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OZET

11. kromozomda bulunan kodlama yapmayan uzun RNA (long-
noncoding RNA (IncRNA) MALAT1 (Metastasis associated in lung
adenocarcinoma transcript 1) geni, ¢esitli molekiler sinyal yolaklarinin
modulasyonunda yer aldidi, hdcre gogu ve invazyonu, bagisiklik,
anjiyogenez ve tumorijenitede etkili oldugu bilinmektedir. Ayni zamanda
timor yerlesimi, tumor buydklGga, farklilagsmasi ve kanser evresi gibi
klinikopatolojik Ozelliklerle de iligkilidir. Ayrica, artan kanitlar MALAT1'in
tumor dokularinda veya vucut sivilarinda anormal eksprensyonunun, tamaor
tanisi ve prognozu igin bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini

gOstermektedir.

Onkogen olarak iglev goren MALAT?’in, glioma dokularinda asiri
ekspresyonunun, timoérin derecesi ve buyuklugu ile pozitif iligkili oldugu
bildirilmigtir. Bununla birlikte, MALAT1'in 06zellikle homojen primer
Glioblastoma (GB) hastalarinin prognozundaki 6nemi belirsizdir. MALAT1'in
anormal ekspresyonu icin mevcut kanitlara dayanarak, MALAT1'in
dizensizliginin primer GB patogenezinde kritik bir rol oynayabilecegini
varsaydik. MALAT1 gibi LncRNA'larin GB'deki genetik mekanizmalarla
birlikte degerlendiriimesindeki eksiklik, bu alandaki mevcut bilgiyi
sinirlamaktadir. Bu nedenle, bu tez calismasinda, IDH-wild tipte primer GB

toplulugunda MALAT1 ekspresyon profillerini analiz etmeyi amacladik.

Calismamizda MALAT1 ekspresyonunun anlamli derecede yukari
dogru regule oldugunu ve IDH wild tipi primer GB'lerde kisa genel sagkalim
ile iligkili oldugunu gosterdik. Ayrica, MALAT1 ekspresyonunun yuksek
seviyesinin bu kohortta daha gen¢ yas ve sol hemisferde GB lokalizasyonu
ile iligkili oldugunu bulduk. Ozellikle, MALAT1 ekspresyonu, insiiler lobda
digerlerine kiyasla anlamli dlgide artmisti.



Sonu¢ olarak, primer GB'de patogenez mekanizmasi tam olarak
anlasilamamigtir. Ek olarak, su anda GB'nin bu alt grubu igin iyilestirici bir
tedavi mevcut degildir. Bu nedenle, bu hastalik igin yeni molekuler
biyobelirtecleri veya terapoétik hedefleri belirlemek 6nemlidir. MALATA
ekspresyonunun ¢esitli kanserlerde hayatta kalmak igin badimsiz bir
prognostik parametre oldugu bildiriimigtir. Calismamizda, ¢ok degiskenli cox
regresyon analizine goére, yuksek MALAT1 ekspresyon seviyesi IDH
mutasyonlari olmayan primer GB hastalari i¢cin bagimsiz bir zayif prognostik
faktordar. Bu nedenle, MALAT1 primer GB hastalarinda potansiyel bir
prognostik belirte¢ ve terapotik hedef olabilir.

Anahtar kelimeler: MALAT1, Glioblastoma, gen, IDH, RNA, DNA,
long noncoding, onkogen



SUMMARY

Investigation of The Prognostic Importance of Long Non Coding RNA

MALATL1 in Primary Glioblastoma Tumors

The IncRNA (Long-noncoding RNA) MALAT1 (Metastasis associated
in lung adenocarcinoma transcript 1) gene which is located on the
chromosome 11 and it is known to be involved in the modulation of various
molecular signaling pathways, influencing cell migration, cell invasion,
immunity, angiogenesis and tumorigenicity. It is also associated with
pathological features such as tumor location, size, differentiation, and cancer
staging. In addition, increased evidences illustrate that abnormal expression
of MALATL1 in tumor tissues or body fluids can be used as a biomarker for

tumor diagnosis and prognosis.

Overexpression of MALAT1 (which acts as an oncogene) in the
glioma have been reported to be positively correlated with the degree and
size of the tumor. However, the importance of MALAT1 especially in
homogeneous primary Glioblastoma (GB) patients, prognosis remains
uncertain. Based on available evidence for abnormal expression of MALAT 1,
we have assumed that the irregularity of MALAT 1 may play a critical role in
the pathogenesis of primary GB. The current lack of information in this field,
is due to the hard task of evaluating the genetics mechanism of LncRNAs (
MALAT1 ) in GB. Therefore, in this thesis we aimed to analyze MALATL1

expression profiles in the IDH-wild type primary GB population.

We demonstrate that MALAT1 expression was significantly
upregulated and associated with short overall survival in IDH wild type

primary GBs. In our study high levels of MALAT1 expression were associated



with a young age group, with the GB being localized in the left hemisphere,
more precisely in the insular lobe when compared with others cohorts.

As a result, the mechanism of pathogenesis in primary GB is not yet
fully understood and no treatment is available. Therefore, it is important to
identify new molecular biomarkers and  therapeutic targets for this
devastating disease. In our study, based on multivariate COX regression
analysis, high MALAT1 expression level were proven to be an independent
poor prognostic factor for primary GB patients without IDH mutations. Also
the release of MALAT1 plays as an independent prognostic parameter for
survival within multiple cancers, including primary GB, where it will serve as a

prognostic marker and therapeutic target.

Keywords: MALAT1, Glioblastoma, gene, IDH, RNA, DNA, long

noncoding, oncogen
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GiRiS

Glioblastoma (GB); erigkinlerde sik gorulen, agresif bir primer beyin
tumoradur (1). Histopatolojik 6zelliklerin tanimlanmasinda belirgin nikleer
atipi ve mitotik aktivite yaninda mikrovaskuiler endotelyal proliferasyon ve
nekrotik aktivite yer almakta olup, evre olarak Diinya Saglik Orgiiti’'niin
(WHO) beyin tumorleri siniflandirmasinda seviyesi en yuksek puan olan evre
4'tur (2). En sik gorulen merkezi sinir sistemi timoru olan meningiomlardan
sonra 2. sirada GB (%30.7) gelmektedir. TUm malign primer merkezi sinir

sistemi timorlerinin % 19.3'Gnld GB olusturmaktadir (3).

GB'ler, de novo mutasyon sonucu olusan primer GB’ler ve dusik
dereceli veya anaplastik astrositomlardan olusan sekonder GB’ler olarak iki
alt gruba ayrilmaktadirlar (4). Bu GB alt tipleri, farkli genetik yollardan
geliserek, farkl yaslarda hastalari etkilerler ve prognozda ve tedaviye yanitta
farkhliklar gosterirler. Primer GB'ler yash hastalarda gorilir ve tipik olarak
EGFR asiri ekspresyonu, PTEN (MMAC1) mutasyonlari, CDKN2A (p16)
delesyonlari ve daha az siklikta MDM2 amplifikasyonu gosterirler. Sekonder
GPB’ler ise daha gen¢ hastalarda gelisir ve genellikle tespit edilebilir en erken
degisiklik olarak TP53 mutasyonlari igermektedirler (5). Primer ve sekonder
GB'lerde bir takim farkli genetik degisiklikler tespit edilmistir, ancak bu
tumorlerin  ayirt edilmesi igin en sik kullanilan dedgisiklikler izositrat
dehidrojenazdaki  (IDH) mutasyonlardir (6). Bircok c¢alisma IDH
mutasyonlarinin sekonder GB'de (>% 80) primer GB'lere kiyasla (<% 5)
daha sik meydana geldigini gostermistir ve bu daha iyi bir prognozla da
iligkilendirilmigtir (7). IDH1 mutasyonu, sekonder GB'nin prognozu i¢in kesin
bir tanisal molekiler belirtectir; bununla birlikte, primer GB ve IDH
mutasyonlarinin  birlikteliginin  prognoz  Uzerindeki etkisi belirsizligini
korumaktadir. Glinimuzde, epigenetik dizenlemeler IDH mutasyonlari ile
birlikte oldugunda, GB'li hastalarda prognozun dizenlenmesinde rol oynadigi
dusundlmektedir (8). Bu epigenetik mekanizmalardan birisi de, kodlayici

