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OZET

Medulloblastoma (MB), ¢ocukluk ¢caginda gorulen en yaygin malign
beyin tumadradar. Bu timorlerde tedavi; cerrahiye ek olarak radyoterapi ve
kemoterapidir. Ancak uygulanan kemoterapi, MB’lara 6zgu olmayip diger
pediatrik glial timorlerde kullanilan ilaglarla sinirl kalmaktadir. Son donemde
yapilan c¢alismalarda her MB’nin ayni 6zellikte olmadigdi, molekuler dizeyde
farkh alt gruplarinin bulundugu, farkh hastalarda degisik prognoz gésterdigi
belirtiimistir ve Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH), Grup 3 ve Grup 4

olmak Uzere dort alt gruba ayriimistir.

MB’larin biyolojik alt tiplerine dayanan bu grup ayrimlari genellikle
klinik olarak yapilabilmektedir. Klinik olarak belirlenen alt gruplarin, molekuler
olarak da belirlenmesi ve desteklenmesi, hasta gruplarinin net ayriminin
yapilmasi ve tedavi protokollerinin bu dogrultuda sekillenmesi i¢cin énemli

olabilecegi dustunulmektedir.

Mevcut tez galismasinda hasta secim kritelerine gore belirlenen Turk
populasyonuna ait MB’larda, CTNNB1, AXIN, PTCH1, SMO, SUFU ve GLI1
MRNA ekspresyon degisimleri incelenerek WNT-MB ve SHH-MB alt tiplerinin
molekuler duzeyde belirlenmesi ve klinik olarak karsilastiriimasi
amaclanmistir. Bu kapsamda klinik olarak WNT-MB ve SHH-MB gruplarinin
ayrimi; hastalarin yasi, cinsiyeti, sag kalim suresi, lezyonun yerlesim yeri ve
radyolojik 6zellikleri dikkate alinarak gerceklestiriimigtir. Molekuler ayrimi ise
CTNNB1, AXIN, PTCH1, SMO, SUFU ve GLI1 mRNA ekspresyon
degisimlerinin gercek zamanhh PCR (RT-PCR) analizi ile incelenerek
gerceklesmistir.

Sonug¢ olarak olgularin molekller anlamda %17,8’inin WNT-MB,
%22,2'sinin SHH-MB grubuna dahil oldugu belirlenmigtir. Klinik ve molekuler
verilere gore yapilan grup ayrimlarn karsilastirildiginda WNT-MB grubunda
%72,7, SHH-MB grubunda ise %66,6 oraninda eslesme gozlemlenmistir.



Bu tez, WNT-MB ve SHH-MB gruplarina dahil olmayan tumorlerin
klinik, patolojik ve demografik 6zelliklerine ve MYC, MYCN, GFLB1, OTX-2,
KDMB6A, SNCAIP genlerinin mRNA duzeylerine gére Grup 3-MB ve Grup 4-

MB olarak ayrilabilmesine zemin hazirlayacaktir.

Anahtar kelimeler: Medulloblastoma, WNT, SHH, Molekuler Tani



SUMMARY

Retrospective Clinical And Molecular Determination Of WNT And SHH

Subgroups In Our Medulloblastoma Tumor Cases

Medulloblastoma (MB) is the most widely seen malign brain tumor in
childhood. In addition surgery, treatment for this tumor is radiotherapy and
chemotherapy but there is no spesific chemotherapy for MBs. It is limited by
theraphies which is used for other pediatric glial tumours. Recent researches
showed that, all MB cases have not same property, have different subgroups
in molecular level, shows different prognosis for different patients and divided
into four groups such as Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH), Group 3
and Group 4.

Generally, these group distinctions based on the biological subtypes
of MBs can usually be made clinically. It is thought that clinically determined
subgroups can be important for molecular identification and support,
differentiate patient groups obviously, and determining the treatment protocols
from this respect.

In this thesis study, it was aimed to determine the WNT and SHH
subtypes at the molecular level and to compare them clinically by examining
the CTNNB1, AXIN, PTCH1, SMO, SUFU and GLI1 mRNA expression
changes in MBs of Turkish population determined according to patient
selection criteria. In this context, the clinical distinction between WNT and SHH
groups are realized by considering the age, gender, survival time, location of
the lesion and radiological features of the patients. Molecular separation was
performed by real time PCR (RT-PCR) analysis of CTNNB1, AXIN, PTCH1,
SMO, SUFU and GLI1 mRNA expression changes.

As a result, it was determined that 17.8% of the cases were included

in the WNT group and 22.2% in the SHH group. When comparing group



differences based on clinical and molecular data, 72.7% matches were
observed in the WNT group and 66.6% in the SHH group.

This thesis will set the grounds for the tumors that are not included in the WNT
and SHH groups to be divided into Group 3 and Group 4 in terms of the clinical,
pathological and demographic characteristics and mRNA levels of the MYC,
MYCN, GFLB1, OTX-2, KDM6A, SNCAIP genes.

Keywords: Medulloblastoma, WNT, SHH, Molecular diagnosis
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GIiRIS

1. Genel Bilgiler

1.1. Pediatrik Beyin Tumorleri

Santral sinir sistemi (SSS) tumorleri, cocukluk caginda I6semi ve
lenfomalarin ardindan en sik gortlen malignitelerdir. Bunun disinda ¢ocukluk
caginda en sik gorilen solid malignite, SSS timorleridir. Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki pediatrik primer malign ve benign tim SSS timorlerinin
insidansi $3,67/1.000.000/ yildir (1).

Surveyans, epidemiyoloji ve uluslararasi ¢ocuk kanserleri
siniflamasina (ICCC) gore beyin tumdrleri tim c¢ocukluk c¢agi kanserleri
arasinda en yaygin O0lum nedenidir. Belirti ve semptomlar; tiumoran yeri,
gocugun yasl ve tumor buyime hizi gibi cesitli faktérlere baghdir.
Supratentorial timorler; 3 yasindan 6nce ve 10 yasindan sonra daha sik
gorulurken, 4 ila 10 yas arasi donemde infratentorial timorler daha yaygindir.
Klcguk cocuklarda Medulloblastoma (MB) veya atipik teratoid/ rabdoid timor
(AT/RT) gibi embriyonal kokenli timdrlerin goérilme sikhgr daha yuksek iken
blyUk ¢ocuklarda ise glial kdkenli timdrler daha sik goralur (2).

Son 30 yilda, tedavi seceneklerindeki gelismelere paralel olarak
cocukluk cagi kanserlerinde sag kalim oranlarinda da onemli iyilesmeler
olmustur (3). Cocukluk ¢agi kanserleri ICCC’'na gére 12 ana grup altinda
incelenir (4) (Tablo-1) .



