiir kabindaki (flask) tiim besiyeri bir gece
Once almir ve yerine 4cc yeni besiyeri ilave edilir.

- Ertesi giin 0,1 cc kolsemid eklenerek 4 saat bekletilir.

- Stire sonunda flasktaki tiim s1v1 ekim tiipiine aktarilir.

- Flaska daha &nceden 37 °C’ye getirilmis Tripsin-EDTA soliisyonundan 1 cc

eklenir ve eklenen bu s1vi flasktan alinarak tiipe aktarilir.
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- Sonra bir kez daha 1 cc Tripsin-EDTA soliisyonu eklenir ve 23 dakika kadar
etitvde bekletilir.

- Sire sonunda inverted mikroskopta flask yiizeyindeki hiicrelerin aynlip
ayrilmadig kontrol edilir.

- Bfer hiicreler ylizeye yapigsik ise flask sallanarak hiicrelerin kalkmas1 saglanir.
- Daha sonra flaska 3 cc transport medium eklenir ve ekim tiipiine aktanilir.
- Ekim tiipleri 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edilir ve siipernatant atilir,

- 37 derecedeki KCL (0,075 M) den 5 cc ekim tiipiine eklenir ve yavasca pipetaj
yapilip etiivde 35 dakika inkiibe edilir.

- Siire sonunda 5—6 damla fiksatif damlatilarak prefiksasyon yapilir.
- Santriftyj edilir ve siipernatant atilir,
- 3 kez Carnoy fiksatifi (3 methanol: 1 glacial asetik asit) ile yikama yapilir.

- Lamlara yayma iglemi yapilir.

3.2.2.1. Preperatlarm Boyanmasi1 (GTG Bantlama)

Bu boyama y6ntemi uygulanmadan dnce yayma iglemi yapilmig lamlar, 1 gece
65°C’lik etitvde yaslandirihr.

- 0,05 gr toz halinde tripsin (Bacto-Tripsin) tartilir.
- Bir sale igerisinde bulunan 100ml 1 X PBS (Phosphate buffered saline) igerisine

tarthifimz 0,05 g toz halindeki tripsin eklenerek sale 26°C’deki su banyosuna
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konulur.

- Preparatlar 6nce 10-20 saniye arasinda su banyosu igine konulan saledeki
tripsin-PBS kangimindan gegirilir.
- Siire bitiminden sonra ¢esme suyundan gegirilir.
- Her preparat i¢in 2ml PBS -+ 5 damla Giemsa karisimi hazirlandiktan senra bu
karisim preparata damlatilarak 3 dakika bekletilir.
- Cesme suyunda calkalamr.
- Boyanmig olan preparatlar oda 1s1sinda kurutularak ksilolden gegirilip entellan
ile kapatilir.

- Boyas: yapilip kapatilan preperatlar mikroskopta incelenir.

Sitogenetik degerlendirme International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) kriterlerine gore yapilmgtir.

3.2.3. Molekiiler Sitogenetik Analiz

FISH tekmiginde Rieder ve arkadaslan tarafindan kullamlan protokol
kullanilmisgtir (46).

FISH analizleri i¢in preparasyon asamasi oldukc¢a ¢nemlidir. Kaliteli sinyal almak
ve ideal sartlarda analizi gergeklestirmek icin lamin belirli bolgelerine yayilmis yeterli
sayida ve kalitede (stoplazmadan arndirilmis) metafaz plaklanmin ya da interfaz

hiicrelerinin bulunmas: gerekmektedir.
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3.2.3.1. FISH Tekniginin Uygulamas

FISH tekniginde Rieder ve arkadaglan tarafindan kullamlan protokol
uygulanmistir (46).

3.2.3.1.1.Preparatlarin On Yikamas: ve Denatiirasyonu

- Preparatlar her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla %100-70-50-30’luk alkol
serisinden ve 1 dakika 0.1 X SSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

- Preparatlar 30 dakika 70°C’deki 2 X SSC soliisyonunda bekletilmistir.

- Daha sonra 2 X SSC soliisyon 1sisimn 37 °C’ve gelmesi i¢in beklenmis ve

- Bunun sonunda preparatlar 0.07 M’lik NaOH soliisyonunda 1 dakika denatiire
edilmigtir.

- Denettirasyonu takiben her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla + 4 °C’de 1XSSC-
+4°C’de 2XSSC de bekletilmigtir. Preparatlar % 30 — 50 — 70 — 100°1iik alkol

serisinden gegirilerek dehidrate edilip, kurumaya birakilmustir.

3.2.3.1.2. Prob Denatiirasyonu

- Problar benmaride 5 dakika 74 °C’de bekletilerek denatiire edilmislerdir.
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3.2.3.1.3. Hibridizasyon

-Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alanlara prob (5 pl) eklenir ve iizerlerine
18mmi’lik lame] kapatilir.
- Lamel gevresi su girmemesi i¢in rubber sementle yalitilir.

- Preparatlar 37 °C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilir.
3.2.3.1.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’smm ortamdan
uzaklastirilmas: ve olgu DNA’sma tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef
bélgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalar:

- Hibridizasyonu taﬁarﬂwm preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin
cevresindeki yalitim maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1s1sindaki 2 X SSC soliisyonunda hafifce kanistinlarak lameller
preparatlardan uzaklaghnlmigtir.

- Preparatlar 1 X SSCsoliisyonu ile 74 °C’de 5 dakika yikanmislardir.

- Sonrasinda 2 X SSC / T-20 soliisyonunda 5 dakika yikanmslardir.
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3.2.3.1.5. Hibridize Olan Bélgelerin Giriintiilenmeye Hazirlanmasi

Bu agamada prob ve nukleus DNA *simuin hibridize oldugu bélgelerin gériiniir hale

getirilmesi amaclanmaktadir.

Hibridizasyon sonrasi yikamalan yapilan preparatlar 4XSSC / DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda preparatal5 pl antifade eklenmis ve lamel ile

kapatilmistir. Inceleme agamasina kadar — 20 °C*de ve karanhkta beldetilmirglerdir.

3.2.3.1.6. Preparatlarm Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmigtir. Floresan mikroskoba bagli bilgisayar sisteni (PSI Image Analyser) ile
sinyaller degerlendiritmis ve CCD kamera aracihiiyla FISH sinyalleri iceren metafaz
plaklan ve/ya da interfaz hiicreleri resimlendirilmistir.

3.2.3.1.7. Degerlendirme

Beyin tlimérii dokusundan hazirlanan preparatlara uygulanan FISH analizlerinde
her olguda her prob igin en az 200 interfaz nikkleusu degerlendirilmistir. Sinyaller
degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin olan sinyaller ve sinyal ¢ap biiyiikl{igii birbirinden
farkli olan (iki kati ya da daha fazla olan) yalanci sinyaller degerlendirmeye

alinmarmigtir.
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Incelenen problar icin laboratuvarda daha 6nceden belirlenen cut off degeri
kullamlmigtir, Cut off, sagliklh 10 insandan alman kan hiicrelerinde en az 200 interfaz
nitkleusu degerlendirilerek belirlenmigtir. LSI p53 (17p 13,1), LSI pl16 (9p21)/CEP 9,
1SI 1p36/1925, LSI 19913/19p13, LSI EGFR/CEP 7, LS1 PTEN (10q23)/CEP 10, LSI
TOP2A / HER2 / CEP 17 probe’un (Vysis) her biri i¢in i¢in belirlenen cut off degeri
%3 diir.