olmayan (noncodig) RNAlar olarak tanimlanan 200'den buyuk nukleotit



sayllarina sahip uzun kodlayici olmayan (long noncoding) RNA'lar
(LncRNA'lar) icerir (9). LncRNA'lar, birgok hucresel mekanizma surecinde,
transkripsiyon ve translasyonda, epigenetik mekanizmalarda ve kanser
hicrelerinin diger fizyolojik aktivitelerinde duzenleyici bir rol oynamaktadir.
LncRNA'larin ekspresyon seviyelerinin duzensizligi, beyin timorleri de dahil
olmak Uzere cesitli kanser turlerinde tUmor buyumesi, hicre proliferasyonu,
hicre gbécu ve metastaz gibi birgcok hicresel slrece etki etmektedir (8).
LncRNA'larin farkl olan ekspresyon paternleri, beyin timoérlerinde tanisal ve
prognostik biyobelirtegler ve farmasotik hedefler olarak gorev yapabilecegi
dusundlmektedir (10). Kuguk hacreli disi akciger kanserinde 11913
kromozomunda vyer alan metastaza bagh akciger adenokarsinom
transkripsiyon 1 (MALAT1) kesfedilmis ve bu LncRNA'nin solid timor
metastazina tegvik ettigi bulunmustur (8). MALAT1; tumor hucrelerinin
saldirganligi ile ilgili genlerin duzenlenmesiyle iligkilidir (9). Onkogen olarak
islev goéren MALAT 1, kismen tumor hicrelerinin invaziv ozelliklerini
indUklemektedir (10). Glioma dokularinda MALAT1 asiri ekspresyonunun,
tumorun derecesi ve buyuklagu ile pozitif iligkili oldugu bildirilmistir (9). Son
calismalar, MALAT1'in, gliomalar dahil olmak Uzere, c¢esitli tamor
hicrelerinde en belirgin sekilde dizenlenmis LncRNA'lardan biri oldugunu
bildirmistir (11-13). Bununla birlikte, MALAT1'in 6zellikle homojen primer GB
hastalarinin  prognozundaki 6nemi belirsizdir. MALAT1'in  anormal
ekspresyonu i¢in mevcut kanitlara dayanarak, MALAT1'in duzensizliginin
primer GB patogenezinde kritik bir rol oynayabilecegini varsaydik. MALAT1
gibi LncRNA'larin GB'deki genetik mekanizmalarla birlikte
degerlendiriimesindeki eksiklik, bu alandaki mevcut bilgiyi sinirlamaktadir. Bu
nedenle, bu tez c¢alismasinda, IDH-wild tipte primer GB toplulugunda

MALAT1 ekspresyon profillerini analiz etmeyi amagcladik.



1. Genel Bilgiler

1.1. Glioblastoma Tarihgesi

Tarihte ilk primer beyin timérleri ifadesi ingiliz otopsi raporlarinda
kullanilmigtir ve 1800'de Berns ve 1804'te Abernety tarafindan merkezi sinir
sisteminde timér olusumlari tanimlanmigtir. ilk kapsamli histomorfolojik
aciklama 1865'de Rudolf Virchow tarafindan yapilmig, glial orjinli timorler
olarak isimlendirilmigtir. Virchow, tumorlerin histolojik ozelliklerini, normal
beyin dokusuyla karsilastirarak, iki gruba ayirmistir. Bu gruplari da, dusuk
dereceli gliomalar (MSS tumdrlerinin 2016 WHO siniflandirmasina gore |. ve
II. derece) ve ylksek dereceli gliomalar (MSS timérlerinin 2016 WHO
siniflandirmasina gore lll. ve IV. derece) olarak adlandirmistir (12,14). 1914
yiinda Mallory, bu tumoérler igin spongioblastoma multiform terimini
kullanilmigtir (16). 1926 yilinda Percival Bailey ve Harvey Cushing bu terimi
glioblastoma multiforme olarak degistirerek, mevcut 2016 WHO
siniflandirmasinin  dayandigi modern glioma siniflandirmasinin temelini
olusturmusglardir. Daha ayrintili tanimlama ise daha sonra Zulch, Russell ve
Rubinstein tarafindan yapiimigtir (17-19). Alman noéropatalog Hans-Joachim
Scherer 1930'larda, gliomlarin  morfolojik  6zelliklerini  tanimlamistir.
Arastirmalarina dayanarak, GB ve astrositomun ayni dncu hiicreyi paylastigi
ve bazi astrositomlarin zaman icinde GB'ye ilerleyebilecedi sonucuna
varmistir. Bir ifasesinde "Biyolojik ve klinik agidan astrositomlardan gelisen
sekonder glioblastomlari primer glioblastomdan ayirt etmek gerekir. Bunlar
muhtemelen uzun klinik sure ile uyumlu glioblastomlardir” diyerek GB’leri
klinik ve histopatolojik bulgulara goére iki alt gruba ayiran ilk kisi olmustur
(20,21).

20. yuzyilin ikinci yarisinda, yeni morfolojik ve morfolojik olmayan tani
yontemlerinin  kullanilmasina ragmen, serebral gliomalar alanindaki
arastirmalar yavaglamistir. Multiforme terimi de kaldirilarak ve bu en habis
primer beyin timéri GB olarak adlandirimaya baglanmistir (14). Bu

dénemdeki en buyuk yeniliklerse, GFAP, S100, Vimentin ve surekli pozitif



reaksiyon veren ve genellikle GB ve MSS metastatik lezyonlarinin ayirici
tanisinda yardimci olan immunohistokimyasal (IHC) isaretleyicilerin
tanimlanmasidir. Primer GB ve sekonder GB'lardaki bazi spesifik

mutasyonlar da bu slregte tanimlanmigtir (22-24).

GuUnumuzde, GB'nin baslamasi, ilerlemesi ve hatta tekrari icin en
yaygin olarak kabul edilen hipotez, gliojenik kanser kdk hicrelerinde gelisen
mutasyon birikimi kavramini icermekte ve bu alanda arastirmalar surmektedir
(25). En giincel olarak da, 2016 WHO (Diinya Saghk Orgiiti) Merkezi Sinir
Sistemi  Tumodrlerinin -~ Siniflandirilmasina goére; diffiz  astrositik ve
oligodendroglial timoérler kategorisinde, GB evre IV olarak siniflanmaktadir
(26).



1.2. Glioblastoma Epidemiyolojisi

GB'nin ortalama insidans hizi, Amerika Birlesik Devletleri verilerine
gore 3.19 / 100.000 kisidir (27,28). GB insidansi ulkelere ve bdlgelere gore
de farklihk gostermektedir. Yunanistan'da 3.69 / 100.000 kisi iken, bu oran
Guiney Kore'de 0.59 / 100.000 kisi olarak gortilmektedir. (Tablo 1.2.1). Ulke
sinirlari igerisinde bolgelere gore de farkl insidanslar mevcuttur. ABD'nin
kuzeydogu bolgelerinde insidans 3.9 / 100.000 kigi iken, glney bdlgelerinde
insidans 2.9 /100.000 kisi olarak bildirilmigtir. Kafkasyalilarda ise Afrikalilar ve
Afro-Amerikanlara gore 2.0 kat ylUksektir, Asya ve Kizilderililer de ise
insidans dusuktir ve beyaz irk siyah irka goére 2 kati daha fazla
etkilenmektedir (3,28,29,30,31,32).

TABLO 1.2.1: GB hastalarinin tlkelere goére insidanslari

Ulke Calisma Yili insidans Hizi
Amerika Birlesik Devietleri 2006-2010 3.19
Avustralya 2000-2008 34
Ingiltere 1999-2003 2.05
Kore 2005 0.59
Yunanistan 2005-2007 3.69
Urdiin 2012-2013 0.89

GB insidansinda cografi asimetrik dagilimlarin nedenleri henuz
anlasilamamistir. Bunun icin GB etyolojisinde bircok genetik ve cevresel
faktor arastirilmistir ancak bunlarin cogunlugu sporadiktir ve GB'lerin buyuk

bir kismini olusturan risk faktord henuz tanimlanamamistir (33,34).