Tablo-1: Uluslararasi Cocuk Kanserleri Siniflamasi (4)

1 Lésemiler, myeloproliferatif ve myelodisplastik hastaliklar
2 Lenfomalar ve retikiikoendotelyal neoplazmlar

3 Santral sinir sistemi neoplazmlari

4. Noéroblastoma ve dider periferik sinir hiicresi timorleri

5. Retinoblastoma
6

7

8

9

Renal timdorler

Hepatik timorler

Malign kemik timorleri

Yumusak doku ve diger ekstraossedz sarkomlar

10. Germ hiicreli timorler, trofoblastik timdorler ve gonad neoplazmlari
11. Diger malign epitelyal neoplazmlar ve malign melanoma
12. Diger ve net ayird edilememis malign tiimorler

Yaslara gore dagilimda farkliliklar olsa da Turk Pediatrik Onkoloji
Grubu (TPOG) ve Turk Pediatrik Hematoloji Dernedi (TPHD)'nin kayitlarina
gore, ICCC ile benzer sekilde, c¢ocukluk c¢aginda Ulkemizde de
|I6semi/lenfomalar ardindan en sik SSS tumorleri gorular (5, 6).

SSS embriyonel tumorleri, genellikle ¢ocuk yas grubunu etkileyen
cogu malign, kotl diferansiye tumorlerdir. Embriyonel SSS neoplazileri
kategorisinde 2016 yilinda Dinya Saglik Orguti (DSO) tarafindan revize
edilen siniflama sonucunda; MB, Cok katmanl rozet olusturan embriyonel
timorler, Medulloepitelyoma, Noroblastoma, Ganglionéroblastoma, AT/RT yer
alir. Bu lezyonlar cerrahi sonrasi hem kemoterapi hem de kraniospinal
radyasyon ile agresif olarak tedavi edilirler. Sag kalim ve tedaviye verilen yanit
farkli klinik tablolar arasinda degigsmektedir. SSS’nin tim embriyonel timorleri
DSO evre IV olarak kabul edilmektedir (7).

1.2. Medulloblastoma Tarihgesi

“‘Medulloblastoma” adi ilk olarak 1925 yilinda Harvey Cushing ve
Percival Bailey tarafindan tanimlanmigtir. Cushing ve Bailey baslangicta
ergenlerde gorilen posterior fossa timoérinli tanimlamak icin
“Spongioblastoma cerebelli” terimini kullanmislardir. Ancak Globus ve Strauss
bu timdrun adini “Spongioblastoma” olarak tanimlanan farkli bir glial

tumorden ayirt etmek icin “Medulloblastoma” olarak degistirmiglerdir (8, 9).



Cushing, ilk olarak MB’nin tanimlayici ozelliklerini, yani serebellar
vermisten koken aldigini, uzak metastaz yaptigini, geng erkeklerde daha sik
goéruldugunu, belirti ve bulgularin ¢ok kisa sure iginde ortaya ¢iktigini ve
postoperatif mortalitenin %30 oldugunu tanimlamigtir. Ardindan daha genis
rezeksiyon uygulanan hastalarin sadece biyopsi yapilan hastalara kiyasla
daha uzun sag kalim suresine sahip oldugunu gozlemlemistir (10).

1970'lerde sag kalim surelerini iyilestirmek icin tedavi protokoline
cerrahiye ek olarak radyoterapi ve adjuvan kemoterapi eklenmistir (11).

1980'lerin baslarinda, MB’lar ile supratentorial bolgede ortaya ¢ikan
diger kuguk yuvarlak mavi hdcreli timorler arasindaki histolojik benzerlige
dayanarak, bu timorlerin ilkel néroektodermal timorler (PNET'ler) grubu
icinde siniflandiriimasi  6nerilmistir (12). Ancak yeni yapilan c¢alismalar
sonucunda posterior fossadaki kugik yuvarlak mavi hadcreli tumorlerin,
serebral korteks ve pineal bolgede yerlesmis tumdrlerden molekuler olarak
farkll oldugu goérilmastir (13, 14). Bu bilgiler 1siginda 2007 DSO
sinifamasinda  MB ve alt tipleri, diger SSS PNET'lerinden,
pineoblastomalardan ve AT/RT tumorlerinden ayriimistir (15).

Yakin gecmiste MB’nin tedavi dncesi prognozu histopatolojik alt
siniflandirma ile degerlendirilmekteydi. 2007 yilinda yapilan DSO MB
siniflamasinda; klasik tip, desmoplastik/nodiler tip, ileri derecede nodularite
gOsteren tip ve blylk hicreli/anaplastik alt tip olmak UGzere dért alt grup
mevcuttu (16). Bu siniflamaya gére Desmoplastik/noduler tip en iyi prognoza
sahipken, buyuk hucreli/anaplastik tip en kotl prognoza sahiptir. Klasik tip en
sik gorulen tiptir.

MB’larin biyolojisine iliskin 2010 Boston’da yapilan konsensusta tumor
4 molekuler alt gruba ayrilmistir; Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH),
Grup 3 ve Grup 4 (17). Bu 4 alt grup, benzersiz bir genetik ve gen
ekspresyonunun yani sira demografik ve klinik 6zelliklerle de karakterize
edilmigtir. Bu bilgiler henlz klinik ¢aligmalarda risk siniflandirmasi igin
kullanilmamasina ragmen, kanitlar prognozun alt grup iligkisi ile guglu bir

sekilde iligkili oldugunu gostermektedir (18).



1.3. Medulloblastoma Epidemiyolojisi

Bircok kaynak tarafindan énceden MB’nin ¢ocuklarda en sik gorilen
malign SSS timoérlu oldugunu belirtiimesine ragmen, Amerika Birlesik
Devletleri Merkez Beyin Tumoru Kayitlarindan (CBTRUS) alinan en son
veriler, yuksek dereceli gliomlarin biraz daha yaygin oldugunu gostermektedir
(19, 20). MB 0-19 yas arasi ¢ocuklarda tum SSS timoérlerinin %6,5’ini, malign
SSS timodrlerinin %11,3’Unu temsil eder, ancak posterior fossa yerlesimli
tumorler g6z onune alindiginda bu oran %30-55’e kadar gikmaktadir (Tablo-
2) (20, 21, 22). Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 326 yeni
pediatrik MB tanisi konulmaktadir (20, 23).

Tablo-2: CBTRUS verilerine gore 2012-2016 yillar1 arasinda pediatrik

hastalarda histopatolojik tani insidanslari (20).

Tani konulmus Tim SSS Malign SSS
Tani hasta sayisi (5 yil) | tiumorlerine orani timorlerine
orani
Tdm SSS timorleri 4986 %100 -
Malign SSS timorleri 2884 %57,8 -
Malign olmayan SSS 2102 %42,1 -
timorleri
Malign gliomalar 574 %11,5 2%19,9
Glioblastoma 149 %2,9 %5,1
Multiforme
Embriyonel timérler 502 %10,0 %17,4
Medulloblastoma 326 26,53 %11,3

MB insidansi bimodal dagilim gosterir. 3-4 yas arasinda ve 8-10 yas
arasinda artmig olarak izlenmektedir. Tani anindaki ortalama yas 5-7 olarak
bildirilmigtir. Vakalarin yluzde 5'inden azi, Turcot sendromu olarak bilinen
ailesel adenomato6z polipozis veya Gorlin sendromu olarak da bilinen nevoid
bazal huacreli karsinom sendromu ve Li-Fraumeni sendromu gibi kansere
yatkinhdi olan kalitsal sendromlar ile iligkilidir (24). Cocuklarda erkek cinsiyette
biraz daha yaygindir ve kadin/ erkek insidansi 0,63'tlr. Belirgin bir irksal veya
etnik yatkinlik yoktur (25). MB, erigkin beyin timoérlerinin %1’'inden azini
olusturmaktadir ve 7. dekada dek gorulebilmektedir.