3.3. Kullamlan Stok Soliisyonlar
Cizelge 3.1.: Hipotonik Soliisyonu { 0.075 M )
KCl 1398 g
Distile su 250 ml
Cizelge 3.2.: Camoy’s Fiksatif Solisyonu
Methanol 3 kisim
Glacial Acetic Acid 1 kisim

Cizelge 3.3.: GTG Bantlama Soliisyonlarn

Trypsin Soliisyonu
Trypsin ( % 5°lik Bacto Tripsin ) 0,05¢g
PBS 100 ml
PBS Soliisyonu
NaCl 0.4g
KCl soliisyonu 0lg
Na;HPO4 0,57g
KH,PO, 0,1g
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Distile Su
Giemsa Soliisyonu
Giemsa

PBS

Cizelge3.4.: Preparatlarin On Yikama Séliisyonlar
20XSSC Soliisyonu
NaCl (3 M)
Tri Sodyum Sitrat ( 0,3 M )
Distile su
HCl ile pH 7.0’a ayarlamir.
2 X SSC Soliisyonu
20 X 88C
Distile su
HCl ile pH 7,0’a ayarlamur.

0,1 X SSC Soliisyonu
20 X SSC

Distile su
Cizelge 3.5.: Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu
0,07 M NaOH

Distile su
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500ml

5 damla

2ml

1753 g
88,24 g

1000 ml

40 ml

360 ml

3ml

597 ml

14 ml

200 ml



Cizelge 3.6.: Hibridizasyon Sonrasi1 Soliisyonlar

1 X SSC Selisyonu
20 X 88C
Distile su

2 X SSC Soliisyonu

20 X SSC

Distile su

2 X SSC/ Tween-20 Soliisyonu
20 X SSC
Tween 20

Distile su

Tiim soliisyonlar HCI ile pH 7.0 a ayarlanir.

Cizelge 3.7.: Gorintiileme Sistemleri Soliisyonlan

DAPI / Antifade Soliisyonu
2XSSC
DAPI
Distile su
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20 ml

180 ml

20 ml
100 pl

180 ml

20 ml
100 pi
80 ml



4. BULGULAR

Bu galisma beyin tiimérlii olgularda sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizleri
kapsamaktadir. Caligma grubunu, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Cerrahi
Anabilim Dali Poliklinigi'ne bagvuran 30 beyin timérli olgu olugturmaktadir.
Olgularn yas ortalamas: 48, erkek/ kadin oram 17/13°diir. Calismaya katilan olgulan 27
GBM, 3 ependimom hastas: olugturmaktadir. Tiimér dokulan kromozom kuruluglar
agisindan degerlendirilmis, kanserle ilgili genlerin tiimérlerdeki durumu ise FISH

analizi ile incelenmisgtir.

4.1. Arastirma Grubu Bireyleri Sitogenetik Analizleri

30 beyin tiimérlii olgunun 22 tanesinde kromozom analizi gergeklegtirilmig olup, 8
tanesinden metafaz elde edilememistir. Beyin tiiméril 6rneklerinde sitogenetik analiz
basar1 oram %73,4°tiir. Kromozom analizi gergeklestirilen olgularin birinde normal
karyotip saptamirken, diger tiim olgularda kompleks kromozomal anomaliler izlenmistir.

Calismamizda hasta olgulannin bilgileri ¢izelge 4.1°de, sitogenetik analizleri
yapilmas olan olgularn karyotipleri ise gizelge 4.2’de ayrintili olarak verilmistir.

1 no’lu olgunun 10 metafazinda normal karyotip gdzlenirken, 9 metafazinda Y

kromozom monozomisi, 3 metafazinda Y kromozom frizomisi saptanmigtir.

2 no’lu olgunun 1 metafazinda normal karyotip gézlenirken, 1 metafazinda

kromozom 8, 13, 14, 15, 21 monozomisi ile kromozom 10 trizomisi saptanrmigtir.

3 no’lu olgunun 3 metafazinda normal karyotip gozlenirken, 4 metafazinda Y
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 9. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 21.
kromozom monozomisi ve 1 metafazinda da kromozom 17 ve 19 monozomisi

saptanmigtir.



4 no’lu olgunun 1 metafazinda kromozom 1p kaybi gozlenirken, 1 metafazinda

kromozom 14 ve 22 monozomisi saptanmigtir.

5 no’lu olgunun 4 metafazinda normal karyotip gozlenirken, 2 metafazinda Y
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 11. kromozom monozomisi, 2 metafazinda

marker kromozom, 1 metafazinda kromozom 10, 12, 14, 19 monozomileri saptanmugtir.

6 no’lu olgudan kromozom elde edilememistir.

7 no’lu olgunun 5 metafazinda normal karyotip saptanmighr.

8 no’lu olgunun 14 metafazinda 1p monozomisi gozlenirken, 2 metafazinda 1.
kromozom monozomisi, 12 metafazinda 22. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 17.
kromozom monozomisi, 5 metafazinda 5. kromozom monezomisi,2 metafazinda 19.
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 7. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 14.

kromozom monozomisi saptanmigtir.

9 no’lu olgunun 3 metafazinda 7. kromozom tetrazomisi, 2 metafazinda 9.
kromozom tetrazomisi, 2 metafazinda 12. kromozom trizomisi, 2 metafazinda 6.
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 8. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 16.

kromozom monozomisi, 2 metafazinda 22. kromozom monozomisi saptanmigtir.

10 no’lu olgunun 1 metafazinda 7. kromozom tetrazomisi ve 1 metafazinda 7.
kromozom trizomisi, 2 metafazinda 9. kromozom tetrazomisi ve 1 metafazinda 9.
kromozom trizomisi, 2 metafazinda 4. kromozom trizomisi, 2 metafazinda 12.
kromozom trizomisi ve 1 metafazinda 12. kromozom tetrazomisi, 1 metafazinda 15.

kromozom trizomisi ve 1 metafazinda 15. kromozom tetrazomisi, 2 metafazinda 22.
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kromozom monozomisi, 2 metafazinda 6. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 16.

kromozom monozomisi saptanmigtir.

11 no’lu olgunun 2 metafazinda normal karyotip gtzlenirken, 2 metafazinda 20.
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 11. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 2.

kromozom monozomisi saptanmigtir.

12 no’lu olgudan kromozom elde edilememisgtir.

13 no’lu olgunun 3 metafazinda normal karyotip gozlenirken, 1 metafazinda

kromozom 3, 22 monozomisi ile kromozom 15, 21 trizomisi saptanmigtir.

14 no’lu olgunun 1 metafazinda kromozom Y monozomisi saptanmigtir.

15 no’lu olgudan kromozom elde edilememistir.

16 no’lu olguda klasik sitogenetik yontemlerle incelenen tiim metafazlarinda Y
kromozom monozomisi goriiliitken, 2 metafazinda 16. kromozom monozomisi, 1

metafazda 17. kromozom monozomisi saptanmigtir.

17 no’lu olgunun bir metafazinda kromozom % monozomisi saptanmigtir.

18 no’lu olgudan kromozom elde edilememisgtir.

19 no’lu olgunun 1 metafazinda kromozom 1, 9, 12, 13, 17, 18, X monozomileri

ile marker kromozom saptanmugtir.

20 no’lu olgudan kromozom elde edilememistir.
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21 no’lu olgunun 2 metafazinda normal karyotip gdzlenirken 1 metafazinda
kromozom 3, 14, 19, 21, 22, X monozomileri ile kromozom 12, 19 trizomiler

saptanmigtir.

22 no’lu olgunun 8 metafazinda normal karyotip gdzlenirken, 1 metafazinda

kromozom 11q, 15, 17, X monozomileri saptanmigtir.

23 no’lu olgunun 6 metafazinda normal karyotip gézlenirken, 2 metafazinda 9.
kromozom monozomisi, 3 metafazinda 11. kromozom monozomisi, 2 metafazinda 18.

kromozom monozomisi, 3 metafazinda 19. kromozom monozomisi gorillen ortak
bulgulardir.

24 no’lu olgudan kromozom elde edilememistir.

25 no’lu olgunun bir metafazinda kromozom 11, 15, 22 monozomisi ile

kromozom 3 trizomisi saptanmigtir

26 no’lu olgunun 2 metafazinda normal karyotip gozlenirken, 2 metafazinda 12.
kromozom monozomisi, 2 metafazinda 19. kromozom monozomisi, 2 metafazinda X

kromozom monozomisi saptanmistir.