GB insidansi erkeklerde 3.97 / 100.000 kisi iken, kadinlardan 2.53 /
100.000 kisidir, yani erkeklerde kadinlardan 1.57 kat daha sik gorulmektedir.
GB'un yerlesim yerine goére cinsiyet-insidans karsilastirildiginda sadece
serebellar boélge GB'lari kadinlarda daha siktir, supratentorial tim
lokalizasyonlardaki GB'ler ve omurlik yerlesimli GB'ler ise erkeklerde daha



siktir (28,35,36). Primer, sekonder GB ayri ayri de@erlendirildiginde, primer
GB'ler erkeklerde daha sik gorulurken (oran 1 : 0.33), sekonder GB’ler
kadinlarda daha sik gorulmektedir (oran 0.65 : 1) (37). Teshis yasi da,
primer GB'ler i¢cin (median tani yasi 64), sekonder GB'lerden (median tani
yasl 40) daha yuksek olma egilimindedir (38). GB insidansi yasla birlikte
artmakta ve 75 ile 84 yaslar arasinda pik yapmaktadir ve 0-19 yas arasi
cocuklarda ¢ok nadir gorulmektedir (Sekil 1.2.1) (39).
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SEKIL 1.2.1: GB insidansinin yas gruplarina gére dagilimi goriilmektedir.

Sagkalim suresi yas ile ters orantilidir. GB tanisi konan tim hastalarin
% 5'i ancak 5 yil yasamaktadir ve bu 6lgim 65 yas ve Uzeri hastalarda %
2'ye dusmektedir (33).

Turcot sendromu, Li-Fraumeni sendromu, Norofibromatozis,
Tuberoskleroz gibi kalitsal sendromlarda GB insidansi artmaktadir (5,40,41).
Tinea kapitis icin kafa derisinin distk doz radyoterapisi ile 1950'lerde tedavi
edilen 10.834 hastayi kapsayan populasyon bazli bir galigmada, gliomlar igin



relatif risk artisi oldugu gosterilmistir (42). Cocukluk ¢caginda primer beyin
tumorleri icin yuksek dozda radyasyon uygulanan ve uzun sureli sag kalanlar
arasinda gliomlar icin risk artisi oldugu gosterilmigtir. Tanisal taramalarin
radyasyon dozu bir risk faktorl olarak yeterli degildir (43). Cep telefonu
kullanimi gliomagenez agisindan yogun olarak c¢alisiimig, ancak kesin bir
iligki bildirilmemistir (44). Beynin iyonlastirici 1sinlanmasi, GB geligimi igin
bilinen en dnemli risk faktéru olarak kabul edilmektedir (45). GB hastalarinda,
psoriazis, astim ve diger alerjilere bagli gen polimorfizmi arastiriimigtir.
Astim, egzema, psoriazis gibi atopik hastaliklar ve alerji riskini artiran
genotipler azalmis GB riski ile iligkili bulunmustur. Kisa sureli (10 yildan az)
anti-enflamatuar ilag kullanimi da GB'e karsi koruyucu bir etki ile iligkili

oldugu gdsterilmistir (46,47).

1.3. Glioblastoma Yerlesim Yeri

GB'ler %95 oraninda supratentoryal bolgede (frontal, temporal,
parietal ve oksipital loblar) yerlesirler, serebellumda nadir goérulirler ve
omurilikte ¢cok daha nadir goriltrler (34,48,49). GB'nin optik sinir kaynakh
olabildigi de bildirilmistir (50). Supratentoryal bolge GB'lari en sik frontal
lobda yerlesirler, ardindan temporal ve parietal loblarda yerlesmektedir (35).
Serebellar GB'ler, nadiren yetiskinlerde goérulir ve tium GB'lerin % 0,4—
3,4'UnU olustururlar (46,51). GB'ler lokalizasyonuna goére farkli davranista
bulunmaktadir. Serebellar yerlesimli GB'ler, supratentoryal bdlge GB'leriyle
kiyaslandiginda daha gen¢ hastalarda (supratentorial GB'de medyan yas 64,
serebellar GB'de medyan yas 50) ve siyah irkta daha sik goértlmektedir.
Ayrica tani aninda da boyutlari supratentorial GB'lere gére daha kuguktir.
Serebellar yerlesimli  GB’lerde, diger GB yerlesim vyerleri ile
karsilagtinldiginda daha kotu sagkalim o6ngoérulmektedir (52). Ek olarak,
supratentoryal GB'ler igin kabul edilen tedavi protokolleri ve prognostik
faktorler varken , serebellar GB'lerde bu faktorler iyi tanimlanmamistir
(53,54). Omurilik GB'leri, diger lokalizasyonlarin aksine daha geng hastalarda

goOrulmektedir, tani yas ortalamasi 27'dir ve %41'i 18 yasindan kugukken tani



almistir. Spinal GB'lerin % 42.2'si torakal bolgede, ardindan % 29.7 servikal
bolgede ve %14 konUs duzeyinde bildirilmistir (36). GB hucrelerinin
leptomeningeal yayillmasi da nadirdir ve hastaligin ge¢ evrelerinde ortaya
cikar, ancak daha gen¢ hastalardan olusan bir seride % 14'e varan siklikta
gorulmasgtur (55,56). Leptomeningeal yayilimin gen¢ yas, erkek cinsiyeti,
tumorde rezidu kalmasi, ¢oklu rezeksiyonlar, tumorun ventrikiler sisteme
yakinligi ve 1p36 delesyonu iliskisi oldugu bildirilmistir (57,58). GB’lerden
kaynaklanan uzak organ metastazi da gorulebilmektedir, bu organlar akciger,

plevra , lenf bezleri, kemik ve karacigerdir, ancak bu durumlar nadirdir (59).

1.4. Glioblastoma Klinik Ozellikleri

GB'ler, beyin parankimi invazyonu, beyin sikismasi, beyin omurilik
sivisi (BOS) tikanmasi (hidrosefali), herniasyon dahil olmak Uzere farkli
sekillerde beyin anatomisinin ve sisteminin degismesine yol agarak farkli
mekanizmalarla nérolojik semptomlara neden olmaktadirlar (60). GB'lerde en
sik gorulen semptom bas agrisidir. Diger belirtiler arasinda nobet gegirme,
bilissel mental degisiklikler, konugma guglugu, bulanti ve kusma, néromotor
fonksiyon kayiplari, 3. ve 6. sinir tutulumlari sayilabilir. GB'nin yerlesim yeri
ve invazyon alanina gore farkli fokal bulgular da gorulebilmektedir (61).
GB'de bas agrisi % 29,4 tek tarafli, % 49,0 bilateral oldugu bildiriimistir ve
tipik olarak donuk, aci veren veya atimli olarak tanimlanmistir. Bu hastalarin
yaklagik yarisinda bas agrisi 4 saatten uzun surmekte ve uzun surenlere
bulanti ve kusma daha sik eslik etmektedir (62). GB'nin yer kaplayici etkisine
bagli intrakranial basing artisi sonucu gelisen bas agrisi genel olarak bilateral
hissedilirken, lokal olarak meninkslerin irritasyonunu sonucu gelisen bas
agrisi ise tek tarafli olarak hissedilir ve tUmorun yerlesim yeri ile agr yeri
iligkilidir (63). NoObet ise en sik temporal ve frontal lob GB'lerinde
gorulmektedir (61). Bolgesel semptomlar da timorin lokalizasyonu hakkinda
bilgi verir. Pariyatel lob timoérlerinde hemipleji, hemiparazi, agrafi, afazi,
agnozi; temporal lob timorlerinde amnezi, aurali ndbetler ve

hallusinasyonlar; frontal lob timadrlerinde anosmi, kisilik degisiklikleri, olfaktor



duyu degisimleri, oksipital lob timorlerinde ipsilateral homonim hemianopsi
seklinde gorme alani kayiplari gorulebilir (63). Teshis sirasinda ortaya ¢ikan
belirti ve semptomlar; hastaligin ilerlemesine bagli olarak ve kullanilan
ilagclara gore zamanla iyilesebilir, daha kotulesebilir veya zamanla
sabitlenebilir (64).