1.4. Medulloblastoma Klinik Ozellikleri

MB dogasi geregi agresif tutum sergiler, boyutundaki hizli ilerlemeden
dolayl bu hastalar genellikle haftalar ile aylar arasinda (genellikle 6-12 hafta)
hizli gelisen semptomlarla basvururlar. Siklikla serebellar disfonksiyon ve kafa
ici basing artisi sendromunun belirti ve semptomlarinin bir kombinasyonu
gorular. 1V. ventrikilin tavaninda serebellar vermisten koken alirlar ki bu
durum obstriktif hidrosefaliye neden olur. Ozellikle ventrikil ici yerlesim
gOsteren ependimomalar gibi, diger posterior fossa timorleriyle benzer klinik
bulgulara sahiptirler (26).

Artmis kafa ici basincin klasik semptomlari arasinda irritabilite, letarii,
bulanti ve kusma, papil 6dem, sabah olan siddetli bas agrilari, anoreksi ve
davranis degisiklikleri bulunur (27). Sirt agrisi, hemiparezi, gérme alani defekti,
denge bozuklugu, isitme kaybi ve nobet eslik eden diger semptomlardir.
Bebeklerde artmis intrakranial basing tam olarak kapanmamis suturler
nedeniyle bas ¢evresi artigsina neden olur (28).

Serebellar tutulum belirtileri lezyonun yerine bagl olarak degisebilir.
Orta hat serebellar yerlesimde trunkal ataksi (tandem yurlytsti ve Romberg
testinde bozulma) izlenirken, serebellar hemisferik timorlerde apendikuler
ataksi (hizli yapilan hareketlerde, parmak burun testinde, diz topuk testinde
bozukluk) bulgulari izlenir. Ek olarak kranial sinir tutulumu ya bu sinirlerin
dogrudan basiya maruz kalmasi sonucu olarak ya da artmis kafa igi basincinin
bir sonucu olarak ortaya c¢ikabilir. 6. kranial sinir disfonksiyonuna bagh olan
diplopi sik goralur. En sik 4. ve 6. kranial sinirlerin tutulumu goralar (29).

Daha agresif seyreden timorlerde spinal metastaz (%10-35) ile ilgili
semptomlar (paraparezi, tetraparezi, seviye veren his kusuru, inkontinans,
uriner retansiyon, sirt ve/veya bel agrisi) gorulebilir (21). %5 gibi bir oranda
ekstrandral metastazlar da gorulebilir (22). Ekstrandral metastazlarin

ventrikiloperitoneal sant operasyonuna bagli gelistigi de gortlmastir (30).



1.5. Medulloblastoma Molekiiler Mekanizmasi

MB’lar genellikle sporadik olarak meydana gelmektedir ancak nadir
durumlarda Li-Fraumeni, Turcot veya Gorlin sendromu gibi kalitsal
hastaliklarla iligkilendiriimektedir (31). Birbirinden bagimsiz birgok arastirma
grubu tarafindan yuratilen genomik ve klinik ¢calismalar, biatin MB’larin ayni
olmadidini, aslinda bu timdrlerin molekuller dizeyde birkag farkli alt gruba
ayrildigini géstermistir. ilerleyen calismalarda ise bu alt gruplarin her birinin
kendine 6zgu hayatta kalma, yas demografisi ve genetik degisiklikleri icerdigi
belirtiimigtir. MB farkli prognozlara sahip olan WNT, SHH (TP53 mutant ve
TP53 mutant olmayan), Grup 3 ve Grup 4 olmak Uzere dort farkli alt gruptan

olustugu gosterilmistir (Tablo-3) (18, 32).

Tablo-3: MB’nin molekdler alt gruplari (33).

Ozellikler WNT SHH Grup 3 Grup 4

Gortlme orani (%) %10 %30 %25 %35

Sikhikla goraldugi yas
infant ve geng

10-12 yas <3, >16 yas 10 vas
cocuk
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 1:1 1:1 1:2 1:3
4. ventrikul laterali, . o o
5 : ; Parankimal 4. ventrikil 4. ventrikdl
Yerlesim yeri sisternalara uzanim . . .
4 ; yerlesim vermian orta hat vermian orta hat
gosterir
. . . o Klasik tip ve Klasik tip ve
Histopatolojik uyum Klasik tip Desmoplastik tip

Desmoplastik tip Desmoplastik tip

Tani aninda metastaz

%5-10 %15-20 %40-45 %35-40
durumu(%)
Niiks paterni Cok nadir Lokal Metastatik Metastatik
. infantta iyi, . .
Prognoz lyi Kot Orta-kota

digerlerinde orta

CTNNB, DDX3X, PTCH1, SMO, SUFU,| GLI1, GFL1B, MYC, KDMG6A, SNCAIP,

Genetik degisimler
SMARCA4, TP53 TP53, GLI2, MYCN 0OTX2, SMARC4 CDK6, MYCN




1.5.1. WNT-MB Alt Grubu Medulloblastomalar

WNT sinyal yolagi, embriyolojik gelisim surecinde, hucre
proliferasyonunu ve hlicre géguni kontrol etmede énemli bir rol oynamaktadir.
(34, 35). Bu yolak organogenezin dnemli agamalarini dizenleyerek evrimsel
sure¢ boyunca korunmustur (36). WNT yolagi gelen sinyalin dizenlenmesinde
rol oynayan birtakim salgilanmis glikoproteinlerden olusmaktadir (Sekil-3)
(36). WNT sinyali yoklugunda CTNNB1 geninin drinu olan beta-katenin
proteini APC, kazein kinaz (CK1), glikojen sentaz kinaz 3 (GSKS3)'Un
olusturdugu AXIN kompleksi tarafindan yikilir (37). CK1 ve GSKS3 beta-
katenin'in amino terminal bdlgesini fosforile ederek B-Trcp ve E3 ubikuitin ligaz
alt birimi tarafindan taninmasi saglanarak ubikitinasyon ve proteazomal
degradasyona ugrar (38). Beta-katenin’in surekli olarak yikimi beta-katenin
birikimini engelleyerek ¢ekirdede ulagsmasini onler. Boylece WNT hedef genleri
DNA’ya bagli T hicre faktér/ lenfoid arttirici faktér protein ailesi tarafindan
bastirihir. WNT sinyali varliginda ise WNT ligantlari hiicre membrani Uzerinde
yer alan Frizzled (Fz) ve LRP5/6 reseptorune baglanarak sinyal yolagi aktif
hale gelir. Olusan WNT-Fz-LRP6 kompleksine Dheveled proteini katilir. LRP6
fosforile olarak aktif hale gelir ve AXIN kompleksi bu yapiya baglanarak
baskilanir. Bunun sonucunda ise AXIN, beta-kateninin yikimini
gerceklestiremez ve gekirdekte beta-katenin birikimi gerceklesir. Boylece WNT
hedef genlerinin ekspresyonu aktif hale gelir (37).