27 no‘lu olgunun 1 metafazinda normal karyotip gozlenirken, 1 metafazinda
kromozom 10, 12, 15p, 16, 18, 20 monozomileri ile kromozom 2, 7 trizomisi ve marker

saptanmistir,

28 no’lu no’lu olgudan kromozom elde edilememigtir.
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29 no’lu olgunun 2 metafazinda 9. kromozom monozomisi, 4 metafazinda 22.

kromozom monozomisi saptanmistir.

30 no’lu olgudan kromozom elde edilememisgtir.

Beyin tiimérii érnekleri kromozom anomalileri acisimdan degerlendirildiginde
timor dmeklerindeki heterojenite en belirgin bulgulardan biridir. Farkh hiicre dizileri
dikkati gekmistir. Yukarnda da ifade edildigi gibi kromozom analizi gergeklestirilen 22
émegin 2 tanesi ependimom, geri kalan 20 tanesi de GBM’dir. Ependimom
orneklerinde kromozom 7, 9, 12°deki artig ile kromozom 6, 16 ve 22 kaybi ortak
anomaliler olarak dikkati cekmisti. GBM &rmeklerinde ise tiim ve/veya parsiyel
kromozom monozomileri anlamh diizeyde sik goriilmiistiir. Ug veya daha fazla dmekte
gozlenen kromozom anomalileri arasinda 1p delesyonu, monozomi 9, 16, 19 ve Y ile

trizomi 7 ve 20 sik gézlenen anomalilerdi.
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Cizelge 4.1:Beyin tiimdrli olgularn Yag, Cins, Tiir ve Metafaz eldesi

Hasta No Yas Cins Tiir Metefaz eldesi
1 48 E GBM +
2 36 E GBM +
3 44 E GBM +
4 44 E GBM +
5 38 E GBM +
6 57 E GBM -
7 45 E GBM +
8 52 K GBM o+
9 45 K Ependimom +
10 45 E Ependimom +
11 29 E GBM +
12 i8 E Ependimom -
13 34 K GBM

14 62 E GBM +
15 48 K GBM -
16 48 E GBM

17 57 E GBM

18 54 E GBM -
15 33 14 GBM +
20 52 E GBM -
21 69 K GBM +
22 52 E GBM +
23 26 K GBM +
24 57 K GBEM -
25 42 E GBM +
26 40 K GBM +
27 69 X GBM +
28 50 X GBEM -
29 52 K GBM +
30 73 K GBM -
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Cizelge 4.2:Beyin tiimérlil olgulara ait karyotip analiz sonuglar

Hasta No Tiir Sitogenetik Sonug

1 GBM 48, XYY +mar

47, XYY

47, X +8,+20, -Y

46, XY[10]

46, XY, del(1)(1pter—p31:}

46, X, +3,-Y

46, X, +10, -Y

45, X, -Y[5]

45, XY, -2

45X, +6,+11,-16,-17,+19,-22.-Y

™2

GBM 46, XY
42, XY, -8, -13, -14, -15, -21, +10

3 GBM 48 XY,-8.+15,-17, +3mar
46, XY[3]

46, XY, +20, -22[2]

46, XY, -13, +mar

45, X, -Y

43, X, -6,-16,-Y

41,X, -9, -10, -20, -21, -Y
41,X,-9,-11,-19,-21,-Y

4 GBM 46, XY, del(1)}{1pter—p31:)
44 XY, -14,-22

5 GBM 47, XY, -10,-11, +3 mar
47, XY, +mar

48, XY[4]

45, XY,-16

45 XY,-12

45,3, -Y
43,X,-11,-19,-Y

47, XY, +1(7), -14, +15

50



Hasta No

Tiir

Sitogenetik Sonug

i

GBM

Ureme gerceklesmedi

GBM

46, XY[3]

GBM

47, XX, del(1)}{1pter—p31:),+5p(N
46, XX, del(1){1pter—p31:)

45 X.del(1)(1pter—p31:),-7{ql 1—qter),
t(7pter>7pl12::10q2 1 —qter,+8,+10{g2 1 —qter)-19, -X

45, XX, del(1)}(1pter—p31:), -22[3]

45, XX, del(1)}(1pter—p31;), +14, -17, -22
45, XX, del(1)(1pter—p31:), +2, -5, -22
45, XX, del(1)(1pter—+p31:), -19

44, XX del(1)(1pter—p31:), -5, -22

44, XX, -1, -22

44 XX - del(1)(1pter—p31:),-14,-22

44, XX, del(1)(1pter—p31:), -7,-22

43, XX, del{1){1pter—p31:), -5, -13, -22
42, XX, del(1)(1pter—p31:), -5, -5p(7), -17, -18,-22
38, XX, -1,-5,-6,-14,-15, -16, -22, -22

Ependimom

47 XK AT A7, 8, +9,49,+12, -16,-21,-22
48 XXY 647 +7,-84949,:+12,-16,-16,-17,-19, +21,-22,-22 +3mar
49 XXY ,-2,-6,+7+T+8,+15+17,-18

10

Ependimom

49 XX, +4,-6,+7,+9,+9,+12,-16,-22,+mar
49 XX -6,-6,+7,+7,-8,-8,+9,+9,+12,+12,4+15,-18,-19,-19,+3mar
51.X+4,+8,+9,+10,+11,+12,+15,+15,-16,-17,-22,-X +mar

11

GBM

46, XY[2]

46, XY, -16p(?)

45,X,-Y

45,XY,-5

45, XY, -11
40,X,-2,-3,-13,-17, -20, -Y
39,X,-2,-2,-9,-11,-19, -20, -Y
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Hasta No Tir Sitogenetik Sonug

12 Ependimom Ureme gergeklesmedi
13 GBM 46,XX[3]
47 XX ,-3,+15+21
45,XX,-22
14 GBM 45 XY
15 GBM Ureme gergeklesmedi

A4 +12.420,-X-Y
16 GBM 44.%,-16,-Y

45 X 4+5p(D-17-Y
45X -16,-Y +mar

17 GBM 45.X0
18 GBM Ureme gergeklesmedi
15 GBM 43,X.-1,-13,-17,-X +mar

43XX,9,12,-18

20 GBM Ureme gergeklesmedi
21 GBM 47 XX, +12,+19.-21
46,XX[2]

45X, t{8qter—Bp?::18p—18qter)

41,XX,-3,-14,-14,-19,-22

22 GBM 46, XXK[8]
47.XX,-11g,+mar (119?)
45,XX,-15

44.X,-17,-X




Hasta No

Tiir

Sitogenetik Sonug

23

GBM

46,XY[6]

46, XY ,-5p(7)

46, XY +7,-8[2]

45, XY +6,-9,-11
45,XY,-14,-20,+21
45.XY,-19
44,XY,-12,-16,-19,+22
44 XY,-2,-9

43 XY ,-7,-11,-19
43,XY,-6,-13,-18

4], XY,-3,-4,-11,-15-18

24

GBM

Ureme gergeklegmedi

25

GBM

44:XY:+35_1 1,‘15,"22

26

46,.XX[2]

4530 -22(2]

47 XX +mar

453, -X

42, XX ,-5.-12,-12,-19
45,XX,-15,-17,+20
45 X.+7,-12,-X
43,XX,-14,-16,-19

27

GBM

46,XX
46,XX,-15p(7)

44 XX +2,+7,-10,-12,-18,-20
46,XX,-16,+mar

28

GBM

Ureme gergeklesmedi

29

GBM

45,XX,-9,+11,-22

45 XX, +7,-22,-22
43,XX,-10,-19,-22
43XX,-2,-6,-9
43,X.-18,-21,-22,-X +mar

30

GBM

Ureme gergeklegmedi
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4.2. Beyin Tiimoérlii Olgularda FISH Analizleri

Arastirma grubunu olusturan 30 olguya lokus spesifik ve sentromerik problar
uygulanarak FISH analizleri yapilmistir (¢izelge 4.3.).

