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OZET

Beyin dokusundan kaynaklanan en sik goriilen kanser tipi “gliomalardir”.
Glioma tedavisi konusunda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi modern tedavi
yontemleri ancak kisith bir fayda saglayabilmekte; hastaligin ilerleyici ve yikici
gidisini durduramamaktadir. Tiim bu tedavi yontemleri uygulandiginda bile ileri
derece gliomalar icin ortalama sag kalim 1 sene civarindadir. Daha etkin tedavi
yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in hastaligin olusum mekanizmalarinin anlagilmasi
¢ok onemlidir.

Son 5 yil i¢inde yapilan g¢aligmalar, glial tiimorlerin gelisiminde “izositrat
dehidrogenaz” (IDH) enzim mutasyonlarinin kanserlesmenin erken safhalarinda rol
oynadigimi gostermistir. Hem mitokondrideki Krebs siklusunda (TCA siklusu) hem
de sitoplazmadaki metabolik yolaklarda rol alan IDH’deki bozukluklarin kanser
olusumu ile nedensellik iliskisi halen tiim detaylar1 ile ortaya konamamustir.

Diger taraftan, IDH mutasyonu tasiyan gliomalara ve oligodendrogliomalara
genetik yatkinlik ile rs4295627 ve rs55705857 (8g24.21) ve rs498872 (11923.3)
numarali tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP ya da TNP) iliskisi son yillarda
yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur. Bu tezin konusu olan arastirmanin amaci, bu
SNP’lerin gliomalar ile iligkisini ilk defa Tiirkiye kaynakli bir hasta popiilasyonunda
analiz etmek ve diger onkogenik degisimler ile olasi iligkisini ortaya ¢ikarmaktir.

Bu yiizden, glioma hastalarindan elde edilen periferik kan ve tiimor 6rnekleri ile
kontrol popiilasyonunda periferik kandan elde edilen DNA’larda rs4295627
genotiplemesi yapilmistir. Daha sonra, risk alelinin gliomalarda sik goriilen
onkogenik bozukluklarla ve yine 8q24.21 yerlesimli SNP rs55705857 ile iligkisi
analiz edilmistir. Calismada glioma histopatolojik tanisi ile opere edilen 135 hasta ve
164 saglikli kontrole ait 6rnekler kullanilmugtir.

Bu 135 tiimor dokusu kanserlesmenin farkli evrelerindeki (grade-11, grade-IlI,
grade-IV) ve farkli alt tipteki (oligodendroglioma, astrositom, oligoastrositom,
glioblastoma multiform ve gliomatoz serebri) glioma 6rneklerinden se¢ilmistir.

Analize tabi tuttugumuz Tirkiye kaynakli hasta popiilasyonunda elde ettigimiz
sonuglar, 8q24.21 yerlesimli rs4295627 numaralt SNP ile gliom yatkinlig1 arasinda
giiclii bir iligki oldugunu ortaya koymustur.



Bu iliski 6zellikle grade-2 ve grade-3 tiimoérlerde ve oligodendrogliomalarda daha
giiclii bi¢imde gozlenmistir; IDH mutasyonu tasiyan gliomalarda ise daha zayif bir
iliski goriilmiistiir. Diger taraftan, rs4295627 genotipi ile tiimor Orneklerinde
belirlenmis olan yaygin onkogenik bozukluklar (1p19q kaybi, p53 ifadesi, p16 ifade
kaybi, PTEN ifade kaybi, hTERT promotor mutasyonlari, hTERT-C228T
mutasyonu) ya da rs4295627’in yatkinlik etkisinden sorumlu oldugu iddia edilen
rs55705857 numarali SNP ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski gozlenmemistir.
Son olarak, rs4295627 nin etkisinin artan timor derecesi (grade) ile ters korelasyon
gosterdigi gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Glioma — karsinogenez — yatkinlik — néroonkoloji — IDH1-
8024 - CCDC26 - rs4295627



SUMMARY

Gliomas are the most frequent type of cancer arising from the brain tissue.
Modern treatment modalities such as surgery, radiotherapy and chemotherapy only
have a modest effect on the progressive and devastating course of the disease. Using
all these modalities the median survival is still around one year. A better
understanding of the disease mechanisms is fundamental to come up with novel
treatment modalities.

Research in the last 5 years has indicated that “isocitrate deyhdrogenase (IDH)”
plays an important role in the development of gliomas. IDH primarily takes part in
intracellular metabolism, in the Krebs (TCA) cycle. The causality of these mutations
with glioma development has not been solidly established.

On the other hand, certain single nucleotide polymorphisms (SNPs) located at
8024.21 (rs4295627 and rs55705857) and 11g23.3 (rs498872) was recently linked to
increased risk of oligodendroglioma and IDH-mutated glioma. The aim of the
research that has been the subject of this thesis is to analyze these SNPs in Turkish
populatiin fort he first time and to investigate a possible relation with common
oncogenic changes seen in gliomas..

Thus, rs4295627 has been genotyped in genomic DNA from blood/tumor
samples of glioma patients and from blood samples of healthy donors. Next, the
relation between rs4295627 genotype and rs55705857 genotype and common
oncogenic mutations in gliomas was analyzed statistically. A total of 135 patients
and 164 healthy controls were included in the study.

These 135 patients included those with different subtypes of gliomas
(oligodendroglioma, astrocytoma, oligoastrocytoma, glioblastoma multiforme and
gliomatosis cerebri) at various grades (grade-I1, grade-111, grade-1V

Our results show that a strong relation exists between 8g24.21-localized
rs4295627 genotype and increased glioma risk. The association was particularly
strong for grade-2 and grade-3 gliomas and oligodendrogliomas, while the previously
reported association with IDH-mutation was relatively weaker.

On the other hand, analysis of the relation between rs4295627 genotype and
oncogenic changes common to gliomas (1p19g codeletion, p53 expression by
immunohistochemistry, pl6 expression loss, PTEN expression loss, hTERT

3



promotor mutations and particularly C228T mutation) did not reveal any statistically
significant association by chi-square test. The same was true fort he relation between
rs4295627 and the more recently identified SNP rs55705857, which was claimed to
be the causal change that is responsible for rs4295627’s association with glioma.

Besides molecular changes, the relation between rs4295627 genotype and tumor
grade was analyzed and a very strong association with lower grade (Il and I11) was
observed.

Keywords: Glioma — carcinogenesis— predisposition — neurooncology — IDH1 -

824 - CCDC26 - rs4295627



1.GIRIS ve AMAC

Beyin dokusundan kaynaklanan tiimorlerin en sik goriilen tipi gliomalardir. Bu
grup tiimorler farkli derecelerde malign 6zellikler gosterirler fakat ortak 6zellikleri
timiiniin tedavilerinin son derece zor olmasidir. Bunun en 6nemli nedeni beyin
dokusundan kaynaklanan bu tiimdrlerin normal islevsel dokunun igine yayilarak
bliylimeleri ve hicbir tedavi yontemi ile tam olarak ortadan kaldirilamamalaridir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) dort dereceli (“grade”) smiflamasma gore
eriskinlerde goriilen gliomalar (giderek artan maligniteyi gosterecek sekilde), derece
I, 11, 1l ve IV olarak smiflandirilir. Bu siniflandirmaya gére derece-I ve 11 gliomalar
“diistik dereceli glioma”; derece-1II ve IV gliomalar ise “yiiksek dereceli glioma”
olarak isimlendirilir; ¢iinkii derece-1l olarak tanimlanan tiimérler klinik davranis,
goriintiileme ozellikleri, tedaviye cevaplari, hayatta kalim siireleri agisindan derece-
Il ve IV tiimorlerden farklilik gosterirler; daha iyi seyirlidirler. Sag kalim siiresi
tiimdriin derecesi ile ters korelasyon gosterir: derece-II tiimoérler i¢in 10 yili bulan
ortalama sag kalim, derece-IV GBM’ler i¢in sadece 12 ay kadardir.

Yeni tan1 almig beyin timdrlerinin yaklasik % 50°si glial orijinli primer beyin
timorleri olup yiiksek dereceli astrositomlar bu tiimorlerin % 50-60°n1, disiik
dereceli astrositomlar % 25-30’unu, oligodendrogliomlar ise % 5-15’lik kismini
olusturmaktadir (1-5).

Glial timorler konusunda bugiine kadar yapilmis ¢alismalar hem diisiik hem de
yiiksek dereceli tiimorlerde izlenen temel genetik degisiklikleri tanimlamistir (5). Bu
degisiklikler arasinda p53 tiimor supresor yolaginda olabilecek degisikler (TP53
mutasyonlari, TP53 protein ekspresyonunu etkileyecek diger genetik ve epigenetik
degisiklikler, MDM2/4 mutasyonlari, PI4ARF mutasyonlar1), 1p ve 19q kromozom
bolgelerini etkileyen ko-delesyon ya da translokasyonlar, izositrat dehidrogenaz
(IDH1) gen mutasyonlart (en stk IDH1-R132H), platelet kaynakli biiylime faktori
(PDGF)-alfa reseptér kopya sayisi artisi, epitelyal biiyiime faktorii (EGFR)
mutasyonlari, ifade ve/veya kopya sayisi artis, p16INK4a delesyon ve mutasyonlari,
PTEN susturulmasi/delesyon ve mutasyonlari, yakin zaman Once ortaya ¢ikarilan
TERT promotor mutasyonlart (C228T ve C250T) ile ATRX kaybi/mutasyonlari
sayilabilir (5).



IDH enzim mutasyonlart ilk olarak 2008 yilinda GBM’lerin yaklasik % 10
kadarinda belirlenmis, daha sonra ise derece-II ve III gliomalarin % 70-85’inde
bulundugu gosterilmistir (6, 23). Hem derece-I11 hem derece-I1l tiimoérlerde benzer
bi¢imde ¢ok ygksek oranlarda goriilmesi ve TP53 mutasyonlari, 1p19q ko-delesyonu
ya da genel genom metilasyonu-CIMP gibi bozukluklardan once gelistiginin
gosterilmesi nedeniyle glioma gelisiminin en erken ve temel bir degisikligi oldugu
diistiniilmektedir. IDH mutasyonunun gliomalardaki kritik rolii tiimoriin klinik
davranigina da yansir: IDH1/2 mutasyonu tasiyan gliomalarin, dereceden bagimsiz
olarak, mutasyon tagimayan gliomalardan daha ilimhi bir klinik seyir sergiledigi
gosterilmistir (7).

Glioma olusumunda ailesel yatkinligin pay1 olabilecegi ¢ok uzun zamandir
bilinmektedir. Glioma hastalarinin ailelerinde glioma riskinin 2 kat kadar arttig
bilinmektedir ancak bu iligkinin altinda yatan genetik faktorler net olarak ortaya
konamamigtir. Son 10 yilda yayginlasan tim genom asosiasyon calismalarinda
(GWAS) insan genomunda gliom olusumu ile iliskilendirilebilen belirtegler
gosterilmistir. Bu belirtegler icinde CCDC26, RTEL1, TERT, EGFR, CDKN2A/B,
PHLDBI genleri i¢i ya da yakinlarinda yerlesimli tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) bagimsiz ¢alismalarda birden ¢ok c¢alismada glioma yatkinligi ile
iligkilendirilmistir.

RTEL1, TERT, EGFR ve CDKN2A/B gibi onkogenik yolaklarda yer alan ve
farkli kanserlerde siklikla mutasyona ugrayan genlerden farkli olarak, CCDC26 ve
PHLDBI1 daha once kanserle iligkilendirilmemis genlerdir. Ayrica, CCDC26
yerlesimli SNP’ler (rs4295627 ve rs55705857) diisiik dereceli ve IDH mutasyonu
tastyan glial tlimorler ile iligkili olmalarina ragmen etki mekanizmalar1 heniiz
bilinmemektedir.

Bu c¢alismanin amaci Oncelikli olarak, daha o©nce Avrupa ve ABD
popiilsyonlarinda yapilan GWAS c¢alismalar1 ile gliomalara yatkinlik sagladigi
gosterilmis olan rs4295627 (CCDC26) numarali SNP-glioma asosiasyonunu Tiirkiye
kaynakl1 bir hasta popiilasyonunda vaka-kontrol tipi bir ¢alisma ile analiz etmektir;
ikinci amag ise rs4295627°nin gliomalarda yaygin goriilen genetik bozukluklar ve

rs55705857 numarali SNP ile ile olasi iligkisinin incelenmesidir.



2.GENEL BILGILER

Hiicreler viicudumuzun en kii¢iik yapitaglaridir.  Doku ve organ
homeostazisinin saglanmasi, Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan dokularin
onarilmast amactyla hiicreler boliniirler. Fakat bu yetenekleri de siirhdir, sonsuz
boliinemezler. Her hiicrenin hayati boyunca belli bir béliinebilme sayis1 vardir.
Saglikli bir hiicre gerektigi yerde ve gerektigi kadar boliinecegini kontrol eden
hiicresel mekanizmalar bulunmaktadir. Buna Kkarsin kanser hiicreleri, bu kontrol
mekanizmalarindaki bozukluklar nedeni ile kontrolsiiz boliiniir ve ¢ogalirlar.

Kanser hiicreleri birikerek tiimorleri olustururlar, timorler normal dokular:
sikigtirabilirler, i¢ine sizabilirler ya da tahrip edebilirler. Eger kanser hiicreleri
olustuklar1 tiimorden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi araciligi ile viicudun diger
bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri olusturur ve biliylimeye
devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bolgelerine yayilmasi olayina
metastaz adi verilir.

Kanserin somatik mutasyon teorisi ilk olarak 1920’lerde ortaya atilmig olsa
da 1960’lardan sonra kanser aragtirmalarinda kendini géstermeye baglamistir.