WNT-MB’lar, tim MB’larin yaklasik %10’unu olusturur ve en nadir
gorulen alt gruptur (39). Genellikle cocuklarda ve genclerde goérulmektedir.
WNT-MB’lar klasik tip histopatolojik 6zelliklere sahiptir ve cinsiyet ve yasa
bagli farklihk gostermektedir. Bu grup MB hastalari %95 oraninda iyi prognoza
sahip olup ¢ok dusuk metastatik dzellik gostermektedir (35). Gelismekte olan
beyinde WNT yolu, ndronal olgunlasma ve sinaps olusumu Uzerinde genis
dizenleyici etkilere sahiptir (35). Bu sinyal yolagi WNT ligantlarinin CTNNB1’in
serbest birakilmasi sonucunda c¢ekirdege sinyal gonderen Frizzled
reseptorlerine baglanmasiyla aktive edilir (33, 35). Burada goérev alan énemli
negatif dizenleyiciler, gekirdekte CTNNB1 birikimini dnleyen APC ve AXIN’ dir



(40). CTNNB1 12. kromozomun p kolunda lokalize olan ve 19 ekzon igeren bir
gendir. CTNNB1 geni tarafindan kodlanan beta-katenin, WNT sinyal yolaginda
anahtar rol oynamaktadir. WNT sinyal yolaginin duzensiz aktivasyonu
sonucunda beta-katenin birikmesine yol agmaktadir. Bu proteinin ylksek
seviyede olmasi hucre proliferasyonunu arttirarak tUmor olusumuna sebep
olmaktadir (34, 41, 42).

WNT-MB timdrleri, CTNNB1, DDX3X, SMARCA4, TP53 gen
mutasyonlarinin veya CTNNB1, APC ve AXIN mRNA ekspresyonlarinin

incelenmesi ile belirlenmektedir.
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Sekil-2: WNT sinyal yolagi (36).

1.5.2. SHH-MB Alt Grubu Medulloblastomalar

SHH sinyal yolagi embriyonik gelisim sirecinde ve hucre farklilasma
basamaklarinda goérev almaktadir (Sekil-3). SHH sinyal yolaginin anormal
aktivasyonu tumor olusum mekanizmasinda oldukga O6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu sinyal yolaginin ligantlari SHH, Indian-Hedgehog (Ihh) ve
Desert-Hedgehog (Dhh), reseptorleri ise PTCH1, SMO, SUFU, KIF7 ve
PKA'dir (43). SHH sinyal yolaginda PTCH, SHH ile reseptdr ligant baglantisini



olusturur, SMO ise sinyal donusturtcu olarak gorev almaktadir. SHH sinyal
yolaginin ana hedef genleri PTCH1, PTCH2 ve GLI1'dir. Ligant yoklugunda
PTCH1, SMO’ yu inhibe eder, bu inhibisyon sonucunda GLI transkripsiyonel
baskilayici gorevi gorerek gen ekspresyonunu engeller. Ligantlarin varhginda

ise SHH, PTCH1 ile baglanir ve SMO’nun inhibisyonu engelleyerek

transduksiyon yolunu aktive eder (44).
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Sekil-3: SHH sinyal yolagi (35).

SHH-MPB’lar, tim MPB’larin yaklasik %30’unu olusturmaktadir ve bes
yilhik sag kalim orani %60-80 arasindadir (45, 46). Bebeklik ve erigkin ¢cagi
MB’lar siklikla SHH-MB alt grubudur (39). SHH-MB’larin yaklagik %20’sinde
tani aninda metastaz mevcuttur (33). Bu alt grup PTCH1 veya SUFU
genlerinin germ hatti mutasyonlarinin neden oldugu Gorlin sendromu ile
iliskilendirilmektedir (32, 34). Erken serebellar gelisim esnasinda Purkinje
hacreleri  SHH  glikoproteinlerini  salgilar  ve  grandl  hlcrelerinin
proliferasyonunu ve goé¢unua uyarir. SHH yolaginin ytksek aktivasyonu granul
hicrelerinin  kontrolsiiz g¢ogalmasini ve tiumoér olusumunu baglatan GLI
transkripsiyon faktérinun ifadesinin artmasina sebep olmaktadir (47). TP53’0n

sebep oldugu Li-Fraumeni sendromu, 6zellikle pediatrik vakalarda yasam boyu



tumor olusum riskini tagimaktadir ve MB gelisiminde olduk¢ga 6nemli rol
oynamaktadir (32). TP53 mutasyonlari SHH-MB’larinin yaklasik %Z20’sinde
bulunmaktadir (33). SHH-MB grubunda en yaygin gorulen genetik degisimler,
PTCH1, SMO ve SUFU tumoér baskilayici genlerindeki mutasyonlardir (17).
TP53'Un inaktivasyonu ve bununla beraber MYCN ve GLI' nin birlikte
amplifikasyonu SHH-MB’lar igin yUksek riski olusturmaktadir. SHH-MB alt
grubunda ayrica farkli yas gruplarina 6zgu farkl molekuler degisiklikler ve risk
faktorleri bulunmaktadir. SUFU mutasyonlari agirlikli olarak bebeklerde
bulunurken, yuksek riskli hastalarda gézlenen GLI amplifikasyonu ¢ocuklarda

ve genglerde bulunmaktadir (48).

1.5.3. Grup 3-MB Alt Grubu Medulloblastomalar

Grup 3-MPB’lar, tum MB’larin yaklasik olarak %25’ini olusturmaktadir.
Bazi istisna durumlarinin disinda sadece bebeklerde ve c¢ocuklarda
gorulmektedir. Grup 3-MB’lar en kotl sag kalim ve en yiksek metastatik
yayllim oranina sahip gruptur, 5 yillik ortalama sag kalim % 45'tir (35, 49). Bu
gruba ait tumorler histolopatolojik olarak ylksek oranda buyuk hucreli/
anaplastik tip (%40) ile uyumludur ve son derecede agresif 6zelliktedir (35, 39,
50). Bu grup MB’lar erkeklerde 2 kat daha sik gorilmektedir (33, 51). Grup 3-
MB’larda vakalarin % 40-45'inde tanida leptomeningeal metastaz vardir.
Ayrica nuks gelisen vakalarda nuks paterni siklikla lokal degil metastatiktir.
Lezyon yerlesimi 4. ventriklle komsu vermian orta hatta gorulmektedir (18).

Genel olarak asiri eksprese edilen bir mekanizma tanimlanmamistir
ancak MYC amplifikasyonu ve izokromozom 17q bu timoérlerde siklikla
g6zlenen degisikliklerdir (17). Bunlara ek olarak OTX-2' nin amplifikasyonu,
SMARCA4 mutasyonu ve GFI1 ve GFI1B' nin guglendirici aktivasyonu
tekrarlayan genetik degisikliklerdir. Ayrica Grup 3-MB’larda nadir derecede
tekrarlayan tek nukleotit polimorfizmleri bulunmaktadir (35).