Kullanilan problar; LSI p53 (17p 13,1), LSI p16 (8p21)/CEP 9, LSI 1p36/1q25 ve
LSI19q13/19p13, LSI EGFR/CEP 7, LSI PTEN (10q23)/CEP 10, LSI TOP2A / HER2 /
CEP 17°dir.

Caligmaya dahil edilen GBM ve ependimom timé&r dokularinda yapilan FISH
analizlerinde; olgularin %53,3%inde (16 olgu) 9p21 bodlgesinde delesyon, %20’sinde (6
olgu) CEP9 bdlgesinde delesyon, %33,3%inde (10 olgu) 17p13.1 bélgesinde delesyon,
%60°'inda (18 olgu) 7pl2 bolgesinde amplifikasyon, %20’sinde (6 olgu) CEP 7
bdlgesinde amplifikasyon, %20°sinde (6 olgu) 1p36 bolgesinde delesyon, %6,6’smda (2
olgu) 1p36 bolgesinde amplifikasyon, %6,6’sinda (2 olgu) 1925 bdlgesinde
amplifikasyon, %60°mmda (18 olgu) TOP2A gen bolgesinde amplifikasyon, %60 inda
(18 olgu) HER2 gen bélgesinde amplifikasyon, %10 unda (3 olgu) CEP 17 bdlgesinde
delesyon ve %10™unda CEP 17 bdlgesinde amplifikasyon (3 olgu), %307 unda (9 olgu)
19g13 bolgesinde delesyon ve %36,6°sinda (11 olgu) 19q13 bolgesinde amplifikasyon,
%13,3’tnde (4 olgu) 10923 bolgesinde delesyon ve %13,3%linde (4 olgu) 10q23

bolgesinde amplifikasyon gézlenmigtir.

Tiimér drneklerindeki sitogenetik ve FISH analiz verilen karsilagtimlarak her 1ki
ytntemle ortaya konan sonuglarin birbirleriyle uyumlulugu degerlendirilmistir.

Buna gore; 3 no’lu olguda klasik sitogenetik yoéntemlerle 2 metafazinda O.
kromozom monozomisi belirlenmis, yapilan FISH analizleri sonucunda 9p21 bdlgesine

ozgil delesyon %26 hiicrede gozlenmistir.
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8 no’lu olguda klasik sitogenetik yéntemlerle incelenen tiim metafazlarinda 1p
monozomisi belirlenmis, yapilan FISH analizleri sonucunda 1p36 bélgesi delesyonu

hiicrelerin %73 {inde saptanmigtir.

9 no’lu olgunun klasik sitogenetik ydntemlerle 3 metafazinda 7. kromozom
tetrazomisi ve 2 metafazinda 9. kromozom tetrazomisi belirlenmis, yapilan FISH

analizleri sonucunda da 7p12 ve 9p21 gen bdlgeleri amplifikasyonu dogrulanmigtir.

10 no’lu olgunun 1 metafazinda 7. kromozom tetrazomisi ve 1 metafazinda 7.
kromozom trizomisi, 2 metafazinda 9. kromozom tetrazomisi ve 1 metafazinda 9.
kromozom trizomisi belirlenmis olup bu anomaliler lokus spesifik FISH analizleri
(7p12 ve 9p21) ile dogrulannustir.

23 no’lu olguda klasik sitogenetik y&ntemlerle 3 metafazinda 19. kromozom
monozomisi belirlenirken, interfaz FISH analizlerinde niikleuslann %12°sinde 19q13

delesyonu gdzlenmistir.

26 no’'lu ormekte klasik sitogenetik yontemlerle 2 metafazinda 19. kromozom
monozomisi belirlenmiy, FISH analizi ile 19q13 bdlgesi delesyonu %16 hiicrede

gbzlenmigtir

29 no’lu olguda klasik sitogenetik yontemlerle 2 metafazinda 9. kromozom
monozomisi belirlenirken tiimér hiicrelerinin %36 kadarinda 9p21 bélgesi delesyonu

saptanmshr.

1,3,5,7,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 23, 25, 26, 28, 29 no’lu olgularda
yapilan FISH analizleri sonucunda 7p12 bolgesinde amplifikasyon gézlenmistir. 9 no’lu
olgunun klasik sitogenetik y6ntemlerle incelenen 3 metafazanda 7. kromozom

tetrazomisi, 10 no’lu olgunun 1 metafazinda 7. kromozom tetrazomisi ve 1 metafazinda
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7. kromozom trizomisi, 23 no’lu olgunun 2 metafazinda 7. kromozom trizomisi ve 1
metafazinda 7. kromozom monozomisi, 26 no’lu olgunun 1 metafazinda 7. kromozom
trizomisi, 29 no’lu olgunun 1 metafazinda 7. kromozom trizomisi goriilmiistiir. 6, 12,
15, 18, 20, 24, 28, 30 no’ lu olgularda kromozom elde edilemezken, 1, 3, 5, 7, 11, 13,
14, 15, 16, 19, 25 no’lu olgularin karyotip analizlerinde 7. kromozom anomalisi
saptanmamugtir. Ancak bu olgularda yukanda da ifade edildigi gibi FISH analizi ile
7p12 amplifikasyonu g6zlenmistir.

Sitogenetik ve dzellikle FISH analiz bulgulart kromozom 7 amplifikasyonunun
sik gézlenen bir anomali oldufunu ortaya koymugtur.
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Cizelge 4.3: Beyin tiimérlii olgularin FISH analiz sonuglan

pl6 p33 EGFR TP73/ TOP2A | HER2 CEP 17 | 19q13 PTEN
Hasta (9p21) (17p (7p12) EGFL3 | (17q21- | (17q11.2 / (10q23)
0 / 13.1) / (1p36)/ | q22 -q12) 19p13 /
CEP 9 CEP 7 125 CEP10
1 %26del/N | N %32amp/N | N/N %17amp | %l5amp | N N N/N
2 N/N %2del N/N N/N N %7amp | N %7amp/N | N/N
3 %26del/N | %7 del, | %llamp/N | %17del/ | %22amp | %12emp | N %10del/ N/N
%8 amp N N
4 N/N %8 del | N/N N/N N N N N/N NN
5 N/N %8 del | %3 amp/N | N/N N N N %12amp/N | N/N
6 N/N N NN N/N %llamp | N N %1 1lamp/N | N/N
7 N/N %8 del | %6 amp/N | N/N %8 amp | N N N/N N/N
g 7 del, %7 del | %7del/N | %73del/ | %7 amp | %8 amp | ¥7del %9 del, | %34
%%6amp/N N %8 amp/N | 2™P/
%12amp
g %8lamp | N %BOamp/ | %9del/ | 946 amp | %6 amp | N %12amp, | N%N
/%20amp %25amp %12amp 940 del/N
10 %78amp/ | %9 del | “76amp/ %lldell | 98 amp | %8amp | “4Samp | %10del/N | %10amp
0425 amp %30 amp N N
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Hastano | plé P33 EGFR TP73/EG | TOPZA HER2 CEP 17 19q13 PTEN
(9p21) (17p (7p12) FL3 (17q21- | (17q11.2 / (10q23)
/ 13.1) / (1p36) 22} -q12) 19p13 /
CEP9 CEP7 / CEP10
1925
11 %75 LOH/ | %12amp | %66 amp/ %Tamp/ | %34amp | %27amp | %32amp | %73amp/N | %20amp
%20 del %35amp N /N
12 %8 del/N | N %lOamp/ | N/%9 |N %6 amp | N %12 %10
N amp amp/N amp/N
%e43del/
13 %60del/ | N %27 N/N %1Bamp | %hl6amp | N %12 del/N | %25 del
%10 del amp/N
14 %44del/ | N %61lamp/ | N/N N N N N/N %d4del/
%12 del %27 amp %14 del
15 %27del/ | N %30 amp/ | N/N %l4amp | %18amp | N %26 del/N | %20del/
%7de] Y%7amp N
16 %10del/N | N %% amp/N | N/N %l0amp | %l5amp | N N/N NN
17 N/N N N/N N/N %9 amp | “10amp | N %18amp/ | N/N
N
18 N/N N N/N N/N N N N N/N N/N
19 N/N %27 del | %llamp/N | N/N N N N N/N N/N
20 N/N N N/N N/N N N N N/N N/N
21 %15 delUN | %10 del | N/N N/N %8 amp | %I10amp | N %20amp/N | N/N
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Hastano | pl6 p33 EGFR TP73/EG | TOP2A HER2 CEP 17 19q13 PTEN
(®p21) (17p (7p12} FL3 (17921- (17q11.2 ! (10g23)
/ 13.1) / (1p36} | q22) -q12) 19p13 /
CEP9 CEP7 / CEPIO
1925
22 %12del/N | %7 del | N/N N/N N N N N/N N/N
23 N/N N %10amp/N | N/N %8 amp | %9 amp | N %12 del’'N | N/N
24 N N N %6del | N N %l2del | N N/N
25 %4 77del/ N %87 amp/ | %49amp | %24 %28 N %I17amp/N | %42del/
%18 del b445amp /N amp amp N
26 %45del/ N %13amp/N | N/N %l1lamp | %12amp | N %16 del/N | N/N
%26 del
27 N/N N N/N N/IN N N N N/N N/N
28 %17 del/N | N %]12amp/ | N/N %%17amp | N N %13amp/N | N/N
N
29 %36 del/N | %%Bdel/ | %ldamp/ | %l6del/ | N %% amp | %7 del | %14 del/N | N/N
N N N
30 %9 det/N | N N/N NN %5 amp | %5 amp | %5 amp | N/N N/N
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Resim 4.1.1 Arastirma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 1 no’lu olguya ait karyotip analiz