Son yillarda epigenetik alanindaki yeni bilgiler kanser aragtirmalarina farkli bir
boyut kazandirmigtir. Artik arastirmacilar kanserin tek basina mutasyonlardan
kaynaklanmayan, DNA ve RNA diizeyindeki farkli mekanizmalarin da devreye
girdigi ve bunlarin g¢ecresel faktorler ile etkileserek hiicre fenotipinin belirlendigi
kompleks bir hastalik oldugunu kabul etmektedirler.

Normal bir hiicrenin proliferasyonu,

1) DNA replikasyonu

2) hiicresel farklilagma

3) yaslanma

4) olim yolaklar

araciligiyla gercgeklesir ve diizenlenir.

Bu yolaklarda gorev alan enzimlerin hepsi birer gen iiriiniidiirler dolayisiyla
genlerde meydana gelen fonksiyon kaybi ya da fonksiyon kazancina neden olan
degisimler ile gen iriinlerinin aktif veya inaktif hale getirilmeleri, hiicrelerdeki
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normal siireclerin bozulmasina neden olmaktadir ve yasama potansiyeli olan bu

hiicrelerin gogalmasi ile kanserlesme ortaya ¢ikmaktadir (8, 9, 10).

2.1.Kanser Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Kanser, normal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin kontrolsiiz
birikmesi ile karakterize bir diizen bozuklugudur. Kanserin gelisimi ise birbirini
izleyen genetik/epigenetik degisiklikler sonucu giderek tiimoér hiicrelerine dontisen
¢ok asamali bir siiregtir (9,10).

Normal hiicrelerin 6zellikleri ile karsilastirildiginda kanser hiicresinde pek ¢ok
Ozelligin yitirildigi ve yeni hiicresel Ozelliklerin kazanmildigi gozlenmektedir.
Hanahan ve Weinberg tarafindan ortaya atilan kanserli hiicrelerin sahip olmasi
gereken 6 temel degisiklik sunlardir (12):

1) Biiyiime sinyallerinde kendine olan yeterlilik (onkogenler),

2) Biiyimeyi inhibe eden sinyallere duyarsizlik (timor baskilayict

genlerin=TBG inaktivasyonu),

3) Siursiz boliinme yetenegi (telomer uzatimi — replikatif immortalite),

4) Hiicre 6liimiinden (apoptoz) kaginma,

5) Anjiyogenez basarisina bagli olarak tumdriin pasif besin diflizyonunun

oldugu yerlerde de gelismesi,

6) Uzak bolgelerde metastaz yetenegi ki bu normal hiicrelerde olmayip sadece

malign tiimorlerde olan bir 6zelliktir.

Yukaridaki ¢cok asamali siireg, genetik degisikliklerin diizeltilememesi sonucu
olusur. Bu da mutasyon oraninin artmasina ve diger mutasyonlarin olusmasina,
dolayisiyla diizen bozukluguna yatkinligin artmasina neden olur.

Normal bir hiicre, hasara ugradiktan sonra kanserlesme siirecine girer ve klonal
orjin olusturur. Mutasyon igeren hiicrenin boliinmesi sonucu ortaya ¢ikan yeni
hiicrelerde de ayni molekiiler hatalar ve mutasyonlar bulunmaktadir. Boylece

kanserlesen hiicreler klonal yap1 gosterirler.



Kanserlesen hiicrelerde sik goriilen DNA tamir mekanizma bozukluklar1 ve
genomik instabiliteye bagli olarak kanserlesme siirecinde yeni mutasyonlar ortaya
c¢ikabilir ki bu da monoklonal orijinin ilerleyen siireclerde poliklonal hale gelmesine

neden olmaktadir (8,9,10).

2.1.1.Karsinogenezde Meydana Gelen Bashca Genetik Degisiklikler
Karsinogenez ¢ok asamali ve kompleks bir siirectir. Karsinogenezdeki temel
mekanizmalarin 6ziinde, hiicredeki ‘oldiiriicii olmayan genetik degisiklik’ bulunur.
Kanserin molekiiler patogenezinde rol oynayan, baskalagim/epigenetik
mekanizmalar ile fonksiyonlarinin bozuldugu/kayboldugu gen gruplari fonksiyonlari
acisindan asagidaki gibi gruplandirilabilir (9,10):
1) DNA tamir genleri,
2) Timor baskilayict genler,

3) Onkogenler.

2.1.2.DNA Tamir Genleri

Bu genlerdeki mutasyonlar ve epigenetik olaylar kanser gelisimine neden
olmaktadir. Ayrica DNA tamirindeki azalmadan kaynaklanan artan mutasyon orani
onkogenlerin aktivasyonuna ve diger TBG’lerin inaktivasyonuna neden olur.

Hem endojen hem de ekzojen DNA hasari olusturabilecek ajanlar hiicre
siklusunda yavaslamaya neden olmaktadir. Normal kosullarda bu yavaslama
stirecindeki hiicreler, DNA hasarin1 tamir etme firsati bulmaktadirlar. Eger DNA
hasar1 tamir edilemezse hiicre apoptoza ugrar. Hasarli DNA’y1 igeren hiicre
bolinmeye devam eder ise bu durum zaman i¢inde mutasyon birikimine neden olur

ve hiicre karsinogenez yoluna girer (Sekil-1) (8,9).
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Sekil-1: DNA Hasar1, Tamiri ve Etkileri (3)
2.1.3.Tiimér Baskilayic1 Genler
Tiimdr baskilayic1 gen (TBQ) iiriinlerinin temelde iki gérevi vardir:
Hiicre siklusunu kontrol eder ve hasarli DNA’nin tamir edilmesi i¢in DNA tamir
mekanizmalarini devreye sokarlar veya hasarli hiicreleri apoptozise yonlendirerek
hiicre proliferasyonunu inhibe ederler, bu ylizden bu genler de tiimdr ve metastaz

gelisimini engellemektedirler (8,9,10).

2.1.4. Onkogenler
Normal hiicrelerde hiicre biiytimesi, farklilasmasi ve proliferasyonu kontrol
altindadir. Hiicre i¢i gereksinimlerin ve hiicre dis1 ortamdan gelen sinyallerin hiicre
igerisinde niikleusa ulastirilmasi ¢ok sayida proteinin rol oynadigir “hiicre sinyal ileti
sistemi” yolaklar1 sayesinde olur. Bu yolaklar araciligi ile hiicre bdliinme ve
biiylimesini tetikleyen proteinleri kodlayan genlere “proto-onkogen“denir.
Proto-onkogenlerin gérevi normal hiicrelerde sinyal iletimi ve mitotik sinyallerin
diizenlenmesidir. Bu genlerin mutasyona ugramis formlarma da “onkogen® denir.
Proto-onkogenin, onkogene donligmesinde farkli mekanizmalar rol oynar:
1) Proto-onkogenin duplikasyonu veya amplifikasyonu sonucu protein
miktarinda artis meydana gelmesi,
2) Proto-onkogende olugsan nokta mutasyonu sonucu protein aktivitesinde artis
ve regiilasyon kayb1 meydana gelmesi,
3) Proto-onkogen mRNAsinin, uzun siire degrade olmadan stabil halde kalmasi
ve normalden fazla proteinin tiretilmesiyle,
4) Proto-onkogenin  bulundugu  kromozom  bdolgesinde  kromozom

translokasyonu ile kirilmaya bagli onkogenik 6zellik kazanilmasi ya da her
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iki kromozom lokusunun translokasyona bagli fiizyon gen-fliizyon protein

olugmasiyla.

Bir protoonkogenin onkogenik hale gelmesinde rol oynayan mutasyon veya

epigenetik mekanizma dominant niteliktedir. Yani tek allel mutasyonu onkogenik

Ozellik i¢in yeterli olmaktadir (9,10). Protoonkogenlerin fonksiyonlarina gore

siniflandirilmasi asagida Tablo-1’de verilmistir.

Tablo-1:Onkogenlerin gorevleri

Transkripsiyon

Faktorleri

Protoonkogen Ornek Aciklama
Biiylime faktorleri SIS Hiicrenin kendisi, ya da uzak ozellesmis hiicre tarafindan hiicre
proliferasyonunu uyarmak i¢in salgilanan ligandlardir. Onkogen,
INT2 gereksinim olmamasina ragmen hiicrenin biiylime faktorlerini
salgilamasini uyarabilir ki hiicre otokrin dongii araciligiyla
KGF urettigi faktorleri ligand olarak kontrolsiiz proliferasyonuna neden
olur.
Resept(jr-tirozin EGFR Kinazlar diger proteinlere fosfat grubunu baglayarak onlarin aktif
veya inaktif olmalarmi saglarlar. Reseptor kinazlar, hiicre
Kinazlar (RTK) PDGFR yiizeyinde reseptor proteinlere fosfat grubu baglarlar. Tirozin
kinazlar hedef proteinin tirozin amino asitine fosfat grubunu
VEGFR baglarlar. Reseptoriin, ekstraseliller ortamdan gelen ligand
olmamasina ragmen devaml aktif halde kalmasina neden olurlar
Sitoplazmik RAF RAF, RAS tarafindan aktive edilir ve ERK/MAP kinazin
aktivasyonunu saglar .
serin / treonin kinaz,
CDK’lar hiicre dongiisiinii denetleyen, mitozun ana regiilatorii
kinazlar CDK olan siklin bagimli protein kinazlardir.
Dﬁzenleyici RAS RAS kiigiik bir GTP’azdir, GTP’yi GDP’ye ve fosfata hidroliz
Eder ve bityiime faktorii sinyal iletimi ile aktiflesir (EGFR gibi)
GTPazlar (K-RAS, .biiytime sinyal yolaklarinda ikili kontrol anahtari gibi islev
gosterir  (aktif/inaktif). = RAS  aktifligi  sonrast  hiicre
N-RAS proliferasyonunu kontrol eden sitoplazmik proteinler ise RAF,
MEK, ERK, MAPK dir
H-RAS)
MYC

Hiicre proliferasyonunu uyaran genleri transkripsiyonlarini

diizenler.
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2.2.Beyin Tiimorleri

2.2.1.Epidemiyolojisi

Beyin tiimorleri, tim kanserlerin % 1,5 unu olusturur ve kansere bagli 6liimlerin
% 2’sinden sorumludur (11). 20 yasindan 70 yasina kadar giderek artan bir siklikta
izlenir ve tiim yas gruplarinda erkeklerde, kadinlardan daha fazla goriilmektedirler
(12). Beyin tiimorleri primer veya sekonder olmak iizere siniflandirilir.

Primer olanlar; glial dokudan, noéronlardan, damarlardan veya endokrin
hiicrelerden kaynaklanir. Primer beyin tiimoérleri tiim hastaliklar i¢inde en dramatik
tiirlerden birini olusturmaktadir. Cocukluk ¢aginin en sik rastlanan ikinci malignitesi
olup eriskinlerde en sik goriilen 6. malignite olarak karsimiza ¢ikmaktadir (1).

Amerika Beyin Tiimorii Kayit Merkezi’nde (Central Brain Tumor Registry of
The United States-CBTRUS) yayinlanan rapora gore, 2007-2011 arasinda primer
beyin ve santral sinir sistemi tiiméori (benign ve malign) insidans1 100,000°de 21.4
olarak bildirilmistir. Buna gore, 2015 yilinda sadece ABD’de 68,470 yeni vakanin
teshisinin konmasi beklenmektedir. ABD'de yilda 13,800' e yakin insan primer beyin
tiimdriinden 6lmekte ve malign beyin tiimorleri ABD'de kanserle iligkili 6liimlerde
ilk 10'un iginde yer almaktadir (2).

Tiirkiye Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Epidemiyoloji ve
Koruma sube Miidiirliigii' niin 2004-2006 verilerine gore kanserle ilskili 6liimlerde
erkeklerde goriilen kanserler arasinda 8. sirada, kadinlarda goriilen kanserler arasinda

ise 10. sirada yer aldig1 bildirilmistir (3).

2.2.2.Smiflandirma

Primer intrakraniyal tlimorlerin siniflandirilmast ¢ogunlukla histopatolojik
olarak yapilmaktadir ve en son 2007 yilinda giincellenen WHO siniflandirmasi
siklikla kullanilmaktadir. Bu siniflandirmaya gore sinir sisteminin baglica tiimorleri:
Metastatik, noroepitelyal, germ hiicreli tiimorler, kraniyal ve paraspinal sinirlerin
tiimorleri, meninksin tiimorleri, sellar bolgenin tiimorleri, lenfomalar ve

hematopoietik tiimorlerden olusur (13).
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2.2.2.1.WHO Derecelendirmesi

Diinya Saglik Orgiitii'niin timér siniflandirmasinda yapilan derecelendirme,
timoriin hiicresel ve mitotik ozellikleri, hiicresel atipi, endotelial proliferasyon ve
nekroz gibi ¢ok cesitli histopatolojik 6zellige sahip tiimorlerin malignansi Slgiitii
olarak degerlendirilmektedir. Buna gore; 1. ve II. derece tiimdrler diistik dereceli, III.
ve IV. derece tiimorler yliksek dereceli tiimor olarak adlandirilmaktadir.

I. derece tiimorler, biyolojik olarak benign, diisiik proliferasyon (¢ogalma)
potansiyeline sahip ve cerrahiyi takiben tedavi sans1 bulunan tiimorlerdir.

Il. derece tiimdrler, uzun sag kalim siiresi gosteren, disiik proliferatif
aktivitesine ragmen siklikla tekrarlayan tiimdrlerdir. Bazilar1 daha malign derecelere
doniisme egilimindedirler.

I11. derece tiimorler, genellikle histolojik olarak malignansi bulgular1 gdsteren
lezyonlar i¢in kullanilmaktadir ve 3 yildan daha az sag kalim siiresi vardir.
Cogunlukla III. derece tiimorlii hastalar adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi
almaktadirlar.