MB’larin arasinda en kotu prognoza sahip olan Grup 3-MB’larin
olusumunda etkili olan molekuler olaylar tanimlanmaya baslansa da bu grup

tumorlerin ayirici tanisinda ve tedavisinde kullanilabilecek etkili sinyal yolagi
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WNT-MB ve SHH-MB gruplarinin aksine henlz tam olarak aydinlatilamamistir
(52).

1.5.4. Grup 4-MB Alt Grubu Medulloblastomalar

Grup 4-MPB’lar siklikla 10 yas civarinda izlense de tUm yas gruplarinda
gorulebilmektedir. %35 oranla en sik gorulen alt grup olmasina ragmen
molekuler alt yapisi en az anlasiimis alt gruptur (32). Grup 4-MB’larin kadinlara
oranla erkeklerde gortlme orani 3 kat daha yuksektir (32). Grup 4-MPB’lar,
yuksek metastaz oranina ve orta kotu diuzeyde bir prognoza sahiptir. 5 yillik
sag kalim %75-90 duzeyindedir (53), ancak radyoterapiden yararlanamayan
bebeklerde sag kalim orani daha zayiftir (54). Genel olarak olgularin %30-
40'Inda tani sirasinda metastatik yayilim mevcuttur (55). Lezyon yerlesimi
Grup 3-MB gibi IV. ventrikile komsu vermian orta hatta gérulmektedir.

Grup 3-MB’larda oldugu gibi, bu alt grupta da altta yatan patogenez
yeterince anlasilamamistir ve bu da tedavi i¢cin buyuk bir sorun
olusturmaktadir. ik olarak y-aminobutirik asit ve néronal genlerin yiiksek
ifadeleriyle tanimlanmigtir (32). Grup 4-MB genomu genellikle tetraploiddir ve
en yaygin yapisal degisiklik, hastalarin %80'inde bulunan izokromozom 17q’da
meydana gelmektedir (35, 52). Ancak Grup 3-MPB’lardan farkh olarak bu
anormallik bu alt grupta kéti prognoza neden olmamaktadir (17). Grup 4-
MB’lar da Grup 3-MPB’lar gibi tekrarlayan tek nukleotit polimorfizmlerine
sahiptir. KDM6A' nin mutasyonu, MYCN ve CDKG6' nin amplifikasyonu,
kadinlarda kromozom X kaybi ve SNCAIP' nin duplikasyonlari bu alt gruptaki
timorlere ait sitogenetik degisikliklerdir (17, 56). KDM6A mutasyonu Grup 4-
MB’larin yaklasik %13’unde gorulmektedir (48). KDMGA bir lizin demetilazdir
ve H3K27me3'U demetilatlar. KDM6A mutasyonlari olmayan Grup 4-MB’lar ise
H3K27me3 demilaz fonksiyonunu EZH2'yi asiri ifade ederek saglamaktadir
(32). Ancak Grup 3-MB’larda oldugu gibi Grup 4-MB’larin spesifik timor

olusumunu kesin olarak ortaya ¢ikarabilen bir calisma yoktur (52).
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1.6. Medulloblastoma Radyolojik Ozellikleri

Cocuklarda posterior fossa kitlelerinin radyolojik ayirici tanisinda
MB’lar, ependimomalar, AT/RT, beyin sapi gliomalari ve yaygin olarak goértlen
pilositik astrositomalar akilda tutulmalidir (57). Bunlarin diginda koroid pleksus
papillomlari  ve Von Hippel Lindau tanih hastalarda gorulen
hemanijioblastomalar da unutulmamalhdir.

MB’lar hem bilgisayarli tomografi (BT) hem de manyetik rezonans
goruntilemede (MRG) farkh 6zelliklere sahiptir. Cocuklarda MB’larin geneli
orta hatta serebellar vermisten kaynaklanip IV. ventrikll igine protride olma
egilimindedir. Ancak serebellar kortikal yerlesim veya serebellopontin agi ve
sisterna magna gibi bosluklara uzanim goéstermesi de mumkundur. Obstruktif
hidrosefaliye sekonder olarak ventrikiler dilatasyon siklikla gérulir. %10-20
oraninda kalsifikasyon gorulur ve bu olgularin %90’inda belirgin kontrastlanma
artigi mevcuttur.

MRG incelemesinde T1 agirlikh goruntilemede hipointenstirler ve
%90 oraninda heterojen kontrast tutulumu sergilerler. T2 agirhkl
goruntilemede ise izo/hiperintens 6zellikle olup kistik formasyon, kalsifikasyon
ve nekroz igcermeleri nedeniyle yaygin olarak heterojen gorunurler. Difizyon
agirhikh  goéruntilemelerde difuzyon kisittanmasi  gdsterirken  FLAIR
sekanslarda hiperintens gorinmektedirler.

MR spektroskopide artmis kolin pikleri ve azalmis kreatin ve N-asetil
asetat pikleri gorulirken, nadiren de olsa laktik asit ve lipit piklerinde artis
gorular (30). Bluml ve ark.’nin (58) calismasinda Grup 3-MB ve Grup 4-MB
hastalarinda taurin ve kreatin piklerinin arttigi, SHH-MB’larda kolin ve lipid
piklerinin arttigi ancak WNT-MB’larda MR spektroskopinin guvenilir olmadigi
ifade edilmigtir.

Perreault ve ark. (59), MB molekiler alt tiplerinin tUmorin baylime
paterni ve tumor yerlesim yeri ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugunu bildirilmigtir (Sekil-1). Bu c¢alismada serebellopontin agi, foramen
Luschka ve serebellar pedinkul i¢inde yer alan timorlerin baylk oranla WNT -

MB tipinde oldugu, genellikle ekstraparankimal yerlestikleri, beyinsapi ve
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serebellar ylzeylere tutunmus halde bulunduklari géralmustur. SHH-MB’larin
serebellar hemisferler iginde bulunan tek molekuler alt grup oldugu, Grup 3-
MB ve Grup 4-MB’larin hepsinin orta hat vermis veya IV. ventrikilde yerlestigi
gOrulmustir. Grup 3-MB’larda lezyon sinirlarinin dlizensiz olma olasiligi daha
yuksekken, Grup 4-MPB’lar genellikle daha dizgin sinirhdirlar ve kontrast
tutulumu gostermezler veya minimal kontrastlanma gosterirler. Grup 3-MB’lar
vaskuler endotelyal bliyime faktori (VEGF) ile iligkisinden dolayr daha
vaskulerdir, dolayisiyla kontrast tutulumu siktir. Kistik formasyon, kanama,
o0dem ve nekroz varlig1 herhangi bir molekuler alt grup ile spesifik olarak iligkili

gorulmemigtir (59).