1.5. Glioblastoma Radyolojik Ozellikleri

Noérogorintileme yontemleri olarak Bilgisayarli Tomografi (BT) ve
MRG beyin ve omurilik lezyonlarin tanisinda standart goruntileme yontemi
olarak kullaniimaktadir. BT/MRG glial timdrler hakkinda noninvazif olarak
bilgi saglar ve ayrica tedavi suresinde ve takibinde dnemli yer tutarlar. MRG
ve BT gibi geleneksel goérintiuleme teknikleri, morfolojik bilgiler ortaya
koymakla birlikte, timorin biyolojisi ve etkinligi hakkinda daha spesifik
bilgilerin degerlendiriimesi icin sinirh bilgi saglarlar (65). Kontrasth (BT),
GB’nin tipik 6zelliklerini saptamada MRG'ye gére daha az hassastir. Bu
amagla kullanimi, 6érnegin kanama suphesi oldugunda, kalp pili veya diger

metalik implantlari olanlarda MRG'nin mimkun olmadigi durumlarla sinirlidir

(2).

GPB’ler; BT'de izodens veya hipodens olarak gorulebilir ayrica
icerisinde kalsifikasyon alanlari igerebilir. Cogdunlukla tumodr bdlgesinin
etrafinda hipodens 6dem gorulir. Kontrast madde enjeksiyonunu sonrasi
kontrast tutan bdlgeler, timor dokusunu yansitir (Sekil-1.4.1). Bu tutulum,
neovaskularite varhgi ile iligkilidir, yani bu bolgelerde kan beyin bariyerinin
bozulmasi sonucudur. Kanlanmanin zayif oldugu tumor ici bolgeler ve nekroz
alanlari da hipodens olarak goralurler. Ayrica BT, cerrahi rezeksiyon sonrasi

da kontrol nérogdrintileme olarak kullanilabilmektedir (66,67).



Sekil-1.4.1: 45 yas kadin hasta sol oksipital GB BT goruntuleri. Preoperatif
Kontrassiz BT Axial kesit (A). Preoperatif Kontrasth BT Axial kesit (B).
Postoperatif kontrol BT Axial kesit (C).

MRG normal beyin anatomisini ve intraparankimal patolojileri BT'ye
daha detayli géstermektedir. Heterojen gérinime sahip olan GB'lerde; T1
agirhkh goéruntulerde timorin santralindeki kistik veya nekroz  alanlar
hipointens, daha distaldeki dizensiz sinirli solid noduller timor kisimlari ise
izointens veya hafif hipointens gérinime sahiptir. T2 agirhkli gérintilerde
merkezi genellikle hipointens ve cevresinde heterojen yapida hiperintens
gorunumler vardir. Tumorun gevresinde parankim dokusuna ait 6dem de T2
agirhkh goéruntilemede hiperintens goérunumdedir. Kontrasth imajlarda da
yine kan beyin bariyerinin bozulmasina bagli olarak, solid timoral kisimlarda
kontrast tutulumlari gérulecektir (67-70) (Sekil-1.4.2).
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Sekil-1.4.2: 42 yas kadin hasta sol oksipital Glioblastoma. T1 agirhikh MR
sekansi (A). T2 agirhkli MR sekansi (B). Kontrastli axial MR sekansi (C).
Kontrastll sagittal MR sekansi (D). Kontrasth koronal MR sekansi (E).
Postoperatif kontrol BT axial kesit (F).

Son yillarda, GB’leri daha detayll karakterize etmek igin ileri MRG
yontemleri giderek daha fazla kullaniimaktadir. Bunlar, dinamik duyarlilikh
kontrast (DSC 'dynamic susceptibility contrast’), dinamik kontrast arttirmall
(DCE ‘'dynamic contrast enhancement’), difuzyon tensor goéruntileme (DTI
'diffusion tensor imaging’) ve MR spektroskopisi (MRS 'MR spectroscopy')
gibi daha ylksek dereceli teknikleri igermektedir (72). Ayrica pozitron
emisyon tomografi (PET); prensip olarak tumoér hurelerdeki normal disi
¢ogalmaya bagl olarak artan glukoz metabolizmasini saptanmaya yardimci
bir tani yontemidir. TUmor metabolizmasinin derecesini ve hucrelerin
cogalma hizini belirlemede, bununla birlikte niks bir timoru radyasyon
nekrozundan ayirt etmede Single Photon Emisyon Tomography (SPECT) ve
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PET kullanilabilmektedir (71,72). GB'lerin metabolizmalarinin
belirlenmesinde Manyetik Rezonans Spektroskopi (MRS) de kullanilabilen bir
tetkiktir (73).

1.6. Glioblastoma Patalojik Ozellikleri

GB tani aninda tipik olarak buyUktir ve bir beyin lobunun ¢ogunu
kaplayabilir. Lezyonlar siklikla serebral hemisferlerin subkortikal beyaz
maddesinde bulunur ve en sik frontal lobda goérinerek, bu lobun sinirlarini
asarak temporal lob igine uzanabilirler. Tumor infiltrasyonu siklikla komsu
kortekse ve korpus kallozumdan kontralateral hemisfere ilerlemistir (74). GB
timor dokusu, gevre doku ile belirgin sinir ayrimi olmayan ve bolgesel
heterojenlige sahip olmasi ile karakterizedir. Mitotik ¢ogalma yolundaki
sinyallerde artig, anjiyogeneziste artis ve apoptozise karsi direng gelistiren bu
hicreler; genellikle timoértun periferik kisminda bulunurlar, merkezi timor
alani ise esas olarak toplam tiumdr kutlesinin % 80'ini olusturan nekrotik
dokudan olusmaktadir (74,75). GB tanisal 6zelligi, vaskuller hiperplazi ve
nekrozun tumor dokusunda bulundugu alanlarin varhgidir. GB'nin bir baska
ozelligi de, Ozellikle korpus kallosum gibi miyelinli beyin yapilari boyunca
veya perivaskuler bosluklarda, c¢evresindeki beyin dokusunu hizla istila
etmesidir (2,76,77).

Beyin parankimine infiltre timoér hicreleri, radyolojik taramalarda
kontrastla boyanan tumor sinirinin digindaki normal beyin dokusu igine de
dagilirlar. Bu uydu kanser hucreleri, tedaviden sonra lokal tGmor niksunin
kaynagi oldugu dusinutlmektedir, ¢cinkl beyine infiltre hiicreler primer timor
dokusunun cerrahi rezeksiyonundan kurtulurlar. GB son derece infiltratif
dogasina ragmen, ne subaraknoidal bosluk ne de damar Iimenini istila etme
egilimindedir ve bu nedenle uzak metastazlar, MSS icinde ve disinda nadiren
bulunurlar (74,78,79).

GB en sik, MSS igindeki 6ncll bir lezyonun varligi olmadan, primer GB
olarak gorulir. DUgUk dereceli astrositomlardan gelisen sekonder GB ise

12



vakalarinin  %5'ini olugtur. Primer lezyonlar tipik olarak tani sirasinda
ortalama yasi 62 olan yagh hastalar etkilerken, aksine sekonder GB'lar yas
ortalamasi 45 olan daha gen¢ hastalarda gorulir (4,80,81). Primer ve
sekonder GB fenotipik olarak ayirt edilemez, fakat aralarinda sitogenetik
farklilhk vardir. iki GB alt tipi, malign transformasyonlarinin farkli genetik
yollardan meydana geldigini dusunduren farkli genetik anormallikler
sergilerler. Yetigkinlerde primer GB, epidermal buyume faktori reseptoru
(EGFR) asiri ekspresyonu ve mutasyonu, kromozom 10g'nun heterozigozite
kaybi (LOH), fosfataz ve tensin homologu (PTEN) geninin mutasyonu ve p16
geninin delesyonu ile iligkilidir. P53 genindeki mutasyonlar, 10g kromozomu
heterozigozite kaybi (LOH) ve timor baskilayici RB'yi diizenleyen yoldaki
anormallikler sikhkla sekonder GB'de bulunurlar. Genel olarak, hem primer
hem de sekonder GB'deki bu genetik dedisiklikler, nihayetinde etkilenen
hdcrelerin kontrol edilemeyen buyumesine yol agan birgok mitojenik sinyal

yolunun asiri gogalmasina neden olurlar (4,80,82,83).