IV. derece tiimérler, mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz gibi sitolojik olarak
malign ozellikler sergileyen tiimorler olup radyoterapi ve kemoterapiye direng
gelistiren ve 6limciil seyir gosteren tiimorler olarak belirlenmektedir (5, 12).

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2007 yilinda yayimladigi siniflandirma sistemine gore
gliomalarm alt tipleri Tablo 2°de gésterilmistir. (5). Derece-11,111 ve IV astrositomlar,
oligodendrogliomlar ve karma gliomalar ortak olarak “diffiiz gliomalar” olarak ta

adlandirilir ve bu tezi olusturan arastirmalarin konusudur.
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Tablo 2. Gliomalarin WHO 2007 Siniflandirmasi

GLIOMALAR GRADE
ASTROSITOMLAR
Pilositik WHO DERECE |
Astrositom WHO DERECE II
Anaplastik WHO DERECE Il
Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV
OLIGODENDROGLIOMALAR
Oligodendroglioma WHO DERECE Il
Anaplastik Oligodendroglioma WHO DERECE IlI
EPENDIMOMALAR
Subependimoma WHO DERECE I
Ependimoma WHO DERECE Il
Anaplastik Ependimoma WHO DERECE I
KARMA GLIOMALAR
Oligoastrositoma WHO DERECE Il
Anaplastik Oligoastrositoma WHO DERECE Il
Glioblastoma Multiform WHO DERECE IV

2.2.3.Patogenez

En yaygin goriilen primer beyin timorleri, beynin destek hiicreleri olan
glialardan (astrosit, oligodensrosit ve ependimal hiicreler) kdken almaktadir. Tiim
merkezi sinir sitemi tiimorlerinin % 40'mmdan fazlasini olusturan "glioma" olarak
bilinen bu tiimdrler kdken aldiklar hiicrelere gore farkli adlandirilir. Astrosit benzeri
hiicrelerden koken aldiginda astrositoma, oligodendrosit benzeri hiicrelerden koken
aldiginda oligodendroglioma ve ependim benzeri hiicrelerden koken aldiginda
ependimoma olarak adlandirilmaktadir (11,14).

Diistik dereceli glial tiimorlerin ¢gogu sporadiktir ve genellikle sistemik neoplazm
aile Oykiisii olmayan kisilerde goriiliir. Ancak bazi kalitsal ve somatik genetik
faktorlerin  tiimor olusumuna ve/veya mevcut tiimoriin progresyonuna neden
olabilecegi yapilan calismalarda gosterilmistir. Ornegin, DNA tamirinde veya
apoptozda gorevli genlerdeki mutasyonlar veya bu genlerdeki polimorfizmler, hiicre
siklusunda diizenleyici gorevdeki genlerde somatik mutasyonlar, anjiyogenezde
gorevli genlerde meydana gelen mutasyonlar, glial onciil hiicrelerin, once diisiik
sonra da yiiksek dereceli glial tiimor hiicrelerine doniismelerini saglayabilirler (15).
Li-Fraumeni sendromu, Turcot sendromu, Norofibromatozis Tip I ve II gibi kalitsal
bozukluklarin da aralarinda bulundugu bazi 6zel durumlarda glioma ve diger santral
sinir sistemi tiimorleri goriilme riski artmistir. Ornek olarak, Li-Fraumeni sendromu
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nadir goriilen, otozomal dominant gecislidir ve p53 gen mutasyonlar ile
karakterizedir.

Glial tiimorlerin olusumunda c¢evresel faktorlerin rolii ise heniiz ¢ok az
anlasilabilmistir. Cevresel risk faktorlerinden en iyi bilineni tedavi amaci ile
uygulanan kranial radyasyondur. Cep telefonu kullanimi veya yiiksek frekansh
elektromanyetik dalgalara maruz kalma gibi olasi risk faktorlerine dair siipheler

bulunsa da bugiine kadar kesin bir sonuca varilamamustir (11, 37).

2.3.Gliomalarda Goriilen Genetik Degisiklikler

WHO Klasifikasyonu agirlikli olarak morfolojik 6zelliklere gore yapilmaktadir.
Ancak artik bilmekteyiz ki diffiiz gliomlarin alt tipleri farkli genetik bozukluklar
biriktirerek gelismektedirler. Oregin oligodendrogliomalar 1p/19q kodelesyonlart
ile karakterize iken, astrositomlar P53 ve ATRX mutasyonlarinin bir arada goriildigi
timorlerdir. Gliomalarin ve diger sinir sistemi tiimorlerinin siniflandirmasinda
sadece histopatolojik 6zelliklerin yetersiz kaldig1 artik yaygin kabul gérmektedir; bu
nedenle WHO’nun 2015 yilinda yayimlamasi beklenen yeni siniflandirma sisteminin
¢ok daha molekiiler/mutasyon agirlikli olmasi beklenmektedir. Yeni siniflandirma
sisteminin anahatlart1 2014 Eyliil ayinda yayimlanan “ISN-Haarlem” kilavuzunda
belirginlesmistir (16).

Son 10 yildir eriskin malign gliomalarin yonetiminde ve degerlendirilmesinde
molekiiler belirteclerin kullanilmasi popiilerlik kazanmistir. Bu belirteclerin bazilari,
tiimorlerin smiflandirilmasinda patologlara yardimer olacak sekilde tanisal amacgh
olarak kullanilirken, bazilar1 da hastalarin prognozlarini degerlendirmek igin
kullanilir. Daha da 6nemlisi bu belirteglerin bazilar1 tedavi tiplerine cevabi tahmin
etmede de kullanilirlar ve boylece klinisyeni potansiyel toksik ve gereksiz
tedavilerden uzaklastirarak belirli tedavi modalitelerine yonlendirmede ise yararlar.

Gliomalarda klinik davranisi belirlemede kullanilan bu belirteglerden bazilar
1p/199  kodelesyonu, MGMT  metilasyonu  (O-6  methylguanin-DNA
methyltransferaz) ve IDH-1/2 mutasyonlaridir (17).

Bu belirtecler disinda, gliomalarda goriilen yaygin genetik bozukluklar Sekil-2’de

gosterilmistir.
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En yaygin goriilen bozukluklar arasinda p53 tiimor supresor yolagi degisiklikeri
(TP53 mutasyonlari, TP53 protein ekspresyonunu etkileyecek diger genetik ve
epigenetik degisiklikler, MDM2/4 amplifikasyonlar1, P14*%" mutasyonlarr), platelet
kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)-alfa reseptor kopya sayisi artisi, epitelyal biiylime
faktorii (EGFR) mutasyonlari, ifade ve/veya kopya sayisi artist, p16™ <+ delesyon ve
mutasyonlari, PTEN susturulmasi/delesyon ve mutasyonlari, yakin zaman once
ortaya c¢ikarilan TERT promotor mutasyonlar1 (C228T ve C250T) ile ATRX
kaybi/mutasyonlar1 sayilabilir (5).

Li-Fraumeni (TP53): astrositom grade II-IV, PNET
Turcot (APC, hMILH1, hPSM2): medulloblastom, GBM
Neurofibromatosis tip 1 (NF1): PA, diffiiz astrositom, GBM

Sendromik Neurofibromatosis tip 2 (NF2): schwannom, meningiom, gliom
Cowden (PTEN): displastik gangliositom
Tuberus sclerosis complex (TSC1/2): SEGA grade |

TERT (5p15.33)

CDKN2B (9p21.3 RTEL1 (20413.33) cebeas (8a2a.27)

polimorfizmleri) EGFR (7p11.2) : (. 4 '.)
TP53 (17p13.1) polimorfizmleri

1 polimorfizmleri \ L Kalitsal

Kok hiicre Somatik

I l IDH1 mutasyonu

G-CIMP
Gliom kok
hiicresi
EGFR amplif. TP53 mut 1p/19q kodelesyonu
EGFR mut . ATRX mut CIC/FUBP1 mut
S hTERT mut
Chr.7 amplifik. § Diffiiz
Chr.10 kaybi r Grade-ll . Oligodendrogliom
S 3 astrositom
Rbiyolagi | 5 Rb1 yolagi
cOKN2Akaybr | = = CDKN2A kaybi
X
5 Anaplastik Anaplastik
PTEN mut. | 3 Grade-llI P | napiastii
10q kaybi S astrositom oligodendrogliom
PIK3CA/PIK3R1 PTEN mut.
mutasyonlari | 10q kayb

Sekonder
Grade-IV . Pronéral
glioblastom

Sekil-2: Gliomalarin olusumundaki genetik yolaklar (17).

Glial tiimorler konusunda yapilmis ¢alismalarda hem disiik dereceli hem de

yiiksek dereceli tliimorlerde izlenen temel genetik degisiklikler onemli Olcilide
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tanimlanmustir (5). Sik rastlanan bu genetik degisikliklerin bazilarinin diisiik dereceli
timorler ve sekonder glioblastomlara 6zgii olduklari, bazilarinin primer glioblastom
olusum basamaklarina 6zgii olduklari, ii¢lincli bir grubun ise her iki grup timor
olusumunda da rol oynadiklar diisiiniilmektedir (18).

Glioblastomlarin  tant yontemlerinde kullanilabilecek yeni belirteglerin
bulunmasina yonelik arastirmalar tiim hizi ile devam etmektedir. Bu alanda yapilan
ilk caligmalar, baglica immiinohistokimya ile tanimlanan protein seviyelerine ve
timdr dokusundaki molekiiler genetik anormalliklere dayalidir. Gilinlimiizde ise
timor belirteglerine, plazma, serum ve BOS’ta bakilmaktadir (19). En onemli

belirtegler ve biyolojik rolleri Tablo-3’de gosterilmistir.

Tablo-3. Gliomalar Igin Kullanilan Biomarkerlar ve Biyolojik Rolleri (19)

Biyolojik Fonksiyenu Gliohlastom®da Onemi

Biomarker

ié

Hiacre siklisii kenirol noktasi ve
DINA tamin
Proliferazyvon, mmvazyon
Biyolojik roli bilinmayor,
oligodendroglial morfolojiye bagimls
kodelesyon wve olumln sonug

DMNA tamiri

Biyolojik rolia bilinmayor,
muhtemelen proanjicjemk yolaklara
bagumly

Fonksiyon bilinmiyor, marker
glioma-baslatel hiicrelerle diskih

Serum
Markerlar:

DNA tamin

Anjicgenez
Ean damarlarnm bazal membram

{zen ekspresyomunum regiilasyomm

Mutasyon sekonder glioblastomda pnmere
oranla daha yaygindor
Yazh ve promer ghioblastomda
amphfikasyonu va da over ekzpresyonu daha
yaygindir

Eodelasyon seyrek ve kesin degil

Promoter mehlasyonm sonuen alkilleyics
ajanlara kars artan sensitrvite

Sekonder Glioblastoma baglh mmtasyonlar ve
pozitif G-CIMP

CD133+ hitcrelenn miktan va da daha kata
1a ilizkiki el —

Anjiojenik aktivite indikatdri
Vaskal 1i indikatari
Bilmmiyor

2.4.IDH Gen Mutasyonlari

Son yillarda yapilan ¢aligmalar genel olarak gliomalarin genetik alt yapisini
anlama tizerine yogunlagmistir. 2008’de yapilan glioblastomlar ile yapilan genom
capl dizilime analizi sonucunda bu tiimorlerin % 12’sinde daha once higbir kanserde
tamimlanmamis olan ve metabolik bir enzim kodlayan IDH1 geninde rekiirran

R132H mutasyonu tanimlanmustir (23).
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Takip eden calismalarda IDH1 ve daha az siklikla gorilen IDH2
mutasyonlarinin derece-II ve II gliomalarda % 70’den fazla siklikla goriildiigii ortaya
cikarilmistir (20).

Insan genomunda 5 farkli IDH geni 3 farkli IDH proteini kodlar: IDH1
sitoplazmik, IDH2 ise mitokondriyel olup her ikisi de NADP" kofaktorii kullanir.
IDH3 ise mitokondrideki Krebs siklusunda gérev alir ve NAD" kokaftorii bagimhidir
ve IDH3A, IDH3B ve IDH3G genleri tarafindan kodlanir.

IDH 1 enzimi, kromozom 2q33.3'de lokalize 10 ekzonlu IDH1 geni tarafindan
kodlanan ve iki altbirimden olusan bir homodimerdir (20,21).

IDH1 mutasyonlari, heterozigot, somatik, missense mutasyonlar olup izositratin
baglanma bolgesi olan evrimsel olarak korunmus R132 (kodon 132, arginin) amino
asidini etkilemektedir (22,23). IDHI mutasyonu tasimayan tiimoérlerde de siklikla
IDH1 ile analog aminoasit kodlayan IDH2 mutasyonlari saptanmistir. Gliomada
IDH2’nin R172K mutasyonu (G515A) arjinin lizine doniisiimii, IDH1’de ise en sik
R132H mutasyonu (G395A) ile arjinin aminoasitinin histidine dontisimii
goriilmektedir (25,26). Bu nokta mutasyonlari, hem IDH’in enzimatik aktivitesinde
azalmaya yol agarlar (27,28) hemde yeni bir enzimatik aktivitenin ortaya ¢ikmasina
neden olurlar ve genom metilasyon dengesinin degismesine yol agarlar (29,30,31)
(Sekil-3).