Sekil-1: MB’nin molekuler alt gruplarina goére karakteristik MRG 6zellikleri
gOsterilmekte. A; Serebellopontin agi ve foramen Luschka ile iligkili tutulum
gosteren WNT-MB goruntusu gosterilmistir. B; SHH-MB siklikla serebellar
hemisferlerde bulunur. C; Grup 3-MB orta hatta dordincu ventrikilde ve
vermiste yerlesim goOsterir ve komsu parankime invazyon gosterir. Sinirlar
duzensizdir ve yogun kontrast tutarlar. D; Grup 4-MB’lar da orta hatta
dorduncu ventrikul icinde yer alirlar, ancak genelde kontrast ile boyanmazlar
ve sinirlari daha duzenlidir (59).

Toronto'daki Hospital for Sick Children’da SHH-MB, Grup 3-MB ve
Grup 4-MB tumorleri olan hastalarin yaklasik % 30'unda sant cerrahisi
gerektiren hidrosefali gelistigi ancak WNT-MB hastalarinin higbirinde BOS
diversiyon cerrahisi gerekmedigi bildirilmigtir. Bu durumun, bu molekuler alt
grupta tani aninda yasin daha buyik olmasi ve metastazin gérilmemesinin bir

sonucu oldugu dusunulmustur (60).
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1.7. Medulloblastoma Tani ve Tedavisi

MB tanisi dncelikle anamnez, fizik muayene ve laboratuvar testleri ile
baglar. Tanida MRG 6nemli bir standarttir. MRG incelemesinde genel olarak
T1’de hipointens, T2'de hiperintens goérinimun disinda farkli siddette kontrast
tutulumu saptanir. Kanama, nekroz ve kistik formasyon onde gelen bulgulardir.
Cerrahi 6ncesi yapilacak kraniospinal MRG evreleme ve tedavi planini
belirleme agisindan 6nem arzetmektedir. Cerrahi sonrasi donemde ise rezidu
tumoru saptamak ve degerlendirmek amaciyla ilk 24—48 saat i¢inde kranial
MRG incelemesi yapiimahdir. Hastalarin %10-35’inde bagvuru sirasinda
timoral BOS bulgulari ve/ veya spinal metastaz vardir (61). BOS tutulumunu
gOstermek icin LP yapilmalidir. Bu timorler kemik ve kemik iligine metastaz
yapabilir, bundan dolayr mimkinse hastalara tim vicut kemik sintigrafisi
velveya kemik iligi biyopsisi yapilmaldir (29). Kesin tani histopatolojik
inceleme ile konulur.

En sik kullanilan evreleme sistemi Chang tarafindan 1969 yilinda
dizenlenmis Chang evreleme sistemidir (Tablo-4) (62). Tani ve tedavi
konusundaki gelismeler ve hastaligin epigenetik karakterinin daha iyi
anlasilmasi sonucu bu evreleme disinda baska prognostik faktorler ortaya
konulmustur (29). Son yillardaki ¢alismalar Chang sistemindeki T evresinin
prognozda yeri olmadigini gostermis, yas ve metastaz varliginin prognoz ile

iliskisini daha etkili vurgulanmistir (29, 63).

Tablo-4: Chang evreleme sistemi (62).

T derecesi

T1 Tdmoér <3 cm

T2 Tdmor =23 cm

T3a Tdmdr = 3 cm ve aquaductus sylvius ve foramen luschka’lara ulasmis

T3b TUmor = 3 cm ve beyin sapi invazyonu mevcut

T4 TUmoér = 3 cm ve timoér aquaductus sylvius veya foramen magnum
sinirlarinin digina tagmig

M derecesi

MO Metastaz yok

M1 BOS icerisinde mikroskobik timér hiicresi mevcut

M2 Primer bdlge disinda intrakranial nodiler metastaz mevcut

M3 Spinal subaraknoid alanda metastaz mevcut

M4 SSS disina metastaz mevcut
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Tedavi oncesi prognostik faktorler degerlendirilerek hastaya uygun
tedavi algoritmasi segcilir. Bu donemde hastalar standart risk ve ylksek risk
olmak Uzere iki risk gruba ayrilir. Bu ayrimda yas, BOS tutulumu, metastaz
varhgi (M derecesi) ve rezidlel timor hacmi édnemlidir. T derecesinin evresi
sag kalim ile korelasyon gostermedigi igin bunun yerine postoperatif reziduel
tumor hacmi kavrami 6nemli hale gelmistir. Postoperatif donemde verilecek
radyoterapi tedavi dozlari ve kemoterapi ajanlari bu iki risk grubuna gore
belirlenir (Sekil-4) (64, 65).

<3 yas =3 yas
Standart risk grubu Yiiksek risk grubu
(-)BOS bulgusu (+) BOS bulgusu
Makrometastaz yok Makrometastaz var
<1,5 cm2 rezidd timor =1,5 cm2 rezidd tumaor
kemoterapi 23,4/55,8Gy KSRT +KT| 36/55,8 Gy KSRT + KT

Sekil-4: Risk grubuna goére tedavi modalitesi.

Bu hastalikta erkek cinsiyet kotu prognostik faktordlr ve kiguk
cocuklarda metastaz riski artmistir (63). Metastaz riskini artiran asil neden
kUgcuk cocuklarda dar ¢alisma sahasi nedeniyle total rezeksiyonun daha zor
olmasi ve bu hastalarin yan etkilerden dolayr konvansiyonel dozda
kraniospinal radyoterapi (KSRT) alamamasidir. Ayni zamanda kilguk
cocuklarda timoérin dogal seyri daha agresif 6zelliktedir (29). Children’s
Oncology Group (COG) tarafindan yapilan bir galismada 3 yas alti vakalarda
hastaliksiz sag kalim orani %32 iken, 3 yas Ustindeki vakalarda ise %58
oraninda bildirilmistir (66).

En onemli prognoz godstergesi metastatik evredir (67). Children’s
Cancer Group 921 randomize faz 3 (COG921) galismasinda MO ve M1
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hastalarda 5 yillik genel sag kallm %78 iken, M2 ve M3 hastalarda %21
oraninda genel sag kalim saptanmistir (66).

GUnumuzde kabul gbéren tedavi modalitesi 3 yasin Uzerindeki
cocuklarda gross total rezeksiyon, adjuvan kemoterapi ve KSRT'dir (63, 68). 3
yasindan kuguk olgularda ise serebral gelisim henliz tamamlanmadigi igin
radyoterapi 3 yas sonrasina ertelenir. Bu ertelenme surecinde ise yogun dozda
kemoterapi uygulanmaktadir (61).

Cerrahi, hastaligin tedavisinde en énemli basamagi olusturur ve gross
total rezeksiyon hedeflenmelidir. Subtotal rezeksiyon yapilan ve 1.5 cm#den
fazla rezidi tumorld olan vakalarin daha koétu prognozla seyrettigi birgok
calismada ortaya konmustur (66). Postoperatif rezidi timdér miktarinin en
onemli prognostik faktdrlerden olmasi gross total rezeksiyonun &énemini
desteklemektedir (64, 65). Ancak son yillarda yapilan baska calismalarda
hastaya defisit vermemek icin yapilan totale yakin rezeksiyonlarda aquaductus
sylvi’'nin acik olmasi sartiyla ortalama sagd kalimda anlamh farklihk olmadigi
ortaya konmustur (46, 69). Hidrosefali ve/ veya KIBAS varsa cerrahi éncesi
antiodem tedavi baslanmali, hatta gerekirse VP sant cerrahisi yapilmahdir
(66).