GB'nin  hucresel orijini devam eden bir arastirma konusudur.
Geleneksel olarak, GB'nin olgun astrositlerden olustuguna ve progenitor
hicre belirteglerinin ekspresyonunun malign transformasyon slrecinde
farkhlasmasinin bir sonucu olduguna inaniliyordu. Bununla birlikte, son
arastirmalar timorlerin noral kok hucrelerin veya ilgili progenitor hicrelerin
malign transformasyonundan kaynaklanabilecegini gdstermektedir. Bu
teoriye gore, kok hucre benzeri 6zelliklere sahip kanser hucreleri, genis bir
proliferatif potansiyel, kendini yenileme ve multipotensite gibi klasik kok hlcre
Ozelliklerini gdsterirler. Ayrica, izole edilmis kanser kok hicreleri, immun
yetmezlikli farelere implante edildiklerinde belirgin timoérijenik davranis
sergilerler; bu fenotipi taklit eden timorlerin ortaya ¢cikmasina neden olurlar.
Bu nedenle kanser kok hucreleri, sinirsiz buyime potansiyelleri sayesinde
GB blUyumesinin itici gucu olabilirler. Biriken kanitlar, kanser kok hlcrelerinin;
baslangicta kanserojen etkisi olmayan noéral kok hucrelerden veya ilgili

progenitér hicrelerin soyundan geldigini gdstermektedir (74,84,85).
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1.7. Glioblastoma Tedavisi

Standart GB tedavisi, cerrahi, radyoterapi ve alkile edici
kemoterapiden olugsmaktadir. GUunimuzde GB hastalarinin kemoterapi
tedavisinde yaygin olarak temozolomid (TMZ) kullaniimaktadir. Ancak
TMZ’nin etkinligi hastanin O6-metil guanine-DNA metil transferaz (MGMT)

gen ifadesine gore farklilik gostermektedir (2).

Mekanizma olarak alkilleyici bir ajan olan TMZ, DNA’da guanin’in O6
pozisyonuna metil grubu ekleyerek hasar olusturur, boylece sitotoksik etki
gOsterir. Bu hasarlar kanser hucrelerinin  G2/M hicre siklusunda
durdurulmasini saglayarak apoptosize yol acarlar (86). Ancak hastalarin TMZ
kemoterapisine farkli yanit verdikleri gosterilmistir (54). DNA tamir
mekanizmasinda goérevli olan MGMT; yapisinda bulunan sistin grubu ile
DNA'da O6-guanin’ine baglanmis olan metil grubu arasindaki kovalent bir
bagdi katalize ederek ve TMZ tarafindan eklenen metil grubunu DNA’dan
uzaklastirarak, hastanin TMZ ve benzeri alkali ajanlara karsi direng
gOstermesine yol agmaktadir (87). Bazi GB hastalarinin TMZ tedavisine hi¢
yanit vermedigi gorulmustar. Bunun nedeni, GB hucrelerinde MGMT
enziminin fazla sentezlenmesi sonucu kanser hulcrelerinde meydana gelen
DNA hasarinin hizla tamir edilerek, tumér hicresinin TMZ ile
oldartlememesidir (88). Bu hastalarda GB tedavisinin daha etkili olabilmesi
icin MGMT enzimini inhibe etmek hedeflenmistir ve bu amacgla MGMT
inhibitorleri  gelistiriimektedir  (89). MGMT’nin  metilasyon  yoluyla
transkripsiyonel olarak sessizlesmesi, hastanin TMZ tedavisine iyi cevap
vermesinde belirleyici rol oynamasina ragmen MGMT geni metile olmayan
bazi hastalarin da TMZ tedavisine beklenildigi sekilde yanit vermedigini
bildiren ¢alismalar mevcuttur ve bu direncin mekanizmasi henlz tam olarak
bilinmemektedir (90). Bu nedenle MGMT metilasyonunun GB hastalarinda

TMZ direncine yol agan tek mekanizma olmadigi dusunulmektedir (91).

Her ne kadar cerrahi tedavi de dahil olmak uUzere c¢esitli tedavi
secgenekleri mevcut olsa da, adjuvan kemo- ve radyo-terapi ile birlikte,

hastaligin prognozu koétudir ve hastalar genellikle tanidan itibaren 14-15
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aylk ortalama sagkalim gosterirler (4). GB’lerde erken tani ve tedavi,
hastanin sagkalim sdresinin uzatiimasi i¢cin dnem tasir. Tanidan hemen
sonra yapilan cerrahi rezeksiyonu takiben, es zamanli uygulanan adjuvant
radyoterapi ve kemoterapi ile ortalama yasam suresi en fazla 18-24 aya
kadar uzatilabilmektedir (92). GB’ler tedavi modalitelerindeki gelismelere
ragmen, buyuk Olgude tedavi edilemez kalmaktadir (4). Bu malign hastaligin
tedavisinde kargilagilan  zorluk hem tumérin kendi  dogasindaki
karmasikliktan, hem de ilag direncine kargi sahip oldugu sayisiz

mekanizmaya dayanmaktadir (88).

1.8. Noncoding RNA'lar ve MALAT 1 Geni

Teknolojik ilerlemelerle birlikte, memeli genomunun transkripsiyonel
manzaras! detayli olarak gosterilebilmektedir. insan genomun neredeyse %
80'i RNA'ya aktarilirken, % 2'den daha azi protein kodlayan mRNA'y! ifade
eder (102). RNA'larin blyuk bir kismi, herhangi bir biyolojik fonksiyonu
olmadigi dugunulen transkripsiyon gurultisu olarak nitelendirilen kodlayici
olmayan RNA'lardir (ncRNA'lar). Genom alanindaki yeni gelismelerle bu

RNA'larin karmasik ve cesitli islevleri yavas yavas tanimlanmaktadir (95).

NcRNA'lar, uzunluklarina gore iki gruba ayrilabilir: kiguk ncRNA'lar ve
uzun ncRNA'lar. Son yillarda, uzunlugu >200 nukleotid olan uzun
ncRNA'larin hayati hicresel fonksiyonlarin dizenlenmesindeki karmasik
rollerinin oldugu gdsterilmistir (96). 'Metastasis associated in lung
adenocarcinoma transcript 1' (MALAT1); iyi karakterize edilmis uzun
kodlanmayan RNA'lara (IncRNA'lar) ornektir ve c¢esitli  molekuler
mekanizmalar yoluyla farkli biyolojik fonksiyonlar sergilemektedir. Bu yaygin
IncRNA'lar arasinda MALAT1, son birka¢ yilda c¢cok dikkat cekmekte ve
MALAT1 ile ilgili yapilan arastirmalarda dikkate deger bir ilerleme
saglanmaktadir (95,97,98).

11. kromozomda bulunan IncRNA MALAT1, erken evre kucuk hucreli

disi akciger kanseri (KHDAK) galismasinda Ji ve arkadaslari (99) tarafindan
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karakterize edilmistir. MALAT1 erken evre KHDAK'de metastaz ve sagkalimi
ongormedeki klinik 6nemi nedeniyle bu isimle adlandirilmistir. Sonraki
caligsmalar, MALAT1'in normal dokularda yaygin sekilde eksprese edildigini,
diger memeli turleri arasinda da bulundugunu ve potansiyel olarak onemli bir
fonksiyona sahip oldugunu gostermistir (100). Son arastirmalar MALAT1'in
kanser gelisimine ve ilerlemesine bluyuk katkida bulundugunu gdstermistir.
MALAT1; MAPK / ERK, PI3K / AKT, WNT / B-katenin ve NF-kB gibi cesitli
molekuler sinyal yolaklarinin modulasyonunda yer aldigi, hucre gogu ve
invazyonu, bagisiklik, anjiyogenez ve tumorijenitede etkili oldugu
gOsterilmigtir. Ayni zamanda tumor yerlesimi, timor bayuklugu, farkhilagmasi
ve kanser evresi gibi klinikopatolojik 6zelliklerle de iligkilidir. Ayrica, artan
kanitlar MALAT1'in tGmor dokularinda veya vicut sivilarinda anormal
eksprensyonunun, tumor tanisi ve prognozu igin bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (101 - 105).
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GEREG VE YONTEM

2.1. Hastalar

Retrospektif olarak gerceklestiriien mevcut tez g¢alismasinda, Ocak
2011 - Ocak 2016 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Hastanesi Nérosirirji
Anabilim Dali'nda cerrahi olarak tedavi edilen ve patoloji sonucu GB olarak
sonuglanan hastalar, Avicenna Hastane Bilgi isletim Sistemi kullanilarak
tarandi. Elde edilen 124 hastadan, sekonder GB tanisi alanlar, sadece
stereotaktik biyopsi yapilanlar, ailesel genetik hastaliklari olanlar, eslik eden
malignitesi olanlar ve cerrahi rezeksiyondan sonraki ilk 30 gun iginde farkli
nedenlerle Olenler calisma digi birakildi (Tablo 2.1.1). Hasta sec¢im

kriterlerine uyan 75 olgu tez ¢alismasina dahil edildi.