IDH1 mutasyon varliginda IDH1, NADPH" iiretmekten ziyade ¢ok daha fazla
tilketmektedir. Mutasyona bagli olarak reaktif oksijen radikallerinin temizlenmesi,
detoksifikasyon ve biyosentetik siireclerde rol oynayan, kemoterapi ve radyoterapi
gibi strese Kkarsi koruyucu bilesik olan NADPH seviyesinin azalmasi ve oksidatif
strese Kkarsi hiicre direncinin azalmasina neden olmaktadir (24). Diger taraftan,
yapilan bir¢ok ¢aligmada fonksiyon kaybindan ziyade fonksiyon kazanimi olan IDH1
mutasyonunun enzime yeni bir 6zellik kazandirarak a-KG'in R-2-Hidroksiglutarat' a

(R-2-HG ya da D-2-HG) indirgenmesine neden oldugu gosterilmistir (25).
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Sekil-3. IDH mutasyonlarimin hiicreye etkileri (36).

IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin glioma vakalarinda klinik yaklasimdaki 6nemi
her gegcen giin artmaktadir. IDH1/2 mutasyonuna sahip glioma hastalarinin bu
mutasyonu tasimayanlara gore daha 1iyi klinik seyire sahip oldugu, IDH
mutasyonlarinin sekonder GBM’ler i¢in ayric1 bir molekiiler belirte¢ oldugu artik

tartismasiz kabul edilmektedir (32,33).

2.5.Diger Genetik Degisiklikler

Hiicre siklusunu diizenleyen TP53 tiimor siipresor gen mutasyonlari,
astrositomalarin gelisiminde erken gozlenen degisikliklerden olup II. ve III. derece
astrositomalarda ve sekonder GBM' lerde yaygindir.

Gliomalarin  malignlesme siirecinde kazandiklari en Onemli genetik
bozukluklardan biri de 10g kromozom bacaginda heterozigosite kaybidir (LOH,
“loss-of-heterrozygosity”) (20,33). 10. kromozomun tamaminin kaybi1 ve IDH1
mutasyonlarinin yoklugu arasinda giiglii iliski oldugu 6ne siiriilmiis olup, IDH1
mutasyonunun 10. kromozom kayb1 goriillmeyen olgularda, kromozom 10 delesyonlu

olgulara gore daha siklikla goriildiigii tespit edilmistir (34).
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Ayrica IDH mutasyonu tasiyan gliomalarin, derecelerinden bagimsiz olarak,
diger gliomalardan daha ilimli bir klinik siire¢ gegirdigi gosterilmistir (35). Bu
kanser tipinin farkli bir hiicre kokeninden gelen ve farkli sekilde evrilen bir timor

oldugu distiniilmektedir.

2.6.Hastahga Yatkinhk Genlerinin Lokalizasyon Tespiti

Kanserlerin bir kisminin kalitimsal 6zellik gostermesi, bu grup kanserlere neden
olan genlerin tanimlanmasinda genetik haritalama c¢alismalarina bagvurulmasina
neden olmustur. Genlerin lokalizasyonlarmin bulunmasinda sitogenetik analiz ve
genetik haritalama metodlar1 kullanilmaktadir.

Genetik haritalama 06zellikle kaliimsal hastaliklara yol acan genlerin
kromozomlar {izerindeki lokalizasyonlarinin saptanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Lokalizasyonu aranan gen ile lokalizasyonu bilinen bir genetik,
molekiiler belirtecin kusaklar arasinda birlikte kalitilmasinin test edilmesi esasina
dayanan genetik haritalamada molekiiler biyolojik yontemler ve istatistiksel analizler
kullanilmaktadir.

Organizmalarin  genetik  haritalarinin =~ olusturulmasinda ve  filogenetik
calismalarda kullanilmakta olan molekiiler belirtecler, 6zellikle bir ailenin nesiller
boyunca kalitilan 6zelliklerin izleme olanagi verirken ayrica bir hastalikla ile bu
hastaligin genetik nedeni arasindaki iliskiyi agiklamada da kullanilmaktadir.

Kromozom iizerinde birbirine yakin olan DNA dizileri beraber kalitildiklarindan
dolayr molekiiler belirtegler, asosiyasyon ¢aligmalarinda, hastalikla daha once
iliskilendirilmemis bir geni lokalize etmek i¢in kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

Son yillarda yapilan calismalarda arastirmacilar hedef genleri aramak igin
genellikle 1ilgili genlere yakin olan ve birlikte kalitilan genetik belirtegleri
tanimlamaktadirlar (37).

2.6.1.Tek Niikleotit Polimorfizmleri (SNP)
DNA dizisini olusturan adenin, guanin, sitozin, timin baz ¢iftinden birinin diger
baz ¢ifti ile degismesi tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir. SNP’ler

insan genomunda en sik bulunan genetik varyasyonlardir, sayilarinin 10 milyonu
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ast1g1 diisiiniilmektedir. Insan genomunda SNP’ler ortlama her 1000 baz ¢iftinde bir
bulunurlar ve bir¢ok SNP protein yapisinda ve fonksiyonunda degisiklige neden
olmaz (39). Bir genetik varyasyonun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi i¢in bir
populasyondaki sikliginin en az % 1 olmas1 gerekmektedir.

SNP’ler benzer kosullarda bazi bireylerin daha saglikli iken, digerlerinin
hastaliga yatkin olmasina, ayni hastaligin farkli bireyler arasinda neden farkli
sekillerde seyrettigine ve bazi bireylerin tedaviye olumlu yanit verirken, digerlerinin
vermemesine biiyiik oranda agiklik getirmede kullanilir (38).

Insan genomunda genler tiim DNA dizisinin ¢ok az bir kismin1 kapsamaktadir ve
genler arasindaki DNA dizisinin % 90’dan fazlasi belirli bir tirlin kodlamamaktadir.

Insan Genom Projesi ve takip eden biiyiik ¢capli genom projeleri ile tanimlanmis
olmalari, genomda sik bulunmalari ve kararli bir sekilde dagilim gdstermeleri
nedenleri ile SNP’ler tercih edilen molekiiler belirtegler olmuslardir. Yiksek islem
hacimli genotipleme yontemlerinin (6rn. mikroarray teknolojileri) gelismesi ile
giniimiizde bir defada bir bireye ait milyonun iizerinde SNP kolaylikla
genotiplendirilebirmek miimkiindir. Yukarida belirtilen nedenler de goz Oniinde
bulundurulunca, SNP’lerin son donemlerde yapilan asosiyasyon analizi

caligmalarinda neden yaygin olarak kullanildiklar1 anlasilabilir (40).

2.7.Asosiyasyon Calismalar:

Norogenetik ¢aligmalarin asil hedefi norolojik hastaliklara neden olan gen ve
risk faktorlerinin tanimlanmasi, molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmas: ve
bunlarin sonucunda erken tani1 ve ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
olanak saglanmasidir.

Insan genom sekansini taslagmin 2001 yilinda gikarilmasi ve 2003 yilinda tam
olarak netlestirilmesinden sonra hastaliklarin  genetik  Ogelerini  inceleyen
arastirmalarda patlama olmustur.

Insan genomunun netlesmesini takiben insan genomik varyasyonlarinin
tanimlanmas1 amaciyla yapilan projelerden biri HapMap projesidir. HapMap, 4 farkli
populasyonda yaklasitk 3 milyon yaygin SNP’in frekanslarini ve bu SNP’lerin

arasindaki asosiyasyon paternlerini belirlemek iizere dizayn edilmis bir projedir (41).
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2.7.1.Genom boyu asosiyasyon calismasi

Hastaliga yatkinligin genetik temelinin agiga ¢ikarilmasi i¢in kullanilan giincel
strateji genom boyu asosiyasyon ¢alismalaridir (42).

Yapilan asosiyasyon ¢alismalarinda genomda en yaygin olarak bulunan genomik
varyantlar olan SNP’ler kullanilmaktadir. SNP’ler binlerce jenerasyon once olusan
ve dogal seleksiyon veya sansla yayilan mutasyonlardir. Daha 6nce varolan SNP’e
cok yakin ikinci bir SNP olustugunda (aralarinda onbinlerce baz ¢iftinden de fazla
mesafe olabilmektedir) bu iki varyant alel her zaman bir sonraki jenerasyondaki ayni
ogula aktarilabilmektedir. Iki allelin tesadiifi olmayan bu birlikteligi baglant:
dengesizligi (linkage disequilibirum, LD) olarak tanimlanmaktadir (43).

Linkage analizi, yani aile diizeyinde uygulanan baglanti analizi, sadece etkisi
giiclii olan mutasyonlarin neden oldugu tek gene bagli olan hastaliklar1 tanimlar.
Dolayisiyla etkileri zayif olan bir¢ok genin neden oldugu kompleks hastaliklar i¢in
yetersiz kalir. Insan genetigi devrimi olarak nitelendirilen GWAS, yiiksek sayida
(>1000) hasta/kontrol 6rnegi kullanilarak, ¢ok sayida SNP’yi es zamanli olarak test
eder, boylece etkisi kiigiik olan genleride tanimlayabilir. GWAS yontemi ile son 7
yilda 2000°den fazla genetik lokusun poligenik hastaliklarla iliskisi tanimlanmistir Ki
bunlarin 200’den fazlasi farkli kanserler ile iligskilendrilmis SNP’lerdir (42).

Asosiyasyon calismalari, kohort veya olgu-kontrol olarak yapilabilir. Kohort
calismalarinin ¢ok fazla zaman alict olmast ve seyrek goriilen hastaliklarda
kullanilmaya elverissiz olmas1 gibi sorunlar1 varken olgu-kontrol dizayni ise se¢imle
cok daha fazla kullanilan bir yontem olarak arastirmacilar tarafindan kullanilir (43).

Kalitim modeli bilinmeyen, genetik etkenlerin ise karistigi kompleks ve yaygin
hastaliklarin arastirilmasina ve bu gibi hastaliklarda rol oynayan genlerin
tanimlanmas1 i¢in kullanilan asosiyasyon c¢aligmalari, olgular (belirli bir hastalig
olan kisiler veya belli bir 6zellige sahip bireyler) ve kontroller arasindaki allel
frekansi farkin1 degerlendirmektedir (44).

Asosiyasyon caligsmalar alelleri incelemektedir ve belirte¢ lokustaki belirli bir
allelin (molekiiler marker), hastaliga yiiksek risk olusturan yatkinlik alleli ile nasil

birlikte kalitlandig1 hakkinda bilgi vermektedir.
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2.7.2.Gliomalarin olusmasindaki risk alelleri

Gliomalarin olusmasi iizerinde etkili olan genlerin bulunmasi i¢in giinlimiize
kadar pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarin i¢inde en kapsamli olant GWAS
(genome-wide associatiom study) yani genom boyu assosiasyon ¢alismasidir.

GWAS’ta tiim genom boyunca gliomalarin alt gruplarinda hangi risk allellerinin
daha etkili olduguna bakilmis ve bugiine kadar yapilan ¢alismalarda bes farkli risk
lokusu ve ilgili aleller tespit edilmistir (Sekil-4) (11,40,45).

5p15.33(TERT), 9p21.3(CDKN2B) ve 20q13.33(RTEL1) yerlesimli SNP’lerin
daha ¢ok glioblastoma ile iliskili oldugu, 8q24.21(CCDC26) yerlesimli SNP’lerin
daha c¢ok oligodendrogliomalarla ve IDH-mutant timorler ile iligkili oldugu,
11923.3(PHLDBL1) yerlesimli SNP’lerin ise 6zellikle diisiik dereceli ve IDH-mutant
gliomalarla iligkili oldugu saptanmistir (37).

Chromosome
Region
(SNP)
1—¢—I: |—.—|:
IEFS o 5P15 .:
msu 18 reZTHAS _‘_‘I_O_l
N TERT
| Py T 10 ey .3 5
Pt 4w ey 3.0 % 1074
24 ———— 14
._rB\,_‘.—. n'ﬁmr —_—— e
CCDC2e6
—— ——
i~ Rl 9p21 -
: u—(‘ et r-t'lpﬂ'l'ﬂ =E
. CDENZA/B
»—LJ-T s 11923 H'—_'°—',,"""“
L) SMOA | nuoun "—%—— [®Gr2Oligo & MOA
¢olige| PHLDE1 & Gr 3 Oligo & MOA
— # GBM s 1p/19qg codel
ﬁ—lux 1w & AA 20q13 —— * Oligo & MOA
e —y S A2 wrarbi —_—— Mot codel
. ! . ; | RTEL1 | i _[© oligoamoa |
0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0
Effect Size Effect Size

Sekil-4. GWAS ile belirlenen Glioma risk alelleri (45).

2.8.CCDC26 Geni (8924/rs4295627 polimorfizmi)
Insan 8q24 kromozom bolgesi, gdgiis, prostat, mesane, kolon, akciger,
yumurtalik, pankreas, beyin kanserleri de dahil olmak iizere pek ¢ok kanser tiirii ile

iliskilendirilmistir (46).
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8g24 bolgesi c-myc proto onkogeni de dahil olmak iizere kanserle iliskili birgok
gen igermektedir (47).

GWAS sonuglarma goére oligodendrogliomalarla ve IDH-mutant gliomalarla
iliskili oldugu gosterilen CCDC26 geni 8q24 kromozom bdlgesinde 129,351,691-
129,680,239 Mb (GRCh38) arasinda yerlesik olup yaklasik 329 kb uzunlugundadir
ve 3 farkli alternatif splays izoformu ile 4 ekzon bolgesine sahiptir. CCDC26 bir
lincRNA (long non-coding RNA) geni olup protein kodlamaz. Organ ve dokulardaki
ifade dagilimlar1 farklidir ve birgok dokuda eksprese edilmez. En belirgin ekspresyon
16semi hiicrelerinde goriilmektedir. CCDC26, myeloid hiicrelerin retinoik aside
cevabini regiile ettigi one siirildiigii i¢in “retinoic acid modulator” ya da RAM
olarak ta bilinmektedir. Rs4295627 ise CCDC26’nin uzun izoformunun (CCDC26-
001) birinci intronunda 8:129,673,211 yerlesimlidir. Rs55705857 de tipki 1s4295627
gibi birinci intronda yer alir ve 8:129,633,446 pozisyonundadir; iki SNP aras1 uzaklik
39,765 niikleotiddir.