gbriintiisit. Karyotip analiz sonucu: 45,X,+6, +11,-16,-17+19,-22,-Y
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Resim 4.1.2. Arastirma grubu olgulanimizdan GBM tiiriine sakip 1 no’lu olguya ait karyotip analiz

goriintiisii. Karyotip analiz sonucu: 48, XYY ,+mar
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Resim 4.2. Aragtrma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 3 no’lu olguya ait karyotip analiz

goriintiistl. Karyotip analiz sonucu: 48,XY,-8,+15,-17,+-3mar

Resim 4.3.1. Aragtuma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 8 no’lu olguya ait karyotip analiz

goriintilsii. Karyotip analiz sonucu:
45X, del(1)(I1pter—p3 1:),-7(ql 1-=qter), t(Vpter->Tpi2::10q21—qter,+8,+10(g21—qter)-19, -X
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Resim 4.3.2. Arastirma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 8 no’lu olguya ait karyotip analiz
goriintiisit. Karyotip analiz sonucu: 44,XX,del (1)(pter>p31:), -14,-22
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Resim 4.4. Aragtirma pgrubu olgularimizdan ependimom tiiriine sahip 9 no’lu olguya ait karyotip analiz
goriintiisti. Karyotip analiz sonucu: 47,XX,+7,+7,-8,49,+9,+12, -16,-1 7qdel,-21,-22
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Resim 4.5. Arastirma grubu olgularimizdan ependimom tlriine sahip 10 no’lu olguya ait karyotip
analiz gdriintiisii. Karyotip analiz sonucu: 49,XX,+4,-6,+7,+9,+9,+12,-16,-22-+mar

9p21 CEP 9

Resim 4.6. Arastirma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 3 no’lu olguya ait 9p21/CEP9 Probe
FISH analiz goriintiist (Delesyonlu metafaz plag1) (9p21 Spectrum Orange, CEP9 Spectrum Green)
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Resim 4.7. Arastirma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 4 no’lu olguya ait p53 Probe FISH
analiz goriintiisi (Normal interfaz niikleusu) (p53 Spectrum Orange)

Resim 4.8. Arashrma grubu olgularimizdan GBM tiirline sahip 5 nolu olguya ait p53 Probe FISH
analiz goriintiistt( Normal metafaz plagi,normal ve delesyonlu interfaz nikleusu) ( p53 Spectrum

Orange)
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Resim 4.9. Aragtirma grubu olgularmmizdan GBM tiirGine sahip 6 no’lu olguya ait 19q13/19p13 Probe
FISH analiz goriintiist (ok ile goisterilen interfaz nukleusunda 19q13 bélgesinde trizomi gozlenmistir)
(19g13 Spektrum Orange, 19p13 Spectrum Green).

Resim 4.10.1. Arastirma grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 8 no’lu olguya ait 1p36/1g25 Probe
FISH analiz gGriintilsii (ok ile gosterilen interfaz nukleusunda 1p36 bolgesinde delesyon gbzlenmistir)
{1p36 Spekirum Orange, 1q25 Spectrum Green).
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Resim 4.10.2. Arastima grubu olgularimizdan GBM tiiriine sahip 8 no’lu olguya ait PTEN/CEP10
Probe FISH analiz gorintlisii (PTEN amplifikasyonu interfaz niikleusunda gbzlenmistir) (PTEN

Spectrum Orange, CEP10 Spectrum Green ).

Resim 4.11. Arashrma grubu olgularimizdan Ependimonm tiiriine sahip 9 no’ln olguya ait 9p21/CEP9
Probe FISH analiz goriintiisit (Trizomi 9 metafaz plag) (9p21 Spectrum Orange, CEP9 Spectrum

Green)
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Resim 4.12. Arastirma grubu olgularimizdan Ependimom tiiriine sahip 10 no’lu olguya ait 7p12/CEP7
Probe FISH analiz goriintisii (Trizomi 7 metafaz plagr) (7pl12 Spektrum Crange, CEP7 Spectrum

Green).

TOP2A ve HER2

Resim 4.13. Araghrma grubu olgulanmizdan GBM ftiiriine sahip 11 no’lu olguya ait
TOP2A/HER?2/CEP17 Probe FISH analiz goriintiisi (TOP2A amplifikasyonu, HER2 amplifikasyonu,
trizomi 17 interfaz niikleusunda gtizlenmistir) (TOP2A Spectrum Orange, HER2 Spectrum Green,
CEP17 Spectrum Aqua).
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Resim 4.14.1. Arastirma grubu olgularnimizdan GBM tiiriine sahip 14 no’lu olguya ait 7p12/CEP7
Probe FISH analiz gbriintiisi (Amplifikasyonlu interfaz nikleusu) (7p12 Spektum Orange, CEP7
Spectrum Green).

Resim 4.14.2. Aragtirma grubu olgulanimizdan GBM tiiriine sahip 14 no’lu olguya ait 1023/CEP10
Probe FISH analiz goriintisi (Monozomi 10 interfaz niikleusunda gdzlenmistir) (PTEN Spectrum
Orange, CEP10 Specirum Green).
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5. TARTISMA

Beyin timorii drneklerindeki sayisal/yapisal kromozom anomalilerini belirlemek,
kanser genlerine iligkin degisimleri saptamak amaciyla yapilan bu ¢alismada,
olgulardan alinan ttimér 6rnekleri, standart uzun siireli doku kiiltiirii yéntemi ile kiiltiire
edilerek hazirlanan preparatlarda, klasik sitogenetik ve molekiiler sitogenetik (FISH)
analiz gerceklestirilmisgtir.

Calismamizda 30 beyin timériniin 22 tanesinde kromozom analizi
gerceklestirilmis, & O&rnekte metafaz kromozomlan elde edilememistir. Tiim&r
drneklerindeki basart oram %73,4°tiir. Omneklerin sadece birinde normal karyotip

gozlenirken, diger tiim &rneklerde kompleks kromozomal anomalileri izlenmistir.