Tablo-2.1.1: Hasta secim kriterleri (calisma grubuna dahil edilme ve calisma

disi birakma)

Hastalarin ¢calismaya dahil edilme kriterleri:
Histopatoloji tarmisinin primer GB olmasi
Hastalarin primer GB tanil rezeksiyon materyallerinin olmasi
Hastalarin calisma digi birakilma kriterleri:
Histopatoloji tanisinin sekonder GB olmasi
Ailesel vaka olmasi
Yondas malignitesi bulunmasi
Hastalarin neoadjuvan kemoterapi ya da radyoterapi almis olmasi
Primer GB tanili rezeksiyon materyali olmayip sadece biyopsi materyali olan hastalar
Cerrahi rezeksiyon sonrasi ilk 30 giin icerisinde farkl sebeplerden dolayi élen hastalar

TUmor doku oOrnekleri konvansiyonel tedaviden (radyasyon veya
kemoterapi) once cerrahi rezeksiyon ile elde edildi. Cerrahi islemler
mikroskop (Zeiss OPMI Pentero Carl Zeiss Inc., Oberkochen, Germany)
kullanilarak beyin cerrahlari tarafindan yapildi. Rezeksiyon derecesi daha
uzun hastaliksiz sag kalim ve hastalarin genel sag kalimi ile korele oldugu
icin cerrahinin  amaci mumkdn oldugunca maksimum rezeksiyonu

saglamakti. 5-aminolevilonik asit (5-ALA), indosiyanin yesili veya fluoresein
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sodyum gibi rezeksiyon derecesini maksimuma g¢ikardigi bilinen intraoperatif
floresans teknikleri higbir vakada rutin olarak kullaniimadi.

Tumér ornekleri Uludag Universitesi Patoloji Anabilim Dali'nda
incelenerek onaylandi ve Diinya Saglk Orgiti'ne (WHO) gére siniflandirildi.
Patoloji Anabilim Dalinda parafinize edilmis 75 adet rezeksiyon materyali
kullanildi. Projeye dahil edilen tum hastalarin FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded) doku bloklari patolojik olarak kontrol edilerek uygun doku

bloklarinin calismaya alinmasi saglandi.

Caligilan tim materyaller igin Uludag Universitesi Etik Kurulu

tarafindan 2017-13 / 98 karar numarasi ile onay alindi.

2.2. DNA izolasyonu

Patoloji arsivinden temin edilen 75 adet parafine gomula her bir
timoér materyali uzman patologlar tarafindan degerlendirilerek, parafin
lizerindeki timor yerlerini tanimladi. Bu bdlgelerden 0.5 cm? ‘lik kesitler 1.5
ullik eppendorf tlplere aktarildi. Bu dokularda ilk olarak, ksilen ve %95’ lik
alkol kullanilarak parafinden uzaklastirma iglemi yapildi. Takiben dretici firma
protokolind uygun olarak DNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak sabit dokulardan her numuneden 4 pl hacminde DNA izole edildi
(Resim-2.2.1).

DNA goruntusu.
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izole edilmis DNA miktari ve konsantrasyonu, bir Beckman Coulter
DU-730 spektrofotometresi (Resim-2.2.2) kullanilarak élgiildi. izole edilmis

DNA'larin absorbans oranini 1,9 ile 2,1 arasinda secilerek sadece kaliteli

DNA'lar caligmaya dahil edildi.

RESIM 2.2.2: DNA dizi analizi yapilan Beckman Coulter DU-730
spektrofotometresi.

2.3. IDH1 / 2 mutasyon analizi

IDH1 ve IDH2'nin nokta mutasyon analizi i¢in doku materyallarinden elde

edilen genomik DNA'lardan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi yapildi.

&
RESIM 2.3.1: PCR analizi igin reaksiyon hazirlama islemi
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RESIM 2.3.2: DNA dizi analizi yapilan Beckman Coulter Analiz Sistemi.

Elde edilen kaliteli PCR urGnlerinden PCR Clean-Up System ile
purifikasyon igslemi sonrasinda, forward ve reverse primerler igin DTCS quick

start kiti ile ayri ayri sekans reaksiyonlari gergeklestirildi.

Sirasiyla 254 bp ve 345 bp uzunlugundaki IDH1 ve IDH2 katalitik
alanini kapsayan fragmanlari temsil eden R132H ve R172H genomik
bolgeleri, asagidaki primerleri  kullanarak ekson 4'Un dogrudan

sekanslanmasiyla analiz edildi:

IDH1 ileri; 5-TGAGAAGAGGGTTGAGGAGTT-3' ve IDH1 geri; 5'-
AACATGCAAAATCACATTATTGCC-3..

IDH2 ileri; 5-CACGCTGAAGAAGATGTGGAA -3' ve IDH2 geri; 5'-
CAGAGACAAGAGGATGGCTA-3

Standart PCR kosullari asagidaki gibidir:

95 ° C'de 2 dakika ve 94 ° C'de 12 saniye denaturasyon, ardindan 40 devir
amplifikasyon, 53 ° C'de 30 saniye sertlestirme ve 72 ° C'de 59 saniye

uzatma ve ardindan 7 dakika 72 ° C'de son bir uzatma periyodu.

20



Son olarak elde edilen nukleotid dizisi, genlerin ilgili bolumleri
Ensembl’da (http://www.ensembl.org/index.html) yer alan normal dizisi ile

karsilastirilarak mutasyon varhigi arastirildi.

2.4. RNA izolasyonu, qRT-PCR analizleri ve LhcRNA MALAT1

ekspresyonu

Patoloji arsivinden temin edilen 75 adet parafine goémull her bir
timoér materyali uzman patologlar tarafindan degerlendirilerek, parafin
uzerindeki tumor yerlerini tanimladi. Bu bolgelerden 0.5 cm2 ‘lik kesitler 1.5
ul’ lik eppendorf tuplere aktarildi. Bu dokularda ilk olarak, ksilen ve %95’ lik
alkol kullanilarak parafinden uzaklastirma islemi yapildi. Takiben uretici firma
protokoliini uygun olarak RNAsy FFPE Mini Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Izole edilen RNA'larin miktarlari ve
konsantrasyonu, bir Beckman Coulter DU-640 spektrofotometresi kullanilarak
her numunenin 4 pl'sinde degerlendirildi. ideal saflikta kaliteli RNA’nin

A260/A230 absorbans oraninin 1.8 — 2.2 olmasi beklendigi i¢in ¢alismada

kullanilacak RNA'larin absorbans oranini 1.8 ile 2.2 arasinda belirledik.
(Resim-2.4.1)

RESIM 2.4.1: RT-PCR analizi islemi (cDNA'larin 96 kuyulu plaklara
yuklenmesi)
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cDNA sentezi ProtoScript M-MuLV Fist cDNA Sentez Kiti kullanilarak
yapildi.

cDNA sentezi igin standart PCR kosullar asagidaki gibidir:
10 dakika 25 ° C, 2 saat 37 ° C ve 5 dakika 85 ° C.

LncRNA'larin  degerlendirmeleri ABI StepOnePlusTM real-time PCR
kullanilarak yapildi. MALAT1 (Hs00273907_s1) ekspresyon seviyeleri kontrol
olarak kullanilan gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz geni (GAPDH)
(Hs.544577) ile normallestirildi.