CCDC26 geninin kromozomdaki lokalizasyonu Sekil-5’de, {ii¢ izoformun

kromozom tizerindeki lokalizasyonlari ise Sekil-6’da gosterilmistir.

pz3.1
p2z
p2l.3
pll.z1
pll.1
qll.z1
qll.23
glz.1
qlz.3
gl3.z2
ql3.3
qz1.11
q21.13
qz1.2
qz1.3
gzz.1
gzz.2
q22.3
423.1
423.3
q24.12
g2d.13
g24.21
g2d.22
g24.23
g24.3

pzl.2
plz

5111

ﬁ

Sekil-5.CCDC26 geninin kromozomdaki lokalizasyonu (61).
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Sekil-6. CCDC26 izoformlariin ve SNP’lerin kromozom lokalizasyonlar1 (61)
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1.Calisma grubu

Calismamizda, Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji AnabilimDali

tarafindan opere edilen ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak

incelenerek “Glioma” tanist konan 135 olguya iliskin kan/timor ornekleri ve 164

kontrola ait kan 6rnekleri ¢alismaya alinmistir.

Bu calismalarda kullanilan olan ve Acibadem Universitesi Kerem Aydinlar

Kampiisii arastirma laboratuarlarinda bulunan techizat listesi asagida listelenmistir.

3.1.2.Cihazlar
Buzdolaplari
Derin Dondurucular
Otoklav
Hassas terazi
Yatay Elektroforez Sistemleri
Elektroforez tanki
Gii¢ Kaynaklar
Thermo-Cycler
Vorteks
Su Aritma Sistemi
Jel goriintiileme sistemi

Mikropipet seti

3.1.3.Kimyasal malzeme ve kitler

: +4 °C, Argelik 3061 Plus

: -20, GSD26410NE Bosch

: Dik Tip Otoklav BES

: XB 220 Presica

: Sub-CellGT BIO-RAD

: BIO-RAD

: PowerPac Basic BIO-RAD

: BIO-RAD

: Heidolph REAX

:Millipore Milli Q SynthesisA10
: BIO-RAD Chemi-Doc

: (P10,P20,P200,P1000)-Thermo

Bu caligmada kullanilan kimyasallar asagida belirtilen iiretici firmalar tarafindan

temin edilmis olup hepsi molekiiler biyoloji kalitesindedir.

Agaroz
Tris-base (C4H11NO3)

. Sigma-Aldrich
: Sigma-Aldrich
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Ethylene-diamine-tetra-acetic acide (EDTA) : Sigma-Aldrich

EDTA disodyum dihidrat (Na,EDTA2.H,0) : AppliChem, A2937.0500
Etidium bromide (C12H,0N3Br) : Sigma, E-7637

Borik asit : Sigma — Aldrich

Steril distile su : Mustafa Nevzat

Sodyum klortir : Sigma — Aldrich

Sodyum fosfat anhidrus : Sigma — Aldrich
Potasyum kloriir : Sigma — Aldrich
Potasyum dihidrojen fosfat anhidrus : Sigma — Aldrich

3.1.3.1.Agaroz jel elektroforezi soliisyonlar:
10X TBE (Tris-Borat-EDTA) : 890 mM Tris-Base
890 mM Borik Asit
20 mM Na;EDTA.2H20, (pH 8.3)

10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB
Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml
% 3’liik Agaroz Jel :1 X TAE Tamponunda % 3 (w/v) agaroz

1X ¢aligma soliisyonu hazirlanist:
20 ml 50X TAE tamponuna 980 ml deiyonize su eklenerek son hacim 1 L’ye
tamamlandi.
Etidium Bromdir Soliisyonu:
10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan korunarak
muhafaza edildi.
3.1.4.Kullanilan enzim ve primerler
3.1.4.1.Polimeraz zincir reaksiyonu malzemeleri
10X MgCl;’stiz Tampon : 750 mM Tris-HCI, (pH 8.8)
200 mM (NH,4),SO

0.1Tween20 (Fermantas)

MgCl, : dH20’da 20 mM (Fermentas)

Deoksiribontikleotidler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Fermentas)

Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Taq DNA Polimeraz
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3.1.4.2. Restriksiyon enzimleri ve reaksiyon tamponlari:
Ncol : 10 U/ul  (New England Biolabs)
Ncol Reaksiyon Tamponu : 10X NEB BUffer
50 mM Tris-HCI (pH 7.9),
10 mM MgCl,,
100 mM NacCl,
100png/ml BSA
Ncol Tanima Dizisi :57...C*"CATGG ... 37
3...GGTACC ... 5’

3.1.5.0ligoniikleotit Primerler

Liyofilize halde bulunan (dondurularak kurutulmus) primer tiipleri 13,000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra 100 uM’lik konsantrasyon elde etmek i¢in
uygun miktarda Tris-EDTA (TE) eklenerek ¢6ziilmiistiir. Primerler 10 pl hacimlere
boliinerek -20 °C de saklanmustir.

Dizi analizi ve PCR reaksiyonlarinda kullanilmak tizere PCR grade H,O ile
diliisyon yapilarak 10 uM primerler elde edilmistir.

Calismada kullanilan olan primerlere ait bilgiler Tablo-4’de verilmistir.

Tablo-4: rs4295627 ve ¢evresinin PCR ile ¢ogaltilmasi igin kullanilan primerler

Uriin
Primer Primer dizisi boyu
Tm(°C) | (bp)
CCDC26-F1 | TGGAAGGAAAAGTGTCTCACCTC | 60.18 217

CCDC-26-R1 | AGAGCCTGGCAGACAACAAC 60.54

3.1.6. DNA Biiyiikliik Markoérleri:
GeneRuler 100 bp DNA markérii: 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ciftlik fragmentler igeren DNA markdrii (Fermentas).
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3.1.7. Plastik Malzemeler:

Pipet uglar1 (10,20,100,200,1000 mikrolitre igin) :Axygene

Eppendorf tiipler (0.2,0.6 ve 1.5mL) :Axygene

Plastik plaklar (PCR ve Megabace i¢in) :Axygene

Falkon Tiipler (50 ml) :Greiner Bio-One
3.2.Yontem

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda -80°C’de saklanan kan &rneklerinden “MagNA Pure LC DNA
Isolation kit” kullanilarak, tiretici firmanin talimatlarina uygun bir sekide genomik
DNA elde edilmistir.

-80°C’den ¢ikartilan kan 6rnekleri oda sicakliginda bekletilip ¢dziildiikten sonra
her ornekten 200 pl olacak sekilde “MagNA Pure LC” otomatize izolasyon
sistemine yerlestirildi ve (MagNA Pure LC Total DNA Isolation Kit, Roche
Diagnostics, Germany) kit iginde bulunan ve sistemin gereksinimlerini iceren
reaktifler ilgili pozisyonlara yerlestirildi ve otomatik islem baslatildi.

“MagNA Pure LC” cihazi igerisinde ilk olarak, lizis tamponu i¢inde bulunan
proteinaz K’nin etkisiyle proteinler parcalanarak niikleik asitler aciga ¢ikarildi;
sonraki islemde, yine lizis tamponu i¢inde bulunan yiiksek tuz konsantrasyonunun
etkisiyle niikleik asitlerin, karigima eklenen manyetik boncuklara baglanmasi
saglandi. Birkag¢ yikama islemiyle, manyetik boncuklara baglanmamis olan maddeler
ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra yiiksek 1s1 etkisi ve tuz konsantrasyonunun
diistiriilmesiyle birlikte niikleik asitler manyetik boncuklardan ayrilarak saf olarak
elde edildi.

Tim bu islemler cihaz tarafindan otomatik olarak gergeklestirildi. Cihazin
igerisinde, Orneklerden otomatik olarak niikleik asit izolasyonu yapan bir kisim ile
islemler sonunda &rneklerin bekletildigi bir sogutma blogu mevcuttu. Izolasyon
islemi sona erdiginde (yaklagik 2-2.5 saat) bu kisimda bekletilen kartuslar alindi ve
elde edilmis olan DNA’lar PCR igin kullanildi.
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3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA’nin daha Onceden belirlenmis ve
cogaltilmas1 istenen bir bdlgesinin laboratuvar kosullarinda enzimatik olarak

cogaltilmasi islemine denir. Genel olarak ii¢ temel basamaktan olusmaktadir:

1) Denatiirasyon
2) Primerlerin baglanmasi

3) DNA sentezi

Ilk olarak gift zincirli DNA molekiiliiniin yiiksek 1s1 yardimiyla tek zincirli hale
getirilmesi saglanir; bu islem 94-96 °C’de gergeklestirilir.

Denatiirasyon basamagindan sonra primerlerin daha diistik 1silarda kendilerine
komplementer tek zincirli DNA ile hibridize olmalar1 saglanir. Bu asamadaki
sicakligin, kullanilan primerlerin G/C oranina ve uzunluguna gore farklilik gosteren
erime sicakliliklarina uygun sekilde ayarlanmasi gerekir.

Son basamakta, genellikle 72 °C’de Taq polimeraz aracilig: ile DNA zincirinde
uzama saglanir. Uzama asamasinin siiresi ¢ogaltilacak DNA boélgesinin uzunluguna
ve kullanilan “taq” polimerazin cinsine gore degisiklik gostermektedir.

Bu ii¢ basamagin her tekrarinda DNA miktar1 teorik olarak iki katina
¢ikmaktadir. Olusan iiriin miktar1 baslangictaki DNA konsantrasyonu ve dongii
sayisina bagli olarak degismektedir.

CCDC26 geni birinci intronunda yer alan rs4295627’yi igine alan bolge, toplam
50 pl hacimde 100 ng genomik DNA kullanilarak son konsatrasyonlar1 1X
Fermantas Taq Buffer, 1.5 mM MgCl,, 100 uM dNTP, 0.2 uM ileri ve geri
primerler (Tablo-4) ve 1.25U Fermantas Taq DNA polimeraz olacak sekilde PCR
yapilarak ¢ogaltilmistir. PCR kosullar1 Tablo-5’deki gibidir ve baglanma (annealing)
sicaklikliklar1 Tablo-4’deki primerlerin Ty, degerlerine gore ayarlanmigtir. Her
primer ¢ifti i¢cin en uygun PCR kosulu, farkli baglanma sicakliklarinda PCR
yapilarak optimize edilmistir. Biitiin PCR {irlinleri % 3’liik agaroz jelde kontrol

edilmistir.
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Tablo-5: rs4295627 (CCDC26) i¢in PCR kosullari

Derece/basamak Siire Dongii
95°C ilk denatiirasyon 2 dakika 1

94°C denatiirasyon 30 saniye

61°C baglanma 1 dakika

72°C uzama 30saniye 37
72°C son uzama 5 dakika 1

4°C Sonsuz 1

3.2.3. Restriksiyon enzimleri ile kesim
Restriksiyon enzim tanima dizileri {izerinde bulunan SNP ve mutasyonlarin
genotiplenmesi bu enzimler yardimi ile goreceli olarak kolaylikla, sofistike teghizata
gerek duyulmadan yapilabilmektedir. DNA’nin  SNP/mutasyon varligi ve
yoklugunda restriksiyon enzimleri tarafindan farkli biyiikliikteki fragmanlara
ayrilmast ve bunun (agaroz) jel elektroforezi yardimi ile goriintiilenmesine dayali
yontem RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) olarak adlandirilir.
Restriksiyon enzimleri, DNA {izerinde yaklagik 5-10 baz uzunlugunda belirli bir
niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve DNA’y1 istenilen bolgelerden
keser. PCR ile ¢ogaltilan ilgili gen bolgesi gesitli restriksiyon enzimleri ile in vitro
reaksiyona sokularak olusan fragment uzunluklari incelenir (PCR-RFLP) ve gen
tizerindeki polimorfizmler hakkinda yorum yapilabilir. RFLP yontemi 4 basamaktan
olusmaktadir:
1) DNA izolasyonu
2) Orneklerin PCR ile ¢cogaltilmasi
3) Elde edilen PCR iiriinlerinin Restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
4) Elektroforez ile kesilen fragmanlarin goriintiilenmesi
Rs4295627 genotipinin belirlenmesi i¢in Tablo 6’belirtilen enzimler ve
restriksiyon sartlart kullanilmistir.
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Tablo-6. Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sartlar1

Polimorfik Niikleotid | Kesim Kesim Bolgesi | Sicakhik | Siire
bolge Degisimi | Enzimi
Rs4295627 GIT Ncol 5'C"CATGG 3’
(CCDC26) 37°C 5-15 dk
3’GGTACAC 5’

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmek ve ayirmak icin standart bir
metottur. DNA fragmanlari uygun bir tamponun i¢ine bir jele yiiklenmis olarak
negatif elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) yiirtitiilerek ayrilir.

DNA’da bulunan negatif yiikli fosfat gruplarinin varligt nedeniyle DNA
molekiilleri anoda dogru yiiriir. DNA bantlar1 etidyum bromiir (EtBr) veya “SYBR
Gold” gibi boyalar ile goriiniir hale getirilir.