MB kemoterapiye iyi cevap veren tumorlerdendir. MB tedavisinde
kemoterapinin sagladigi fayda ilk kez International Society of Pediatric
Oncology (SIOP) tarafindan kanitlanmis, ardindan Pediatric Oncology Group
(POG) ve Chidren’s Cancer Group (CCG) tarafindan yapilan ¢alismalar ile
desteklenmistir. Kemoterapi sayesinde hastaligin kontrolu daha iyi saglanmig
ve genel sag kalim orani artmistir (70). Standart riskli hastalarda cerrahinin
ardindan kemoterapi ve disuk doz (23,4 Gy) KSRT ile birlikte posterior
fossaya klasik doz (55,8 Gy) radyoterapi uygulamasinin genel sag kalimi
arttirdigi gosterilmistir (71, 72). SIOP Il (International Society of Paediatric
Oncology) calismasi ile yuksek riskli hastalarda RT ve adjuvan kemoterapinin
belirgin genel sag kalim avantaji sagladigi gosterilmistir (71).

Kemoterapdtik ajanlarin kullanimi yillar igerisinde ciddi degisiklikler
gOstermektedir. Gegmise bakildiginda tek ajan kemoterapi, kombine

kemoterapi, hedeflenmis ajanlarin monoterapi ve kombine terapi olarak
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kullanimi, kemoterapdtiklerle hedeflenmis ajanlarin  kombine terapileri,
hematopoetik kok hicre nakilleri gibi tedaviler mevcuttur (73). Kemoterapi
konusunda guncel yaklagim standart riskli ve radyoterapi almis hastalarda
adjuvant tedavi igin sisplatin, lomustin ve vinkristin kullanimidir (74, 75).
Vinkristin radyoterapi ile birlikte es zamanh olarak kullaniimasinin diginda
adjuvant tedavinin de bir pargasidir. Yuksek riskli hastalarda ve o6zellikle 3
yasindan kugUk hastalarda karboplatin, sisplatin, vinkristin ve siklofosfamid
kombinasyonunun daha etkili oldugu bazi kaynaklarda bildirilse de erken
toksisite nedeniyle doz ayarlamasi gerektirmis, Ozellikle ototoksisite
saptanmigtir (76, 77). Yuksek riskli grupta Ozellikle metastazin eslik ettigi
olgularda ortalama sag kalim suresini arttirmak amaciyla konvansiyonel KSRT
ve kemoterapi sonrasi yuksek doz kemoterapi ve hematopoetik kok hicre nakli
bazi merkezlerde halen denenmektedir (78). Kok hucre naklini iceren
protokollerin amaci 3 yas altindaki radyoterapi alamayan hastalarda da
radyoterapiye kadar olan sire icinde sad kalimi uzatmak ve hastayi
radyoterapi tedavisine yetistirebilmektir (75). Halen net bir ortak konsensus
olmamasina ragmen Cefalo ve ark.’nin (79) c¢alismalari sonrasi rekirren
vakalarda birgok merkezde yaygin olarak Temozolamid’in kullanimi devam
etmektedir.

Devam etmekte olan bir galismada (NCT02442297) antikorlar ve T
lenfositlerin tedavide kullaniminda daha gulcli etki gdstermesi Uzerine
yogunlasilimig, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) antikoru T
lenfositlere baglanacak sekilde degistiriimis ve kimerik antijen reseptoru (CAR)
olusturulmustur. CAR-T hucreleri kanser hiicresini dldurebilmektedir ancak bu
hicrelerin yagsam suresi ¢ok kisadir. Bu ¢alismanin amaci, HER2-CAR T
hdcrelerinin dmrind uzatmak, en buyuk guvenli dozunu bulmak, yan etkilerin
ne oldugunu 6grenmek ve beyin tumdru olan hastalarda tedaviye yardimci

olup olamayacagini gérmektir (80).
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Sekil-5: Tedavide yillar icinde degisiklikler olmakla birlikte ortak bir konsensus
yoktur (73).

MB radyosensitif bir timoérdir. Postoperatif adjuvan KSRT tedavisi 3
yasin Uzerindeki c¢ocuklarda standarttir. Tedavide gunluk 1,8 Gy'lik
fraksiyonlarla toplamda 54-59 Gy verilir (81). Gamma knife, cyber knife,
yogunluk ayarh radyoterapi (IMRT) ydntemlerinin MB’nin tedavisinde yeri
yoktur. Radyoterapi sonrasi uzun dénem kognitif, noéropsikolojik ve

néroendokrin disfonksiyon gelisme riski yuksektir (65). Tedavinin yan
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etkilerinden dolayr dozun azaltimasini amaglayan c¢aligsmalar devam
etmektedir. Standart riskli grupta yapilan CCG 9892 ¢alismasinda
kemoterapiye es zamanli KSRT tedavisinde (kraniospinal 23,4 Gy, posterior
fossa 55,8 Gy) sag kalimda bir disus izlenmemistir (3 ve 5 yillik, sirasiyla %86
ve %79). Ancak POG 8631/ CCG923 galismasinda kemoterapi verilmeksizin
radyoterapi dozunda azalma yapilinca (kraniospinal 23,4 Gy, posterior fossa
36 Gy) genel sag kalim olumsuz etkilenmistir (82). Ozetle radyoterapide
verilen dozun azaltilip tedaviye kemoterapinin eklenmesi sag kalim konusunda
olumsuz etki gostermemistir; tam aksine tedaviye uyumun arttigi basaril
sonuglarla kargilasilmigtir (29, 63).

GUnumuzde radyoterapi cihazlarn ve bunlarin  uygulama
tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde radyoterapiye bagl gelisen yan etkiler
azaltilmaktadir. Yagam kalitesinin iyilestiriimesi, sekonder malignite gelisiminin
engellenmesi, ndrokognitif ve néroendokrin yan etkilerin azaltiimasi agisindan
proton radyoterapisi 6nerilmektedir (83). Bu tedavi gelisen tedavi
yontemlerinden en uygunudur ¢uinkli hedefe yuksek doz radyoterapi verilirken
hedef digi bolgelerde doz minimalize edilir, bu sayede tedaviye bagli
komplikasyonlar azaltilmaktadir (82). Ancak bu yontem ylksek maliyeti
nedeniyle ginumuzde yaygin olarak kullanilamamaktadir.

Mevcut tez calismasinda, Turk populasyonuna ait tek merkezden elde
edilen MB hastalarinin klinik ve molekuler olarak WNT-MB ve SHH-MB grup
ayrimlarinin belirlenmesi ve karsilastiriimasi amaglanmaktadir. Ayni zamanda
molekuler olarak belirlenen WNT-MB ve SHH-MB hasta gruplarinin prognoz
ile iliskisinin ortaya konmasi hedeflenmektedir. Boylelikle bu tez ¢calismasinin,
cocukluk cagi malign beyin timoarlerinde en yaygin gorulen MB timorlerinin alt
gruplarina ayrilmasina ve tedavi protokollerinin bu yonde sekillenmesine
yonelik yeni calismalarin olusturulmasina katki saglayacagi dusunilmektedir.