3.5. istatistiksel analiz

Genetik varyantlarin patojenik 6nemi Endeble ve Clinvar programlari
kullanilarak belirlendi. Genetik alt tipleme, Klinikopatolojik o6zellikler ve
prognozlar SPSS 23 (IBM SPSS Inc., Armonk, NY) ile karsilagtinidi. Cok
degiskenli analiz icin ki-kare testi ve Cox regresyon kullanildi. Genetik
degisikliklerin ve MALAT1 ekspresyonunun hayatta kalim Uzerindeki etkileri

MedCalc 12.4.0'da (Ostend, Belgika) Kaplan-Meier analiziyle saptandi.
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BULGULAR

3.1. Hasta Ozellikleri

Mevcut tez cgalismasinda degerlendirilen Primer GB'li toplam 75
hasta analiz edildi; 34'U (% 45,3) kadin, 41'i (% 54,7) erkekti. Calismadaki
GB'larda yas 31 ile 76 arasinda (median 56 yil) degismekteydi. Tumorlerin
36'sinda (% 48.0) sag beyinde ve 39'unda (% 52.0) sol beyinde lokalize idi.
Tam hastalar, infiltre gliomalarin derecelendiriimesinde WHO kriterlerine gore
evre |V olarak siniflandinldi. Kontrasth MRG ile saptanan gross total
rezeksiyon orani % 27 idi. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri Tablo 3.1.1'de

Ozetlendi.

TABLO 3.1.1: Primer GB hastalarinin klinikopatolojik 6zellikleri

Degiskenler Toplam N(%) = 75 (100)
Cinsiyet

Kadin 34 (45.3%)

Erkek 41 (54.7%)

Yas

<45 24 (32%)

45 51 (68%)

Hemisferik Yerlesim Yeri

Sag Hemisfer 36 (48%)

Sol Hemisfer 39 (52%)

Lobuler Yerlesim Yeri

Frontal 23 (30.6%)
Parietal 20 (26.6%)
Temporal 14 (18.7%)
Oksipital 5(6.7%)
insular 5 (6.7%)
Septal Transkallozal 8 (10.7%)
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3.2. Primer GB'de IDH1 / 2 Mutasyonlarinin Prevalansi

Secilmis 75 primer GB tumor 6rnegi, IDH1 ve IDH2 mutasyonlarini
tanimlamak igin DNA sekanslamasi ile degerlendirildi. 75 GB hastasinin
5'inde (% 6.7) R132H mutasyonu gozlendi (Sekil 3.2.1a). Olgularimizda IDH2
mutasyonu saptanmadi (Sekil 3.2.1b).

A

c

SEKIL 3.2.1. IDH1 4 eksen sekans goérintiisii. (A) IDH1 (R132H) mutasyona
ugramis sekans goruntusi (B) IDH1-wild tipi sekans gorintisu
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GB tumor gruplarinda

IDH mutasyonlari ile yas, cinsiyet veya

lokalizasyon arasinda anlamli iligki bulunmadi (Tablo 3.2).

TABLO 3.2. IDH1 mutasyon durumunun hastalarin 6zellikleri Gzerine etkisi

IDH mutant n=5 IDH wild n=70

Degiskenler (6.7%) (93.3%)
Cinsiyet

Kadin 2 (40%) 32 (45.7%)
Erkek 3 (60%) 38 (54.3%)
Yas

<45 3 (60%) 21 (30%)
>45 2 (40%) 49 (70%)
Hemisferik Yerlesim Yeri

Sag Hemisfer 3 (60%) 34 (48.5%)
Sol Hemisfer 2 (40%) 36 (51.5%)

Kategorik degiskenler sayi1 (%) olarak sunuldu ve Ki-kare testi ile analiz edildi.

Ayrica, Kaplan-Meier sagkalim analizine goére, IDH mutasyon

durumunun genel sagkalim tGzerinde bir etkisi olmamistir (Sekil 3.2.1).

] ——  |DH Wild tipi
100
] —— |DH Mutant tipi
A
= . P=0.811
e | -
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SEKIL 3.2.1: IDH1'in mutasyonunun Kaplan-Meier egrileri,
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3.3. MALAT1'in Primer GB'deki Ekspresyon Profilleri

MALAT1'in tani ve prognoz rolunu belirlemek igcin, bu RNA'nin
ekspresyon durumu, gergcek zamanli PCR kullanilarak; 5 IDH mutant tipi
primer GB hastasinda, 70 IDH wild tipi primer GB hastasinda ve 5 normal
beyin dokusunda analiz edildi. Sekil 3.3.1'te gosterildigi gibi, MALAT1'in
ekspresyon profilleri normal GB dokularla karsilastirildiginda primer GB
tumorlerde 6.36 kat yuksek olmustur (Sekil 4.3.1A; P = 0.025). Ayrica,
MALAT1'in ekspresyonu; IDH wild tip GB numunelerinde, mutant
GB'dekinden anlamli olarak daha yuksekti (Sekil 3.3.1B; 2.59 kat, P = 0.037).

6.36 kat

15+ M 15+ 8.1 kat MALAT1
Py B Rl | |

P=0.007  350kat

| —
P =10.037

104 10

5=

Kat Degisimi

(T B

| |
Normal Doku Primer GB Dokusu

Sekil 3.3.1: (A) Primer GBde MALAT?1in ekspresyon profilleri. (B)
MALAT?’in IDH wild tip ve IDH mutant tip primer GB’deki ekspresyon
profilleri
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3.4. MALAT1'in IDH Wild Tip Primer GB'deki Ekspresyon Profilleri

MALAT1'in ekspresyon profilleri, normal beyin dokularina kiyasla IDH
wild tip GB tumorlerde 8.1 kat fazla olmustur (Sekil 3.3.1, P = 0.007). Alici
isletim karakteristigi (Receiver operating characteristic (ROC)) egrileri
analizine gore MALAT1 kat degisim degerlerinin kesim noktasina gore , 70
tumorun 39'unda (% 56) GB yukari regule edilmis ve 31'inde (%44) asagi
regule edilmistir (Sekil 3.4.1, r =2 2.93; P <0.001).

MALAT1

100

Sensitivite: 100,0
Spesifite : 100,0
Kriter: >2,93

80

[¢]
o

H
o
l 1 1 T l T 1 T l | 1 1 l 1 1 1 l 1 1 1

Duyarlilik (Sensitivite)

20

O s s i s o o o o o wific oo
20 40 60 80 100

Ozgiilliik (Spesifite)
Sekil 3.4.1. IDH wild tip primer GB'deki MALAT1'in cut-off dederi (Receiver

operating characteristic (ROC) egrileri analizine gore).

o

Klinikopatolojik ozellikler ile MALAT1 ekspresyonunun duzensizligi
arasindaki iligkiyi belirlemek igin hastalar, MALAT1 ekspresyonunun Kkat
degisim degeri, ayirici olarak kullanilarak iki gruba bolundu. MALATL1
ekspresyonu ile cinsiyet arasinda iliski yoktu. Bununla birlikte, artan MALAT1
seviyesi azalmig yas ve tumor lokalizasyonu ile iliskiliydi (sirasiyla P = 0.032,
P = 0.025;). MALAT 1'in ekspresyon seviyesinin sol hemisfer GB timoérlerinde
daha yuksek oldugu bulundu (P = 0.025). MALAT1 ekspresyonu, 0Ozellikle
insular lobda, digerlerine gore artmigtir (P = 0.004) (Tablo 3.4.1).
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TABLO 3.4.1. MALAT1 ekspresyon duzeyleri ve hasta ozellikleri

Degiskenler Dasik MALAT1 Yiiksek MALAT1 P degeri
n= 31 (44%) n= 39 (56%)

Cinsiyet > 0.05

Kadin 16 (51.6%) 15 (48.4%)

Erkek 15 (38.5%) 24 (61.5%)

Yas

<45 6 (25%) 18 (75%) 0.032

>45 25 (54.4%) 21 (45.6%)

Hemisferik Yerlesim Yeri

Right Hemisphere 11(33.3%) 22 (66.7%)

Left Hemisphere 20 (54.1%) 17 (45.9%) 0.025

Lobuler Yerlegim Yeri

Frontal 10 (45.5%) 12 (54.5%)

Parietal 8 (42.1%) 11 (57.9%)

Temporal 6 (54.6%) 5 (45.4%)

Oksipital 3 (60%) 2 (40%)

insular 0 (0%) 5 (100%) 0.0004

Septal Transkallozal 4 (50%) 4 (50%)

Kategorize edilmis degiskenler sayi (ylizde%) olarak sunuldu ve Ki-kare testi ile analiz edildi.
* P degeri kalin yazilmis degerler p <0.05 olarak anlaml

Bununla birlikte MALAT1 ekspresyonu ile genel hasta sagkalimi
arasindaki iliskiyi arastirmak icin log-rank analizi ile Kaplan-Meier edgrileri
uyguladik. MALAT1 ekspresyonu yuksek olan hastalar, MALAT1
ekspresyonu dusuk olanlar ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha kisa

sagkalim sureleri oldugunu tespit ettik (P <0.001, Sekil 4.4.2).