Agaroz jel elektroforezi, DNA fragmanlarini molekiiler agirliklarina gore ayirir;
agaroz konsantrasyonlarina gore de degisik ayirim kapasitesi saglar. Yiiksek
konsantrasyonlar kisa fragmanlar1 ayirmada daha spesifiktir. Agaroz jel, agarozun
1X TBE ya da 1X TAE tamponu i¢inde ¢6ziinmesi ve mikrodalgada homojen bir
goriintii elde edilinceye kadar kaynatilmasi ile hazirlanir. Jelin ¢eker ocak altinda
biraz sogumast bekletildikten sonra ig¢ine EtBr (son konsantrasyonu 30-50 ng/ml
olacak sekilde) eklenir. Soliisyon jel kabina dokiiliir, taraklar yerlestirilir ve jelin
polimerize olmasi icin beklenir. Alternatif olarak, EtBr jel i¢ine eklenmez ancak
DNA ayirmm gergeklestikten sonra EtBr iceren bir soliisyon kullanilarak jel/DNA
boyanir.

Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan jel, iginde 1X TBE tamponu
bulunan yatay jel elektroforez aparatina konur, taraklar jelden nazikge ¢ikarilir ve

bdylece drnekleri yliklemek i¢in kuyucuklar olugturulmus olur.
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Bu ¢alismamizda PCR firiinleri ve restriksiyon enzimi kesim iriinleri, standart
tampon ¢ozeltiler kullanilarak yatay elektroforez yardimi ile goriintiilenmistir.
Ornekler % 3’liik agaroz jele, ticari olarak temin edilen Orange G veya BMB igeren
yiikleme tampon ¢ozeltisi (6rneklerin 1/5 hacminde) kullanilarak yiiklenmis ve 120
V’da 40 dakika yiiriitiilmiistiir. Uriin boylarinin belirlenebilmesi icin orneklerle
birlikte 100 bp DNA ladder yiiriitilmistiir ve Chemi-Doc (BIO-RAD) cihazinda UV

15181 altinda analiz edilmistir.

3.2.5.DNA dizi analizi

DNA dizi analizi, belirli bir DNA fragmaninin niikleotit siralamasinin
saptanmasi islemine denir. Gliniimiizde Frederic Sanger tarafindan gelistirilmis olan
zincir sonlandirma yontemi, ilk dizi analizi yontemi olan Maxam-Gilbert kimyasal
kirilma teknigine gére hem daha verimli hemde daha az toksik madde icermesi
nedeniyle tercih edilmektedir.

Sanger yonteminin temel ilkesi DNA zincir uzamasmin sonlandirict olarak
dideoksiniikleotit trifosfatlarin (ddNTP) kullanilmasidir. 2’,3’-dideoksiniikleotit
trifosfat molekiilleri, dNTP’lerden 3’ karbonuna OH grubu yerine H atomu
bulunmasi nedeniyle farklidirlar. Bu molekiiller bir sonraki deoksiniikleotit ile
fosfodiester bagi olusturmadiklarindan DNA zincir uzamasini sonlandirirlar.

Aragtirma toplam 164 saglikli ve 135 glioma tanist konulmus bireyden elde
edilen DNA Ornekleri ile gerceklestirilmistir. CCDC26 gen bolgesinde bulunan
rs4295627°nin  genotiplenmesi icin CCDC26F1 ve CCDC26R1 primerleri
kullanilarak 217 bp’lik bolge PCR ile ¢cogaltilmistir.

PCR fiiriinleri % 3’liikk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Daha sonra
PCR iiriinleri Ncol restriksiyon kesim enzimi ile 37 °C’de 2-16 saat boyunca inkiibe
edimistir. Kesilmis ve kesilmemis DNA agaroz jelde goriintiilenmistir, boylelikle
hasta ve kontrol bireylerin genotipleri belirlenmistir. Ayrica, elde edilen sonuglarin
dogrulugunu kontrol etmek amaciyla 24 oOrnege ait PCR oOrnekleri Roche
piirifikasyon kiti yardimi ile piirifiye edilmis ve tiriinler dizi analizine gonderilmis ve

genotipler belirlenmistir.
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3.2.6.Istatiksel analiz

Hasta ve kontrol gruplarina ait genotip verileri SPSS 21.0 (IBM) ve MedCalc
programlar ile istatistiksel analize tabi tutulmustur. Hasta ve kontrol gruplarinin
genotip dagilimlarinin “Hardy Weinberg Equilibrium” (HWE) p2+2pq+q2 dagilimina
uygunlugu ki-kare testi ile dogrulanmistir. Gliomlarla iliskisi arastirilan
polimorfizmler aditif, dominant, resesif, overdominant ve alel-bazli genotipik
modeller ile incelenmistir. Tim analizlerde istatistiksel anlamlilik smirt p<0,05

olarak kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1.DNA izolasyonu
Kandan elde edilen DNA oOrnekleri (7 pl) alinarak %]1°lik agaroz jelde
incelenmis ve DNA’nin kirtlmadan elde edildigi dogrulanmistir (Sekil-7) .

781 708 705 700 649 6483 615

H_

WVWuwWuwYauuwe

kandan DNA izolasyonu %!1'lik agaroz

Sekil-7. Genomik DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi

4.2. rs4295627 ve cevresinin PCR ile cogaltilmasi
217 bp’lik CCDC26 PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ve EtBr boyamasi ile
UV 15181 altinda goriintiilenmistir (Sekil-8).

100bp 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119

-— S—

Sekil-8. Rs4295627 PCR iiriinlerinin % 3’liik agaroz jelde goriintiilenmesi

4.3. rs4295627 genotipinin RFLP ile belirlenmesi
217 bp’lik rs4295627 (CCDC26) amplifikasyon {iriinleri Ncol restriksiyon
enzimi ile kesilerek % 3’liikk agaroz jelde goriintiilenmistir. Kesimlerden beklenen

fragman uzunluklar1 Tablo-7’de agaroz jel analizleri ise Sekil-9’da gosterilmistir.
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Tablo-7. Rs4295627 i¢in RFLP bilgileri

Polimorfik SNP Niikleotid PCR (bp) Fragmanlar
Bolge Tammlayici Degisimi (bp)
CCDC26 rs4295627 T/G F1-R1:217 108+109

217 bp

108 bp

Sekil-9:Ncol kesim tiriinlerinin %3’liik agaroz jelde goriintiilenmesi

4.4. RFLP sonuclarinin Sanger Dizileme Yontemi ile Dogrulanmasi

Hasta ve kontrol bireyler RFLP yontemi ile genotipleri tayin edilmistir. Ornekler

her asamada konfirme edilip sonug¢larin dogrulugu gosterilmistir. Polimorfizmi

tasiyan ve tagimayan 24 ornek dizi analizi ile dogrulanmistir; Ncol ile kesilen 113

no’lu bireyin dizi analizi goriintiisti Sekil 10’da gosterilmistir.

».

Sekil-10. rs4295627 RFLP sonuglarinin dizi analizi ile konfirmasyonu.
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4.5. Verilerin Istatiksel Analizi

Aragtirma toplam 164 saglikli ve 135 glioma tanili bireyden elde edilen DNA
ornekleri ile gergeklestirilmistir. Saglikli kontrol grubunu olusturan 6rneklerin yas
aralig1 20-80 yas olup, yas ortalamas1 53,5 yastir. Hasta grubu 6rneklerinin yas
aralig1 ise 18-75 yas arasindadir ve yas ortalamasi 42,8 yastir. Her iki grubun cinsiyet

oranlar1 Tablo-8’de gosterilmistir.

Tablo-8. Bireylerin cinsiyete gore dagilimi

Cinsiyet Hasta grubu Kontrol grubu
n, (%) n, (%)
Kadin 55 (40,75) 77 (46,95)
Erkek 80 (59,25) 87 (53,05)
Toplam 135 (100) 164 (100)

Glioma hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin genotip dagilimlar1 incelenmis
ve hasta grubu genotip frekanslar1 Tablo-9 ve Sekil-11°de, kontrol grubu genotip ve
alel frekanslar1 Tablo-10 ve Sekil-11°de gosterilmistir. T ve G alellerinin frekans
dagilimlariise Sekil-12’de verilmistir.

Rs429567°nin gliomlardaki alel frekansinin Sekil 11°de genotip freknasi sekil
12°de gosterilmistir Rs4295627°nin kontrol grubunda ki alel frekanst Sekil 13’de
rs4295627°nin kontrol grubunda ki genotip frekansi Sekil 14’de gosterilmisir.

Tablo-9. Rs4295627-Glioma hasta grubu genotip/alel frekanslari

Genotip
Hasta MAF (%)
Kadin Erkek Toplam
TG 28 (50,9) 43 (53,75) | 72 (53,33) G (34,07)
GG 4 (7,28) 6 (7,50) 10 (7,40)
TT 23 (41,82) 30 (38,75) | 53 (39,26) T (65,93)
Toplam | 55 (100) 80 (100) 135(100)
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Tablo-10. Rs4295627- Kontrol grubu genotip/alel frekanslari

Genotip
Kontrol MAF (%)
Kadin Erkek Toplam
TG 15 (19,48) 29 (33,33) | 44 (26,82) G (17,07)
GG 3 (3,89) 3(3,44) 6 (3,65)
TT 59 (76,62) 55 (63,22) | 114 (69,52) T (82,93)
Toplam | 77 (100) 87 (100) 164 (100)
rs4295627 Gliomalar
®G/G
. . | ET/G
0% 20% 40% 60% 80% 100% T/T
Genotip Frekansi
rs4295627 Kontrol Grubu
| | | ®G/G
| | | | =1/
0% 20% 40% 60% 80% 100% T/T

Genotip Frekansi

Sekil-11: rs4295627 Genotip Frekans Dagilimlar
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Glioma
Sekil-12: rs4295627 G ve T alellerinin giomlar ve kontrollerde frekans dagilimlari

Kontrol

Daha sonra ise, sadece oligodendrogliom hastalar i¢in, hasta ve kontol grubu

genotip dagilimlari incelenmis ve Tablo-11’de gosterilmistir. Bu hastalar i¢in alel

frekans dagilimlart ise Seki-13’de gosterilmistir.

Tablo-11. Oligodendrogliom hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari

Genotip
Hasta Kontrol
Kadin Erkek Toplam Kadmn Erkek Toplam
TG 16(55,17) | 25(71,42) | 41(64,06) | 15(19,48) 29(33,33) | 44(26,82)
GG 3(10,34) | 3(8,57) 6(9,37) 3(3,89) 3(3,44) 6(3,65)
TT 10(34,49) | 7(20,01) | 17(26,57) | 59(76,62) 55(63,22) | 114(69,52)
Toplam 29(100) 35(100) 64(100) 77(100) 87(100) 164(100)
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Sekil-13: rs4295627 nin oligodendrogliomlarda genotip frekans dagilimi

Uciincii  olarak, glioma hastalar1 ig¢inden sadece oligodendrogliom ve

oligoastrositom hastalar1 ve kontrol grubu bireylerin genotip dagilimlar incelenmis

ve Tablo-12’de gosterilmistir.

Tablo-12. Oligodendrogliom ve oligoastrositom hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari

Genotip
Hasta Kontrol
Kadin Erkek Toplam Kadmn Erkek Toplam
TG 29(67,44) | 29(69,04) | 58(63,15) 15(19,48) | 29(33,33) | 44(26,82)
GG 4(9,30) 4(9,52) 8(10,52) 3(3,89) 3(3,44) 6(3,66)
TT 10(23,26) | 9(21,44) | 19(26,33) 59(76,63) | 55(63,23) | 114(69,52)
Toplam 43(100) 42(100) 85(100) 77(100) 87(100) 164(100)

Dordiincti olarak ise, sadece GBM hastalar1 ve kontrol grubu bireylerin genotip

dagilimlart incelenmis ve Tablo-13’de gosterilmistir.
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Tablo-13.

GBM hasta ve kontrol grubu genotip frekanslari

Genotipi
Hasta Kontrol
Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
TG 0 7(36,84) 7(25) 15(19,48) | 29(33,33) | 44(26,82)
GG 0 0 0 3(3,89) 3(3,44) 6(3,66)
TT 9(100) 12(63,16) | 21(75) 59(76,63) | 55(63,23) | 114(69,52)
Toplam 9 (100) 19(100) 28(100) 77(100) 87(100) 164(100)

Besinci grup olarak, sadece IDH mutasyonu tasiyan difliz gliomlar incelenmis ve

kontrol grubu ile karsilastirmasi Tablo-14’de gosterilmistir.

Tablo-14. IDH mutant difiiz gliom hastalarinin genotip frekanslari

Genotip Hasta Kontrol
Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
TG 19(55,9) 30(62,5) 49(59,8) 15(19,48) | 29(33,33) | 44(26,82)
GG 2(5,9) 4(8,33) 6(7,3) 3(3,89) 3(3,44) 6(3,66)
TT 13(38,22) | 14(29,12) | 27(32,9) 59(76,63) | 55(63,23) | 114(69,52
Toplam 34(100) 48(100) 82(100) 77(100) 87(100) 164(100)

Altinct grup olarak, difiiz gliomlar i¢cinden IDH mutasyonu tasiyan ancak

oliogodendroglioma olmayan hastalarda genotip frekanslari hesaplanmis ve Tablo-

15’de gosterilmistir.

Tablo-15.0ligodendrogliomlar hari¢ IDH mutant difiiz gliomlarda genotip frekanslari

Genotip Hasta Kontrol
Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam
TG 6 (50) 10 (55,5) | 16 (53,3) 15(19,48) | 29(33,33) | 44(26,82)
GG 0 0 0 3(3,89) 3(3,44) 6(3,66)
TT 6 (50) 8 (44,5) 14(46,7) 59(76,63) | 55(63,23) | 114(69,52
Toplam 12(100) 18(100) 30 (100) 77(100) 87(100) 164(100)
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Veriler, incelenen parametreler agisindan istatistiksel analize tabi tutulmustur.
Tim testlerde istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak alinmistir. analizler "Statistical
Package for the Social Services" (SPSS) yazilim programina tasinarak ve MedCalc
yazilimi yardimai ile yapilmistir.