Aragtirma grubunu olusturan 30 &mekte lokus spesifik ve sentromerik problar
uygulanarak FISH analizleri ger¢eklestirilmistir. Kullanilan FISH problari onkogen ve
timor baskilayic1 genlere spesifik problardi. Kromozom 9p21 bélgesindeki pl6 geni,
7pl12 bdlgesindeki EGFR geni, 17q11.2 bolgesindeki HER2 geni, 17q21-g22
boigesindeki TOP2A geni, 17p13.1 bélgesindeki p53 geni, 1p36 da p73, 10g23 de
PTEN geni timdr oOrneklerinde degerlendirilen kanser genleridir. Aynca glial
timorlerde delesyonu yiiksek siklikla gézlenen kromozom 19q13/19p13 bélgeleri ile
kromozom 17 sayisal anomalilerini degerlendirmek igin sentromer bdlgesine spesifik
CEP17 probu kullanilmustir. Klasik FISH analizleri ile ¢ok sayida farkli kanser geninin
beyin tiimdrlerindeki durumlan degerlendirilmistir.
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5.1. Sitogenetik Analiz Bulgular

5.1.1. GBM Hastalarimn Sitogenetik Analiz Bulgulan

Caligmaya dahil edilen 30 Grnegin 27 tanesi GBM ve 3 tanesi de ependimomdu.
Glioblastome Multiforme erigkinlerde astrositik orjinli primer beyin tiimérlerinin en stk
goriileni ve en agresif olanidir. Hem histomorfolojik olarak hem de genetik degisiklikler
acisindan yiiksek oranda intratumoral heterojenite gdsteren tlimordiir. Glioblastomalar
(GBM) diffiiz ya da anaplastik astrositomadan gelisebildigi gibi herhangi bir malign
prekiirsiiri olmadan de novo olarak da geligebilir ki bu grup primer GBM olarak ifade
edilir. Bu jki grubu ayirmada genetik markerlardan yararlamimaktadir. Tiimér
omeginde EGFR gen amplifikasyonu olmas: tlimériin spontan gelistigini, p53 tiimér
baskilayici geni mutasyonlan gorillmesi ise bir malignite siirecinin oldugunu

gostermektedir (8).

Toplam 410 yiiksek dereceli glial tiimér (Derece 3 ve GBM) konvansiyel
sitogenetik analiz bulgulan agisindan degerlendirildiginde normal karyotip ya da sadece
bir gonozomal kromozom kaybmm oldugu karyotipten kompleks kromozom
anomalilerinin gézlendifii karyotipe kadar degistigi gézlenmistir, Kromozom 7, 9, 10,
17, 19 ve 22 deki sayisal anomaliler sik g6zlenen anomalilerdir. Aynca
tetraploid/triploid hiicre dizileri siklikla goriilmektedir ki bu da genomik dengesizligin
arthifnt gosteren bir bulgudur. Dengesiz translokasyon, halka kromozom, orjini
belirlenemeyen *marker kromozom’’ sik gézlenen dengesiz yapisal anomalilerdir ki bu

da onkogenlerin bulundugu kromozom bélgelerinin amplifikasyonunu agiklamaktadir

(8).

Calismamiza dahil edilen 27 GBM &rejinin 20 tanesinde sitogenetik analiz
gergeklestirilebilmistir. Bu 20 tiimér oOrnefinden bir tanesinde normal karyotip
gozlenirken, diger 19 omekte farkhh kromozom anomalileri saptanmstir. Siklikla

goriilen sayisal kromozom anomalileri; monozomi 22 (8 hasta), monozomi 17 (7 hasta),
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monozomi Y (6 hasta), monozomi 16 (6 hasta), monozomi 19 (6 hasta), monozomi 9 (5
hasta), monozomi 13 (6 hasta), monozomi X (5 hasta), monozomi 2 (4 hasta),
monozomi 3 (4 hasta), monozomi 10 ( 4 hasta), monozomi 11 (4 hasta), monozomi 12
(4 hasta), monozomi 15 (4 hasta), monozomi 20 (4 hasta), monozomi 1p (3 hasta),

trizomi 7 (6 hasta), trizomi 20 (4 hasta)’dir.

Sitogenetik analiz verilerimiz intratumoral heterojeniteyi destekler niteliktedir.
Bulgular bgliimiinde ¢izelge 4.2°de de goriilecegi {izere aym olguda dahi farkli hiicre
dizileri gériilebilmektedir ki bu heterojenite FISH analiz verilerinde de anlaml oranda
gbzlenmistir.

Gozlenen sayisal ve yapisal kromozom anomalileri literatiir verileri ile
kargilashnldigi zaman genig serilerde elde edilen verilerle uyum igerisinde oldugu
gozlenmistir (1, 7, 8, 13, 16, 33, 36, 39, 40,44, 50, 61, 63).

Bayani ve ark. (2005), kromozom 7, 9, 10, 19 ve 22 deki sayisal anomalilerin
yiiksek siklikla g6zlendigini ifade ederken Ja ve ark. (1987) malign astrositomalarda en
cok sayisal defisimlerin kromozom 7, 19, 20 artisi ve kromozom 10, 22, Y kayh
oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢ahsmanuzda da kromozom 7 (6/20) ve 20 (4/20)
trizomisi ile kromozom 10 (4/20), 22 (8/20) ve Y (6/20) monozomileri saptanmistir.
Kromozom 7°nin yapisal yeniden diizenlenmesi ve polizomisinin epidermal bityiime
faktdr geninin asu1 ekspresyonuyla iligkili oldugu ve bu durumun bazi malign
gliomalarda gdzlendigini belirtmiglerdir. Bu ¢ahsma sonuglanmuz ile uygunluk

gostermektedir.,

5.1.2. GBM Hastalarmin FISH Analiz Bulgular:

Solid tiimoérlerden metafaz kromozomlarimin elde edilmesindeki diisitk basan
orani, ayrica kromozom morfolojisinin yiiksek rezoliisyonlu analize olanak vermemesi

ve gok fazla zaman ve emek harcanmas: son dénemlerde sitogenetik analizler yerine
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timor Orneklerinin molekiiler sitogenetik yontemlerle degerlendirilmesine neden
olmugtur. FISH analizlerinin interfaz niikleuslarinda gergeklestirilebilmesi ve timér
heterojenitesi agisindan etkin bir yéntem olmasi solid tiimér érneginde FISH analizinin
yaygin olarak kullamlmasinda etkendir. Giinfimiizde hem tam: hem de araghrma amach
FISH analizleri tiimér sitogenetiginin temelini olusturmaktadr.

Glial tiimdrlerde sitogenetik ve CGH analiz verilerinin retrospektif ve prospektif
konfirmasyonunda FISH yo6ntemi tercih edilen yéntem olmustur.

Gahismaya dahil edilen 27 GBM tiimér drnefinde yapilan FISH analizinde en sik
gbzlenen delesyon 9p21 (15 olgu) delesyonudur, Bunu %33,3 siklikla (9 olgu) 17p13.1,
%25,9 (7 olgu) 1le 19q13, %14,8 (4 olgu) ile 1p36 ve 10923, %11.1 (3 olgu) ile CEP17

delesyonu izlemigtir.

GBM o6meklerinde saptanan artis/amplifikasyonlar ise goriillme siklifina gore
%55.5 (15 olgu) ile EGFR (7p12), %59,2 (16 olgu) ile TOP2A ve %55.5 (15 olgu) ile
HER2, %33,3 (9 olgu) ile 19q13, %7.4 (20lgu) ile 10g23 ve CEP17 seklinde

stralanabilir.