—— Disuk Malat1

-

o

o
|

——  Yuksek Malat1l

P <0.001

o
o
llllllllll!llllllll

Hayatta kalma yiizdesi

o

1 I 1
500 1000 1500

Gunler

o

SEKIL 3.4.2: MALAT1'in mutasyon ekspresyonunun Kaplan-Meier egrileri.
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Ayrica, yas, tumor lokalizasyonu, IDH mutasyonu ve genel sagkalimin
MALAT1 ekspresyon durumunu iceren ¢ok degigskenli cox regresyon
modeline gore, MALAT1 yukari regulasyonunun, medyan takibi olan primer
GB'li hastalarda kétu prognozun 6énemli bir prediktért oldugu bulundu (Tablo
4.4.2; P =0.034).

TABLO 3.4.2: MALAT1 ekspresyon seviyelerinin prognoz uzerindeki etkisi

Degiskenler Hazard Orani Alt Ust

Yag 1.294 0.537 1.834
Tamor Lokalizasyonu 1.021 0.582 1.736
MALAT1 yiksek/dislk 2.120 0.374 2.958
IDH mutasyon durumu 1.364 0.283 1.834

IDH-wild tird primer GB'de genel sagkalimin Cox Regresyon Analizi

Bu veriler MALAT1'in primer GB timorlerde bir onkojen olarak hareket

ettigini gosterdi.
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TARTISMA VE SONUG

Bu calismanin temel amaci, primer GB'de MALAT1 ekspresyon
seviyesinin prediktif rolinU belirlemekti. Ayrica, IDH'nin gliomalarda énemli
proteinleri olmasi nedeniyle, IDH mutasyon durumunu analiz ettik. Her ne
kadar IDH mutasyonlari primer GB'de nadir olsa da, bu mutasyonlar
sekonder GB'de sikhkla gozlenir. 2016 WHO kriterlerine goére, IDH
mutasyonlart primer ve sekonder GB'nin ayirt edilmesinde siklikla
kullaniimaktadir. Primer GB'de prognoz Uzerindeki rolu hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir (106). Bu nedenle primer GB tiumor érneklerinde IDH1 ve IDH2
mutasyon durumunu analiz ettik. Calisma grubumuzdaki hastalarin % 6'sinda
IDH mutasyonu saptandi. IDH1 mutasyonlari primer GB'nin% 5-12'sinde
bildirilmigtir. Ayrica, ¢alismalar gliomalarda IDH mutasyonunun varhgdinin
nispeten daha iyi prognoz ve geng yasta ortaya ¢ikmasi ile iligkili oldugunu
gOstermistir (4,5,91,107). Yan ve ark. (108) Cinli 118 primer GB hastasinda
prognostik bir faktor olarak IDH1 mutasyonunun sinirli oldugunu bildirmistir.
Bildigimiz kadariyla, Turk populasyonunda GB'nin IDH mutasyon durumu
hakkinda sadece bir c¢alisma bildiriimistir. Bu c¢alismada IDH1
mutasyonlarinin primer GB igin prognostik belirleyici oldugu bulundu (109).
Ancak, calismanin istatistiksel verilerinde c¢eligkiler vardir. Calismamizda
tumor niksu ve IDH mutasyon durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark yoktu (109). Ayrica ¢calismamizda herhangi bir klinik 6zellik ile IDH

mutasyon durumu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark yoktu.

MALAT1'in duzensizligi metastaz ve c¢esitli kanser tiplerinde
tedaviden sonra timorin tekrar olusma riski ile iligkilidir (110). MALATL'in
cesitli gliomlarda ekspresyonun arttigina dair kanitlar vardir (13). Bununla
birlikte, primer GB'de MALAT1'in prognoz Uzerindeki ekspresyon profilleri
bilinmemektedir. Bu calismada MALAT1'in primer GB'de yukar reglle
edildigini bulduk. MALAT1'in GB cinsinden ekspresyon profili tartismalidir.
Fawzy ve ark. (111) MALAT1 ekspresyonunun GB'li Misirli hastalarda asagi
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regule edildigini gostermigtir. Ek olarak, bu c¢alisma diusik MALAT1
ekspresyonunun nuks, dusuk genel sagkalim (overall survival (OS) ve daha
kisa hastaliksiz sagkalim (disease-free survival (DFS)) ile iligkili oldugunu
gOstermigtir (111). Han ve ark. (112) MALAT1'in, MMP2'nin asagi
regulasyonu ve ERK/MAPK sinyallemesinin inaktivasyonu ile glioma
hdcrelerinde bir tumor baskilayici gen olarak hareket ettigini bildirdi. Bununla
birlikte, Chen ve ark. (110) MALAT1'in 192 primer GB dokusunda ve GB
hicre hattinda yukari reglle oldugunu saptadi. Ayrica, Chen ve ark. (110)
MALAT1'in TMZ'ye direngli hastalarda prognostik bir belirteg olarak
kullanilabilecegini gostermistir. LncRNA'nin ekspresyon profilleri, farkli etnik
kokene sahip hastalarin timorlerinde farkli olabilir. Bu nedenle, bu celigkili
sonug, MALAT1'in primer GB'deki fonksiyonel rolinl arastirmak igcin daha

fazla hasta bazl arastirmaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Calismamizda MALAT1 ekspresyonunun anlamli derecede yukari
dogru regule oldugunu ve IDH wild tipi primer GB'lerde kisa genel sagkalim
ile iligkili oldugunu gosterdik. Ayrica, MALAT1 ekspresyonunun yuksek
seviyesinin bu kohortta daha gen¢ yas ve sol hemisferde GB lokalizasyonu
ile iligkili oldugunu bulduk. Ozellikle, MALAT1 ekspresyonu, insiler lobda
digerlerine kiyasla anlaml dlglide artmisti. Onceki calismalarda MALAT1
ekspresyonunun duzensizliginin tumor lokalizasyonu ile iligkili olmadigi
gOsterilmistir.  Bununla birlikte, primer GB hastalarinda MALAT1'in

klinikopatolojik 6zellikler uzerindeki rolu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Sonug¢ olarak, primer GB'de patogenez mekanizmasi tam olarak
anlasiimamigtir. Ek olarak, su anda GB'nin bu alt grubu igin iyilestirici bir
tedavi mevcut degildir. Bu nedenle, bu hastalik igin yeni molekuler
biyobelirtecleri veya terapodtik hedefleri belirlemek 6nemlidir. MALAT1
ekspresyonunun ¢esitli kanserlerde hayatta kalmak igin badimsiz bir

prognostik parametre oldugu bildirilmigtir (12, 106).
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Calismamizda, ¢ok degiskenli cox regresyon analizine gore, yuksek
MALAT1 ekspresyon seviyesi IDH mutasyonlari olmayan primer GB hastalari
icin bagimsiz bir zayif prognostik belitec adayi oldugu belirlendi. ileri
analizleri gerekmekle birlikte ¢alismamizin sonucunda, MALAT1’in primer GB

tumoru icin prognostik belirte¢ ve terapotik bir hedef oldugu 6ngorulmektedir.
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