Aragtirilan rs4295627 numarali SNP’in gliomalar ile iliskisi alel bazli ve genotip
bazli; aditif, dominant, resesif ve over-dominant modeller {izerinde incelenmistir.
Analizler o6ncelikle tiim hasta ve kontrol grubunu dahil ederek yapilmis, daha sonra
oligodendrogliomalar, IDH mutasyonu tasiyan tiim gliomalar, IDH mutasyonu
tastyan ve oligodendroglioma olmayan tiim gliomalar seklinde alt gruplarda
yapilmustir.

rs4295627 numarali SNP i¢in hasta ve kontrol grubu Hardy-Weinberg (HW)
dengesine yakin bulunmus ve ki-kare testi ile anlamli bir sapma gozlenmemistir
(Tablo-16).

HW dengesi gerektirmeyen aditif genotipik model, over dominant genotipik
model, resesif genotipik model ve alel bazli model uygulanarak varyantlarin
gliomlarla iligkisi hesaplanmis ve Tablo-17’de gosterilmistir.

rs4295627 numarali SNP ile gliomalar arasinda —resesif model harig- biitlin

istatistiksel modellemelerde iliski oldugu gozlenmistir (p<0,0001) (Tablo-17).

Tablo-16.Gliom hasta ve kontro bireyleri i¢cin Hardy-Weinberg denge hesaplamasi

Hardy- Beklenen | Gozlenen Ki-kare p-
Weinberg degeri
q 2 (frekans) 2,91 3,66 0,4523 05
2pq (frekans) 28,32 26,83
p 2 (frekans) 68,72 69,51
q? (say) 48 5
2pq (say1) 46.4 o
p* (sayy 1128 114
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Tablo-17. Farkli modellere gore rs4295627 ile iligkili glioma yatkinlig

Model OR %95 CI p RR %95CI p

Alel bazh | 2,51 1,71-3,68 | <0,0001 1,57 1,33-1,86 | <0,0001
Dominant | 3,53 2,18-5,70 | <0,0001 1,96 1,51-2,54 | <0,0001
Resesif 2,11 0,75-5,95 | 0,1598 1,42 0,95-2,11 | 0,0902
Aditif 3,53 2,22-5,63 | <0,0001 1,96 1,52-2,53 | <0,0001
Over- 3,12 1,92-5,05 | <0,0001 1,8 1,41-2,30 | <0,0001
dominant

Sadece oligodendrogliomali hastalar degerlendirmeye alindiginda, rs4295627
polimorfizmi hastalikla kuvvetli bir sekilde iliskilendirilmis ve G alelinin 3-6 kat
kadar artmis oligodendroglioma riski ile asosiye oldugu gorilmiistiir (p<0,0001,
OR=3,43) (Tablo-18).

Tablo-18. Rs429562°nin oligodendrogliomlar ile iliskisi

Model OR %095 CI p RR %95CI P

Alel bazh | 3,43 2,18-5,41 | <0,0001 2,25 1,71-2,97 | <0,0001
Dominant | 6,3 2,18-5,70 | <0,0001 3,74 2,29-6,09 | <0,0001
Resesif 2,72 0,84-8,79 | 0,0934 1,86 1,01-3,42 | 0,0447
Aditif 6,35 3,37-11,95 | <0,0001 3,75 2,31-6,08 | <0,0001
Over- 4,86 2,62-9,01 | <0,0001 3 1,94-4,63 | <0,0001
dominant

Tiim hasta grubu i¢inden sadece IDH-mutant difiiz gliomlar ve rs4295627
polimorfizmi arasindaki iligki muhtemel biitiin modeller kullanilarak incelenmis ve
IDH mutant difiiz gliomlar ile arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir —resesif

model hari¢. (p<0,0001 ve OR=2,88) (Tablo-19).

Tablo-19. Rs 4295627 ile IDH-mut ant difiiz gliom iligkisi

Model OR %095 CI P RR %95ClI P

Alel bazh | 2,88 1,88-4,41 | <0,0001 1,9 1,49-2,41 | <0,0001
Dominant | 4,64 2,63-8,20 | <0,0001 2,74 1,86-4,02 | <0,0001
resesif 2,11 0,66-6,74 | 0,21 1,55 0,86-2,81 | 0,1475
Aditif 4.6 2,64-8,01 | <0,0001 2,72 1,86-3,99 | <0,0001
Over- 4,05 2,31-7,09 | <0,0001 2,44 1,70-3,50 | <0,0001
dominant

Tiim hasta grubu i¢inden oligodendrogliomlar hari¢ IDH-mutant difiiz gliomlar
ile, rs4295627 polimorfizmi arasindaki iliski muhtemel biitiin modeller kullanilarak

incelenmis ve alel-bazli modelde anlamli bir iligki goriillememesine ragmen,
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(p=0,073 ve OR=1,77), diger 3 modelde istatistiksel olarak anlamli iligki

saptanmustir (2,6 1<OR<4,6) .(Tablo-20).

Tablo-20. Rs4295627 ile IDH-mut oligodendrogliom harig difiiz gliom iligkisi

Model OR %095 CI P RR %95ClI P

Alel bazh | 1,77 0,93-0,0817 | 0,0817 1,6 0,96-2,66 | 0,0734
Dominant | 2,61 1,18-5,74 0,0176 2,22 1,15-4,26 | 0,0169
resesif NA NA NA NA NA NA
Aditif 4,6 2,64-8,01 <0,0001 2,03 1,05-3,92 | 0,0343
Over- 4,05 2,31-7,09 <0,0001 2,44 1,70-3,50 | <0,0001
dominant

46 Rs4295627 Risk Aleli
Bozukluklarin Iliskisi

rs4295627 poilimorfizminin diger genetik degisiklikler iligkisine

ile Gliomalarda Yaygmm Goriillen Genetik

sadece

dominant genotip model ile bakilmistir. Bu genetik degisikler Tablo-21’de

gosterilmigtir.

Tablo-21. rs4295627 ile iliskisi incelenen genetik degisiklikler ve tanimlayici istatistikleri

Hasta
Gegerli Kayip Toplam
N Yiizde N Yiizde N Yiizde

rs4295627dominant * rs55705857 110 42,0% 152 58,0% 262 100,0%
durumu

rs4295627dominant * IDH1 Durumu 109 41,6% 153 58,4% 262 100,0%
rs4295627dominant * 1p19q ko 63 24,0% 199 76,0% 262 100,0%
delesyonu

rs4295627dominant * hTERT promotor 110 42,0% 152 58,0% 262 100,0%
mutasyonu

rs4295627dominant * hTERT C228T 110 42,0% 152 58,0% 262 100,0%
mutasyonu

rs4295627dominant * p16 kaybi 79 30,2% 183 69,8% 262 100,0%
rs4295627dominant * p53 IHC ifadesi 100 38,2% 162 61,8% 262 100,0%
rs4295627dominant * PTEN kaybi 67 25,6% 195 74,4% 262 100,0%
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rs4295627 ile rs55705857 dominant modelle karsilastirilmis ve Tablo-22’de
gosterilmistir.

Tablo-22. 154295627 ve rs55705857 risk alelleri genotip dagilim tablosu

rs55705857 durumu Total
AIA AIG
T/G, G/IG 49 14 63
rs4295627dominat
TIT 38 9 47
Toplam 87 23 110

rs4295627 ve rs55705857 risk alelleri istatiksel olarak karsistirlmis ve sonuglar
Tablo-23’de gosterilmistir.

Tablo-23. rs4295627- rs55705857 iliskisi

p-degeri 95% CI
Alt sinir Ust sinir
Odds Ratio for rs4295627dominant ,829 ,324 2,119
(GG, TG/TT)
For cohort rs55705857 durumu = A/A ,962 794 1,165
For cohort rs55705857 durumu = A/G 1,160 ,550 2,450
Toplam 110

Dominant genotip model kullanilarak 1rs4295627 risk alelinin IDH

mutasyonlaria gore dagilim durumu Tablo 26°da gosterilmistir.

Tablo-24. rs4295627 ve IDH1 mutasyon dagilimi

IDH1 Durumu Total
MUT WT
TIG, GIG 43 20 63
Jrs4295627dominant TIT 25 21 46
Total 68 41 109
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rs4295627 durumu ve

gosterilmistir.

Tablo-25. rs4295627 ve IDH durumu risk karsilastirmasi

p-degeri 95% CI
Alt sinir Ust smir
Odds Ratio for rs4295627dominant 1,806 ,823 3,964
(GG,TG/TT)
For cohort IDH1 Durumu = MUT 1,256 ,918 1,719
For cohort IDH1 Durumu = WT ,695 ,430 1,124
Toplam 109

IDH mutasyon durumu risk analizi Tablo-25’de

Rs4295627 nin 1g19g ko-delesyonu ve sadece 19q delesyonu ile iliskisi

incelenmis ve Tablo-26’da gosterilmistir.

Tablo-26. rs4295627 risk alelinin 1p19q ko delesyonu dagilimi

1p19q kodelesyonu Toplam
WT 1p19q kodel 19q del
T/G, GIG 15 24 4 43
rs4295627 dominant
TIT 4 15 1 20
Toplam 19 39 5 63

Rs4295627 risk alelinin hTERT promotor mutasyonlar: ile iliskisi dominant

genotip model incelenmis ve Tablo29’da gdsterilmistir.7

Tablo-27. rs4295627 risk alelleri ile h\TERT promotor mutasyonu dagilimi

hTERT promotor Toplam
MUT WT
GIG,TIG 38 25 63
rs4295627 dominant
TIT 31 16 47
Toplam 69 41 110

46



rs4295627 genotipi ile hnTERT promotor mutasyonu risk karsilastirmasi yapilmig

ve Tablo-28’de gosterilmistir.

Tablo-28. rs4295627 hTERT promotor mutasyonlari risk karsilastirmasi

Value 95% ClI
Alt stir Ust sinir

Odds Ratio for rs4295627dominant ,785 ,357 1,723
(GG,TG/TT)
For cohort nTERT promoter = 914 ,686 1,218
MUT
For cohort hnTERT promoter = WT 1,166 ,706 1,924
TOPLAM 110

genotip modellemeye gore durumlart Tablo-29’da gosterilmistir.

Tablo-29. rs4295627 genotipi ve hTERT-C228T mutasyon dagilimi

hTERT Toplam
C228T
C CT
rs4295627 GIG,TIG 38 25 63
dominant TIT 26 21 47
Total 64 46 110

Rs4295627 risk alelinin hTERT C228T ile iskisi incelenmis ve dominant

Rs4295627 risk alelinin hnTERT-C228T igin risk analizi yapilmis ve Tablo-30’da

gosterilmistir.

Tablo-30. rs4295627 ve hTERT-C228T risk karsilastirmasi
p-degeri 95% CI
Alt sinir Ust sinur
Odds Ratio for rs4295627dominant 1,228 571 2,639
(GG, TG/TT)
For cohort nTERT 1,090 187 1,510
C228T=C
For cohort hnTERT ,888 ,572 1,379
C228T=CT
TOPLAM 110
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Rs4295627 genotipinin pl6 ifadesine gore dagilimi incelenmis ve Tablo-31’de
gosterilmistir.

Tablo-31.rs4295627 genotipi ve p16 durumu

p16 ifadesi Toplam
Yok Var
G/G,TIG 16 26 42
rs4295627 dominant
TIT 15 22 37
Toplam 31 48 79

Rs4295627 genotipi ve pl6 ifadesi i¢in dominant modele gore risk analizi

yapilmis ve Tablo-32’de gosterilmistir.

Tablo-32. 14295627 ve p16 durumu risk karsilagtirmasi

Value 95% ClI
Alt sinir Ust sinr
Odds Ratio for rs4295627dominant ,903 ,365 2,230
(GG, TG/TT)
For cohort p16 = yok ,940 ,543 1,626
For cohort p16 = var 1,041 129 1,487
TOPLAM 9

Rs4295627 genotipinin p53 ifadesine gore durumlari incelenmis ve Tablo 35°de
gosterilmistir. P53 normal hiicrelerde ¢ok ¢abuk yikildigi i¢in, immunohistokimya
boyama ile pozitif sinyal veren orneklerde p53 geninin kendisinde ya da p53’i
regiiler eden genlerde mutasyon oldugu varsayilmaktadir.

Tablo-33. rs4295627 ve p53 ifadesi

p53 ifadesi Total
Yok Var
GIG, TIG 31 25 56
rs4295627 dominant
TIT 21 23 44
Total 52 48 100

Rs4295627 risk genotipleri ve pS53ifadesi ile risk analizi yapilmis ve Tablo-
34°de gosterilmistir.
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Tablo-34. rs4295627 ve p53 durumu risk karsilastirmasi

Value 95% ClI
Alt sinir Ust smir
Odds Ratio for rs4295627dominant 1,358 ,615 2,999
(GG, TG/TT)
For cohort p53= yok 1,160 , 786 1,711
For cohort p53= var ,854 ,569 1,282
TOPLAM 100

Rs4295627 risk genotiplerinin PTEN ifade durumuna gore dagilimi dominant

genotip model ile incelenmis ve Tablo-35’de gdsterilmistir.

Tablo-35. rs4295627 ve PTEN durumu

PTEN_ifadesi Toplam
var Yok
rs4295627 G/G, T/IG 30 5 35
dominant TIT 28 4 32
Total 58 9 67

36°da gosterilmistir.