GBM tiimé&r drneklerinin FISH yéntemi ile degerlendirilmesi sonucu 9p21 ve
17p13.1 delesyonu ile 7p12 amplifikasyonu sik gériilen anomaliler olarak bildirilmistir
ve kotil prognostik gruba dahil edilmektedir. Calismamizda da 9p21 (%55,5), 17p13.1
(%33,3), 1p36 (%14.8), 10923 (%14,8) delesyonu ve 7pl12 (%55,5) amplifikasyonu
yiiksek oranda saptanmis olup, literatiir ile uyumiu oldufu gdzlenmistir. Yiizdelerdeki
farkliliklarin &ncelikle tiimér heterojenitesinden kaynaklandig, bunun yam sira analizi
yapilan Srnegin tlimdr bdlgesini icerip icermemesi ve teknik farkliliklarda anomali
sikhifimn degisken olmasinda rol oynar ve farkli tiimér &meklerindeki farkli
uygulamalardan dolay: oldugu diigtiniilmektedir (18, 20, 28, 49, 53, 59, 61).
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Brat ve ark (2004) tarafindan incelenen 74 GBM olgusunda Ip delesyonu
gozlenmezken, 9p21 (%68) ve 10g23 (%71) bolgesi delesyonlan yiiksek siklikta
saptanmigtir. Olgularin %10 kadarinda ise 19q13 delesyonu oldugu bildirilmistir.
Calismamizda elde edilen verilerle karsilagtirildifi zaman 9p21 bélgesi delesyonu
yiksek sikhkla gozlenen anomali olarak uyum gostermektedir. Diger bolge
delesyonlarimin goriilme sikliklan da benzerdir.

Oligodendrogliomalarin = %60-80"1 kromozom 1p/19q kaybina sahiptir ve
prognostik olarak artmig PCV (procarbazine, lomustine, vincristine) ve kemoterapi
cevabiyla karakterizedir ve uzami§ yasam siiresine sahiptir. Astrositomalann insidansi
oligodendrogliomalardan 8-10 kat daha bilyiiktir. GBM’de ise kromozom 1p/19q
kayiplan daha diisiik frekansda gériilmektedir ve kromozom 1p/19q kayh: saptanan
olgularin saptanmayan olgulara gore uzamig yagam siiresine sahip oldugu
bildirilmektedir (12, 13, 20, 23, 31, 47, 48, 50, 58).

Gonzales ve ark.(2006) tarafindan yapilan ilk calismada incelenen 97 GBM
olgusunun beginde (5/97) kombine 1p/19q delesyonu saptanmis ve bu olgularin yasam
siirelerine bakildifinda delesyon goriilmeyenlere oranla daha uzun oldugu bildirilmistir.
(del 1p/19g~yaklasik 22 ay, saglam 1p/19g~10 ay). Yapilan ikinci calismada ise sadece
19q delesyomun varhgma bakilmis ve 19q delesyonuna sahip bireylerin olmayanlara
oranla yine daha uzun yasam siiresine sahip oldugu bildirilmistir ve glioblastomalarda
19q ve/veya kombinelp/19q delesyonlarinin bazi kemoterapik ajanlara kargt duyarlilig
ve yagam sfiresini arttirdif1 sonucuna varilmigtir (20, 23, 31, 48, 58).

Calismamizda 1p(%20) ve 19q(%30) delesyonlari yiiksek siklikta gozlenen
anomalilerdi. Ancak olgularda hastahia iliskin prognoz verileri olmadigindan anomali
saptanan olgulardaki yagam siirelerine iligkin bir yorum yapilamamaktadir.
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Glial tiimérlere ek olarak, 1p delesyonu gogiis, akciger, endometrial, over,
koleraktel karsinoma ve noroblastomada bulunmugtur. Bu durum 1p’nin giicli olarak 1
veya daha fazla tiimér slipressor geni barindirdigim ifade etmaktedir. 19q°da da heniiz
kesinlegsmis bir tiim&r stpressdr gen ifade edilmemekle beraber, yapilan birkag
calismadan elde edilen verilere gore pl190RhoGAP aday timér siipressdr gendir (26).

Cahsmamizda GBM olgularnimn %55,5inde (15 olgu) 9p21 bilgesinde delesyon
belirlenmigtir. Bir tiimo6r stipressér gen olan CDKN2 kromozom 9p21 bélgesinde
lokalizedir. Bu gen hiicre siklus progresyonunda énemli bir ro] oynar. CDKN2, 156
aminoasitten olugan, siklin-bagh kinaz (CDK4) ve siklin D kompleksine baglanarak
anormal hiicre bilyiimesi ve proliferasyonunu bloke eden 16 KD°lik hiicre siklus
inhibitdr proteinini kodlar. Bu baglanma, CDK nin inhibisyonunda rol oynar ve Gl
fazinda hiicre siklusunu durdurur. Kromozom 9 kaybimn, diisiikk evre astrositomadan
yiiksek evre astrositomaya geligiminde gnemli bir adim oldugu gézlenmektedir ve
kisalmig yagam siiresiyle iligkilidir. 9p21 gen delesyonu astrositomun degisiminde
anaplazi derecesine gdre artarak, GBM’de %57 diizeyine kadar goriilmektedir.

GBM olgularmm %33,3’tnde (9 olgn) 17pl13.1 bolgesinde delesyon
belirlenmistir. TP53 gen mutasyonlari ya da TP53i igeren 17p kromozomu (17p 13.1)
parcasmn delesyonu ya da her ikisi meme, over, mesane, serviks, osteojenik sarkoma,
hepatoselliiler karsinom, beyin tiimérleri gibi sikhkla sporodik kanserlerde izlenir. p53
proteini, DNA hasanna hiicresel yanrtin dnemli bir pargasi olan bir DNA-baglayic
proteindir. Hilcre bélinmesini durduran ve DNA hasarinin diizeltilmesini saglayan
genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktérii olmasmmn yamnda,
P53 onanimayan DNA hasarh hiicrelerde de apoptozisi saglayan bir role sahiptir. p53
fonksiyon kaybi, hasarll DNA'nin yagamasma ve béliinmesine izin vermektedir. p353
gen delesyonu astrositom{derece 2) ve anaplastik astrositomada glioblastomdan daha

yiiksek oranda goriilmektedir.

GBM olgularimin  %14,8’inde (4 olgu) 10923 pgen bolgesinde delesyon
belirlenmigtir. PTEN geni 10923 lokusunda lokalizedir ve PTEN gen mutasyonunun
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hiicre bityiime regiilasyonunda, apoptotik cevapta, hiicre gociinde, ekstraseliiler
matriksle iliskili hiicre yolunda bozulmaya neden oldugu diisiintilmektedir. Kromozom
10 kaybi, AA’dan GBM’e ilerlemede gereken en sik olaylardan biridir. PTEN gen
mutasyonu, primer GBM'de ~ %25, sekonder GBM’de ~ %10 oranla daha fazla siklikta
ddriilmektedir. Diger taraftan primer GBM de 10. kromozomun q ve p kolunu iceren
tam kaybina kargin, sekonder GBM de 10q koluna simirh ve lokalize parsiyel kayiplar
vardir. Bu veriler astrositomun daha malign formlara déniigiimiinde PTEN geninin yam
sira 10g’da lokalize diger tiimdr baskilayict gen delesyonlarinm da rol aldigim
gdstermektedir (55).

GBM olgularmun %59,2°sinde (16 olgu) TOP2A bélgesinde amplifikasyon
belirlenmistir. TOP2A geni 17q21-g22 gen bélgesinde lokalizedir ve hiicre siklus
progresyonunda, DNA replikasyonunda ve kromozom segregasyonunda anahtar bir
enzim olan topoizomeraz 2’yi kodlar. TOP2A geni birgok inhibitér icin dzelliklede
kanser kemoterapisinde kullamlan ilaglar igin molekiiler bir hedeftir. TOP2A geni
HER2 onkogeninin telomerine lokalizedir (59). Glial tiimdrlerde TOP2A geni ile ilgili
veriler ¢ok lasithdir. Ancak GBM olgularindaki sikhfm disiik  dereceli
astrositomalardaki sikh§a gore daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir. Calismamizda
da TOP2A anomalisinin yilksek sikhikta gozlenmesi bunu destekler niteliktedir.