Tablo-36. rs4295627 ve PTEN durumu risk karsilagtirmasi

Value 95% CI
Lower Upper
Odds Ratio for rs4295627dominant ,857 ,209 3,518
(GG, TG/TT)
For cohort PTEN= var ,980 ,811 1,183
For cohort PTEN= yok 1,143 ,336 3,888
TOPLAM 67

Rs4295627 risk genotipi ve PTEN ifadesi ile risk analizi yapilmis ve Tablo-
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Molekiiler belirteclerin yani sira rs4295627 nin tiimdr derecesi (grade) ile

iliskisi de analiz edilmistir (Tablo-37).

Tablo-37. rs4295627 risk alelinin tiimor derecesine gore dagilimi

Tiimor derecesi (grade) Toplam
2 3 4
TIG, GIG 44 18 7 69
rs4295627 dominant
TIT 21 6 20 47
Toplam 65 24 20 116

Rs4295627°’nn dominant modele gore dieger genetik degisikliklerle iliskisi istatiksel
olarak “Fisher’s Exact Test” ile incelenmis ve Tablo-38’de gosterilmistir. Sonug
olarak, Rs4295627 ile gliomlarda sik goriilen genetik bozukluklar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki gozlenmemistir ancak rs4295627 ile tlimor

derecesi ve oligodendroglioma histolojisi arasinda kuvvetli bir iliski saptanmustir.

Tablo-38. rs4295627 genotipinin dominant modele gore diger genetik degisiklikler ile
iligkisinin “Fisher’s exact test” ile incelenmesi

Pearson 7 Fisher's Exact
rs4295627 n . Df Test 2-tarafli
degeri .
p-degeri
rs55705857 110 0,154 1 0,814
IDH1 mutasyonu 109 2,191 1 0,164
1p19q kodelesyonu 63 2,133 2 0,344
hTERT promotor 110 1,366 1 0,558
mutasyonlari
hTERT C228T 110 0,276 1 0,697
mutasyonu
p16 ifade kayb1 79 ,049 1 1,000
p53 IHC ifadesi 100 575 1 0,546
PTEN ifade kayb1 67 0,046 1 1,000
Timér derecesi (grade) 116 29,999 2 <0,0001
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5.SONUCLAR ve TARTISMA

Gliomalar histolojik olarak astrositoma, oligodendroglioma, oligoastrositoma,
ependymoma ve koroid pleksus tiimorlerinden olusurlar. Histopatolojik olarak
astrositomalar; ince hiicre uzantilari, yaygin sitoplazmalari, fibrilden zengin glial
timor matriksleri ile, oligodendrogliomalar; yuvarlak hiperkromatik g¢ekirdeklerini
cevreleyen net sitoplazmalari, kiimes teli goriinimlii kilcal damar yapilan ile,
Oligoastrositomalar ise; bahsedilen tiimor hiicrelerini birarada ya da ayri ayn
bolgelerde bulundurmalari ile tanimlanirlar. Tiimdriin derecesi 6rnekleme yapilan
timor dokusunun tiimii iginde en yiliksek dereceye isaret eden bdlgenin derecesine
gore yapilmaktadir(46-48).

Primer beyin tlimorleri tiim kanserlerin sadece % 1-2’sini olusturuyor olmasina
ragmen ortalama kayip yasam yillar1 (YLL ya da “years of life lost”) bakimindan
20.1 w1l ile kanser tiirleri arasinda 1. siradadir. Gliomalarin molekiiler
epidemiyolojisine ve molekiiler patolojisine dair bilgimiz son yillarda biiyiik ilerleme
kaydetmistir. IDH1 ve IDH2 mutasyon durumu, MGMT metilasyonu, 1p19q
kodelesyon statiisti gibi molekiiler bozukluklar prognostik faktorler olarak her gecen
giin klinige daha ¢ok girmektedir. 2007’den bu yana yiiriitilen genom c¢apinda
asosiasyon ¢aligmalarinda (GWAS) ise gliomalara genetik yatkinlila iligkili tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) belirlenmistir. Farkli GWAS calismalarinin
sonugclari istikrarl bigimde 5 genomik bdlgenin gliomlara genetik yatkinlik ile 1ligkili
oldugunu gostermistir: GWAS sonuglarimin  dikkat c¢eken yoOnlerinden birisi,
CCDC26 ve PHLDBI gen bolgelerindeki SNP’lerin (rs4295627 ve rs498872, sirasi
ile) sadece oligodendrogliomlar ve IDH mutasyonu tasiyan gliomalara yatkinlik ile
iliskili olmasi, CDKN2B gen bolgesindeki SNP’lerin primer glioblastomlara
yatkinlikla iligkili olmasi, telomeraz alt iiniteleri olan TERT ve RTELI ile EGFR ve
TP53 yerlesimli SNP’lerin ise tiim gliomlara yatkinlik ile iligkili olmasidir (49-52).

Buradan ¢ikarilabilecek sonuglardan biri, alt tiplere 6zgii yatkinlik saglayan
SNP’lerin gliomagenez sirasinda spesifik molekiiller/yolaklar ile etkileserek
etkilerini gdsteriyor olabilecegidir. Genel glioma yatkinlig ile iligkili SNP’lerin ise
TERT, RTEL1, TP53 ve EGFR gibi onkogenezdeki temel rolleri iyi bilinen genler
tizerinden etki gostermesi sasirtict degildir. Bu nedenler ile, oligodendrogliom ve
IDH mutant tiimoérlere yatkinlik ile iliskili CCDC26 ve PHLDBI yerlesimli
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SNP’lerin spesifik bozukluklar ile etkileserek bu tiimorlere yatkinlik sagliyor olmast
olasidir. Ustelik bu iki genin hiicre igi siirecleri hangi yolaklar iizerinden, hangi
molekiiller ile etkileserek etkiledigi bilinmemekte oldugundan, gliomalara nasil
yatkinlik sagladiklar1 sorusu son derece 6nemli ve ilgi c¢ekicidir. Bu tezde sunulan
arastirmalarin bir hedefi de bu soruya agiklik getirebilmektir.

Bizim yaptigimiz ¢aligmada; 135 hasta grunda ki gliom alt tiplerinin dagilimi
oligodendrogliom, oligoastrositom, astrostitom, GBM ve glimatozisdir. Calismanin
amacina uygun olarak hasta grubunun Onemli bir kismimi diisiik dereceli
oligodendrogliom ve oligoastrositom 6rnekleri olusturmaktadir.

Orneklerin dagilimi Sekil-14’te pasta grafigi ile gosterilmistir.

gliomatozis

astrositomlar__ 5%
13%

oligo+
oligoastro.
%59

Sekil-14. Hasta grubunun glioma alt tiplerine gore dagilimi

Glioma insidansi1 iilkeler arasinda farklilhik gosterir ve Avrupa’ya kiyasla
Afrika/Asya’da daha diisiik insidans gosterir. Bu farkliliklar genetik yatkinliklar
arasindaki farkliliklart yansitiyor olabilir.

Bizim yaptigimiz calismada elde ettigimiz rs4295627 alel frekanslari, diinya
tizerindeki farkli popiilasyonlar ile kiyaslanmistir (Sekil-15). Buna gore ¢aligmamiza
katilan 164 kisilik kontrol grubunda rs4295627 risk alelinin goériilme sikligi tiim
diinyadaki goriilme sikligi ve Avrupa’da goriilme sikligiyla yakin bulunmustur.

Rs4295627 risk alel frekansinin Asya’da en yiiksek oranda goriilmesi, bu SNP’in
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tiim glioma riskini degil de sadece spesifik alt tiplere yatkinlik ile iliskili olmasi ile

agiklanabilir.
ALL

AFR ASN
* T:80% ® T:86% ® T:78% * T.74% * T:81%
G:20% G: 14% G: 22% G:. 26% G:19%

Sub-populations @  Sub-populations @  Sub-populations @  Sub-populations E

EUR sub-populations

CEU FIN GBR IBS TSI
* T:88% ® T:75% * T:80% * T:86% * T:80%
G:12% G:25% G:20% G: 14% G:20%

G
17%

Sekil-15. Rs4295627 risk alelinin farkli popiilasyonlarda goriilme sikligi (61).

Egan ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 704 kontrol ve 699 glioma tanist almis
hastanin yer aldigi1 bir ¢calismada GWAS ile belirlenen risk allelerini, gliomlarin
histopatolojik gruplarina goére incelenmis, CCDC26 rs4295627 SNP’inin  diisiik
dereceli astrositik tiimorlerde ve oligodendrogliomlarla baglantili  oldugunu,
gostermistir (53). Bizim yaptigimiz ¢alismada da CCDC26/rs4295627 G alelinin en
fazla oligodendrogliomlarla, diisiik derece (grade) ile ve IDH mutasyonlart ile iliskili
oldugu sapatanmistir.

ODG’lerde en sik rastlanilan molekiiler genetik degisiklikler 1p ve 19
delesyonlaridir. Kromozom 1p/19q kombine delesyonu, WHO grade II
oligodendrogliomlarda %80- 90 arasi bir oranda izlenirken, WHO grade III
anaplastik oligodendrogliomlarda bu oran%50-70’1ere diismektedir (54).

Bizim yaptigimiz c¢alismada ise oligodendrogliomlarda ¢ok sik gdzlenen 1p19q
ko-delesyonunu rs4295627 risk alelleri ile iliskisine bakildi ancak istatiksel olarak

anlaml1 bir sonug goériilemedi (p=0,33).
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Kromozom 2g33.3'e lokalize izositrat dehidrogenaz-1 (IDH1) insanlarda
sitozolik NADP(+) bagimli izositrat dehidrogenaz enzimini kodlayan gendir. izositrat
dehidrogenaz sitrik asit siklusunda yer alan bir enzimdir ve sitratin a-ketoglutarata
dontistimiint katalize eder (55). IDH1 hiicrelerdeki temel antioksidan olarak gdrev
alan sitozolik rediikte glutatyonun rejenerasyonu icin gerekli NADPH'nin ana
kaynagidir (34). Yapilan g¢alismalarda, gliomlara spesifik IDH1 mutasyonlarinin,
daima izositratin baglanma bolgesini kodlayan 132. kodondaki arginin aminoasidini
etkiledigi bildirilmistir (23).

Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise ortak degerlendirilebilen 109 hastanin 69’unda
132. kodonda yer alan histidini arjinine ¢eviren IDH1 mutasyonu tespit edilmistir.

IDH1 mutasyonlar1 somatik orijinlidir, heterozigottur ve IDH1 enzim aktivitesini
inaktive eder (52). Bu gendeki mutasyon sonucunda, 2-hidroksiglutarat isimli
onkometabolit birikir. Biriken asir1 miktardaki 2-hidroksiglutarat, gliom patogenezi
ve progresyonunda rol oynar (25).

Bizim  yaptigimiz  c¢alismada  oligodendrogliomlarda  goriilen  IDHI1
mutasyonunun rs4295627 risk alelleri ile iliskisine bakildiginda istatiksel olarak
anlamli bir iliski saptanamamistir (p=0,164). Ancak ¢alismamizin vaka-kontrol
boliimiinde ise 1s4295627 G aleli ile IDH mutasyonu tasiyan gliomalar arasinda
hemen tiim modellerde anlamli bir iliski saptadik. Bunun nedeni, ki-kare testinin
istatistiksel iligkiyi ortaya ¢ikarmada yetersiz kalmasi olabilir.

Bizim yaptiZimiz caligmada ozellikle yiiksek dereceli gliomlarda goriilen
hTERT C228T ve C250T mutasyonlar ile rs4295627 risk alelleri arasindaki iliskiye
capraz tablo yontemi ile bakildiginda anlaml bir ilisi gézlenmedi (p=0,70).

CCDC26 geni iginde bir ¢ok SNP bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi de
rs55705857 SNP’i olup, evrimsel olarak korunmus ve metile olmayan CpG kiimeleri
iginde lokalize bir SNP’tir. Rs55705857 nin 6zellikle derece-11 oligodendrogliom ve
IDH-mutant derece-11 astrositomlar/ oligoastrositom ile giiglii asosiyasyon yaptigi
gortlmistiir (59).

Biz de g¢alismamizda rs55705857 genotipi ile rs4295627 arasindaki iligkiyi
inceledik ancak istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ gézlenmedi (p=0,81).

Molekiiler degisikliklerin yani sira tiimdrlerin WHO 2007’ye gore yapilan
derecelendirmesi (grade) ile rs4295627 arasindaki iliskiyi de inceledik ve daha
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onceki caligmalarla uyumlu olarak artan timor derecesi ile rs4295627 ile iliskili
riskin azldigin1 gozlemledik (p<0,0001).

Diinyanin farkli bolgelerinde yapilan ve benzeri Tirkiye Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Baskanligi Epidemiyoloji ve Koruma sube Miidiirliigii'nce
yapilmis bir ¢aligmaya gore gliomalarin erkeklerde goriilme sikligi kadinlara oranla
daha fazla oldugu gosterilmistir (3).

Bizim ¢alismamiza dahil olan hasta ve kontrol gruplarinin demografik yapilarini
kiyaslandiginda 135 hastanin % 59,25°1 erkek, % 40,75’inin de kadin oldugu
belirtilmistir. Bu durum gliomlarin erkeklerde kadinlarda oranla daha sik
gozlendigini dogrulamaktadir.

Son olarak, glioma hasta grubunun olduk¢a heterojen olmasi ve kontrol
grubundaki Ornek sayisinin ¢ok fazla olmamasi sebebiyle 1s4295627 risk
alelinin/genotipinin ~ diger parametreler ile iliskisinde istatistiksel —anlam
yakalanmadigi durumlarda, bu sonucun “iliski yok” seklinde yorumlanmaktan
kagiilmasinin daha dogru olacagini diisiinmekteyiz. Kontrol ve hasta grubundaki

ornek sayisinin artmasi ile daha kesin sonuglara ulasmak miimkiin olabilecektir.
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