GBM olgulanmn 9%55,5’inde (15 olgu) HER2 bélgesinde amplifikasyon
belirlenmistir. HER2 onkogeni 17q11.2-q12 bdlgesinde lokalizedir. HER2 onkogeni
intraselliiler tirozin kinaz aktiviteli bir transmembran glikoprotein kodlar. HER-2
reseptdrii epitel hiicre bilyiimesi ve diferansiasyonunu kontrol eden subseliiler sinyal
transdilksiyonunun aktivasyonunda kritik bir &neme sahip olan epidermal biiyiime
faktdr reseptdr ailesine aittir. HER2 gen amplifikasyonu meme kanserlerinin %10-

34’tinde goriiliir ve kot prognostik bir faktdrdiir (24, 62).

Haynik ve ark. (2007} 44 GBM hastasim1 FISH ile HER2/ neu geni agisindan
incelemigler ve higbirinde HER2/neu amplifikasyonu g&rmemislerdir. Bizim

¢alismamzda ise HER2/neu amplifikasyoru %60 orammda gdzlenmistir. Bu ¢alisma
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bizim ¢alismamizla uyumluluk gdstermemektedir. Koka ve ark. (2003) 23/149 (%15,4)
GBM  hastasinda HER2/neu  amplifikasyonunu  gormiiglerdir. ~ HER2/neu
amplifikasyonunun belirgin derecede erken mortalite olasihifim arttirdifimn ve GBM'l
hastalarda kotii prognostik bir marker olabilecegini sdylemektedirler. Bizim
calismamizda ise %60°lik oranla daha yilksek amplifikasyon gozlenmistir. Bu
farkhlifin, tiimér heterojenitesinden kaynaklandigim ditgiinmekteyiz.

GBM olgularmin  %55,5%inde (15 olgu) 7pl2 bdlgesinde amplifikasyon
belirlenmistir. EGFR geni 7p12 gen b&lgesinde lokalizedir. Alternatif olarak HER1/erb-
B1 olarakda bilinen EGF reseptérii, EGFR ailesinin bir iiyesidir. Bu ailede ayrica
HER2/erb-B2, HER3/erb-B3 ve HER4/erb-B4 de yer almaktadir, EGFR geni hiicre
¢ogalmasmn kontroliinde anahtar rol oynayan tirozin kinaz aktivitesine sahip bir
transmembran glikoproteini kodlamaktadir. EGFR gen amplifikasyonu primer
glioblastornda ~%70 iken, sekonder glioblastomda ~%10 diizeyinde bulunmustur.

5.1.3 Ependimom Hastalarmin Sitogenetik ve FISH Analiz Bulgular

Cabsmaya dahil edilen 30 Grnegin 3 tanesi ependimomdu. Ug ependimom
Orneginin 2 tanesinde sitogenetik analiz gerceklestirilebilmistir. Hastalarin ikisinde de
gorillen ortak anomaliler kromozom 7, 8, 9, 12, 15%in artis1 ve kromozom 6, 8, 16, 18
22°in azalmasidir.

(Gozlenen sayisal ve yapisal kromozom anomalileri literatiir verilerd ile
kargilagtmldign zaman genis serilerde elde edilen verilerle uyum igerisinde oldugu
gozlenmugtir (17, 25, 35, 37, 54, 61, 64).

Iki hastada da gdrillen ortak amplifikasyon EGFR gen amplifikasyonudur. Bu
amplifikasyon ependimom hastalar i¢in kétii bir prognozdur (37).
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Diger taraftan iki olguda 1925 amplifikasyonu ortak anomali olarak izlenmistir.
Gerek EGFR gerekse 1925 bolge amplifikasyonlarinin kétii prognozla baglantih oldugu
ifade edilmektedir (37). Her iki olgumuzun bu y6nde takip edilmesi hedeflenmektedir.

77



6. SONUC

GCalismamizda, ileri dereceli glial tiimérlerde sayisal/yapisal kromozom
anomalilerinin sitogenetik analizlerle belirlenmesi ve kanser-spesifik genlerin timér

hiicrelerindeki duromunun FISH analizleri ile ortaya konmasi amaglanmustir.

Aragtirma grubunu 27 glioblastome multiforme (GBM) ve 3 ependimom olmak
iizere toplam 30 Srnek olugturmustur. Kiiltiire edilen tiimér drneklerinden hazirlanan
preparatiarda GTG bantlama teknigi ile kromozom analizi ve LSI p53 ( 17p 13.1),
LSI pi6 ( 9p21 Y/CEP 9, LSI 1p36/1g25, LSI 19q13/19p13, LSI EGFR/CEP 7, LSI
PTEN ( 10q23 )/CEP 10, LSI TOP2A/HER2/CEP 17 problann kullamlarak FISH
analizi ger¢eklestirilmistir.

Calisma bulgulan degerlendirildiinde asagida maddeler halinde belirtilen
sonuglara ulasimistir:

1- Caliymada uygulanan sitogenetik ve FISH verileri intratiimoral (tiimér ici)

heterojenitenin énemini ortaya koymustur.

2- lleri dereceli tiimérlerde bir olguda normal karyotip gozlenirken, diger
olgularda gerek sayisal gerek yapisal kromozom anomalilerinin bulundugu
kompleks karyotipler gdzlenmistir. Ileri dereceli glial timdérlerde kromozom
instabilitesi Gnemli bir bulgudur. Ozellikle monozomi 9, 16, 17, 19, 22 ve

kromozom 7 amplifikasyonu rastgele olmayan anomaliler olarak belirlenmistir.

3~ Kromozom 9p21 bélgesinde lokalize p16 gen delesyonu, 7pl2 bilgesinde
lokalize EGFR gen ile total kromozom 7 amplifikasyonu, HER2 ve TOP2A
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genlerin amplifikasyonu FISH ile saptanmig ve olgulann yansindan c¢ogunda

gbzlenmis anomalilerdir.

TOP2A bu giine kadar GBM o6rneklerinde detayl: olarak degerlendirilmeyen bir
aday onkogendir. Calismamizda TOP2A amplifikasyonunun GBM &meklerinde
yiiksek siklikla gézlenmesi, bu genin detayl olarak incelenmesinin gerekliligini
ortaya koymustur.

4- Konvansiyonel sitogenetik analiz bagar1 oram %73,4 iken, FISH basar1 oram
%100 olmustur. I, zaman ve emek kriterleri birlikte degerlendirildiginde FISH
analizinin, gerek uygulanabilirligi, gerekse hiicrelerdeki cesitlilifi ve frekanslan
ortaya koymak acisindan daha etkili oldugu gériilmiistiir. Ancak farkli anomalilerin
belirlenmesi, dengeli/dengesiz yapisal anomalilerin ortaya konmas: igcin hala

sitogenetik analizler deZerlilifini stirdlirmektedir,

5- Sitogenetik ve FISH analiz bulgulan GBM tiimdr 6rneklerinde
gen/kromozom delesyon sikhifinin artig/amplifikasyon goriilme sikligina gore daha
fazla oldugunu gdstermistir.

Sonug olarak glial tiimérlerde sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizlerin
gerceklestirildigi bu caligmada GBM ° olgularindaki  genetik markerlann
belirlenmesinde Ozellikle FISH yonteminin etkin ve duyarli bir yaklasim oldugu
diislincesindeyiz. Ozellikle timér heterojenitesinin belirlenmesi, anomalili hiicre
frekansimin saptanmasinda FISH yénteminin diger molekiiler sitogenetik ytntemlere
gire Ustiinltk sagladif: diistincesindeyiz. Caligmamizda saptanan genetik markerlann
prognozdaki etkileri degerlendirilememistir. Ancak galismanin ilerleyen agamalarinda
bulgularimizin bu agidan degerlendirilmesi hedeflenmektedir. Glial timérlerde gerek

histopatolojik verilere destek verebilecek genetik markerlarin ortaya konmasi
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klinisyenlerin tedavi protokollerinin belirlenmesinde klinisyenlere bityitk faydalar
sagliyacaktir. Bu nedenle genis arastirma populasyonlarimn incelenmesi ve en kisa

siire igerisinde tam amacli analizlerin uygulanmasinin uygun olacagina inamyoruz.
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