Elde edilen bulgular ile WNT-MB ve SHH-MB gruplarinin klinik,
patolojik, demografik ve molekiler dzelliklerine gére ayriminin yapilmasi ve
gelistirilecek yontem ile Grup 3-MB ve Grup 4-MB tumodrlerinin ayriminin
yapilabilmesine imkan saglayacak c¢alismalara zemin hazirlaniimasi

amaclanmistir.
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GEREG VE YONTEM

2.1. Hastalarin Se¢im Kriterleri

Bu calismada Nisan 2005 - Subat 2018 tarihleri arasinda Uludag
Universitesi Hastanesi Norosirtrji Anabilim Dali'nda cerrahi olarak tedavi
edilen ve patoloji sonucu MB olarak sonuclanan hastalar, Avicenna Hastane
Bilgi Isletim Sistemi ve bu sisteme aktarilmayan hastalarda ise hastane argiv
dosyalari kullanilarak tarandi. Kontrol grubu olarak Uludag Universitesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dalinda normal olarak degerlendirilmis 5 adet beyin dokusu
kullanildi.

Calisilan tim materyaller icin Bursa Uludag Universitesi Etik Kurulu
tarafindan 2020-12/16 numara ile onay alinmigtir. Patoloji sonuglari ve
preperatlari elde edilen 67 hastadan hastane bilgi igletim sisteminde ve arsiv
biriminde klinik retrospektif verilerine ulasilamayan, patoloji preperatlari
epigenetik calismaya uygun olmayan, familial vaka olan ve yandas kanseri
olan 22 hasta ¢alisma disi birakilmigtir (Tablo-5). Hasta se¢im kriterlerine uyan

45 olgu tez ¢alismasina dahil edilmistir.

Tablo-5: Calismaya dahil edilen hasta sec¢im ve ret kriterleri

Secim kriterleri Ret kriterleri

Bilgi igletim sisteminde ve arsivde hasta verilerine erisilememesi
Histopatolojik Patolojik preperatlarin epigenetik ¢calismaya uygun olmamasi
tanisinin MB Yandag malignite olmasi

olmasi Ameliyat dncesi kemoterapi ya da radyoterapi almis olmasi
Rezeksiyon materyali olmayip sadece biyopsi materyali olmasi

Operasyon sonrasi ilk 30 gun i¢inde farkli sebeplerden dolayi élmesi
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2.2. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Parafine gédmalt 45 timaér doku ve 5 normal doku 6rnegi Bursa Uludag
Universitesi patoloji arsivinden temin edildi. Doku 6rneklerinin her birinden 2
cm kesilerek 1.5 pl’lik steril ependorf tuplere aktarildi. Bu drnekler tzerine %95
‘lik alkol ve ksilen eklenerek parafinden uzaklastirildi. Ardindan RNeasy FFPE
Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak protokol dogrultusunda RNA
izolasyonu gergeklestirildi.

Elde edilen RNA O&rneklerinin konsantrasyon ve saflik oranlari
Beckman Coulter DU-640 spektrofotometre cihazi kullanilarak 260/ 280 nm

dalga boylarinda absorbanslarinin él¢timesi ile belirlendi.
2.3. Komplementer DNA (Complamenter DNA, cDNA) Sentezi

izolasyonu gerceklestirilen total RNA’dan cDNA sentezi yapildi. ilk
olarak RNA drneklerinin konsantrasyonlarinin esitlenmesi amaciyla 100 ng’lik
ara stoklar hazirlandi. Elde edilen ara stok RNA’lardan High Capacity cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) kullanilarak
cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu kit protokoli dogrultusunda Tablo-6’'daki

gosterilen reaksiyon karisimi 0.2 yl'lik PCR tapleri icerisine hazirlandi.

Tablo-6: cDNA sentezi igin hazirlanan reaksiyon karigimi

1 6rnek igin (MI)
10X RT Buffer 20pL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL
10X RT Random Primer 2,0 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1,0 uL
RNase Inhibitor 1,0puL
Nuclease-free H20 3,2 uL
Toplam 10,0 uL
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Tablo-7’de belirtlien PCR kogullari dogrultusunda reaksiyon
gerceklestirildi. Sentezi gerceklestirilien cDNA’ -20 °C’de saklandi.

Tablo-7: cDNA sentezi icin gerekli reaksiyon kosullari

PCR Programi Sire
25°C 10 dakika
37 °C 120 dakika
85°C 5 dakika
4°C o0

2.4. RT-PCR Analizi

CTNNB1, AXIN, PTCH1, SMO, GLI, ve SUFU genlerinin ekpresyon
seviyelerinin belilenmesi amaciyla, sentezlenen cDNA’ lardan Tagman
Master Mix kullanilarak Gergek zamanh PCR (RT-PCR) analizi yapildi (Tablo-
8). Tablo-9’da gosterilen reaksiyon bilesenleri ve Tablo-10'daki RT-PCR
sartlari dogrultusunda Step one PlusTM RT-PCR (Applied Biosystem,
California, ABD) cihazinda analizler gergeklestirildi. Analiz sonucunda elde
edilen CT degerleri “RT2 Profiller PCR Array Data Analysis version 3.5”
kullanilarak incelendi. Kontrol olarak GAPDH geni kullanildi ve deney 3 tekrarli

olarak gergeklestirildi.

Tablo-8: Ekspresyon seviyesi incelenen genler ve HS numaralari

Genler HS numaralari
CTNNB1 Hs00355045_m1
AXIN Hs00394718 m1l
PTCH1 Hs00181117_m1
SMO Hs01090242_m1
GLI Hs00171790_m1
SUFU Hs00960520 _m1
GAPDH Hs02786624 g1
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Tablo-9: Reaksiyon karigiminin hazirlanmasi

1 6rnek igin (uL)
20x Tagman Gene Expression Assay 0,5 (uLb)
2x Tagman Gene Expression Assay Master Mix 5 (uLb)
cDNA (500 ng) 2 (ub)
RNase-free water 2,5 (uL)
Toplam 10 (yL)

Tablo-10: Reaksiyon kogullari

50 °C 2 dk
95 °C 10 dk
95 °C 15 sn 40 siklus
60 °C 60 dk

2.5. Istatistiksel Analiz

Mevcut tez galismasinda degerlendirilen genlerin ekspresyon profilleri
web-tabanl RT? PCR Array Data Analysis (https://dataanalysis2.qiagen.com/)
programinda yapildi. Her bir genin tim hastalardaki ekspresyon profili
belirlendikten sonra grafikler Graphpad version 8 (Graphpad Software,
California/ ABD) programinda cizildi. Gruplarin yagsam suresi Uzerine etkileri
SPSS 25.0 (IBM, New York/ ABD) programindaki Kaplan-Meier testi ile analiz

edildi. Analiz sonucundan p<0.05 ten kuguk olan veriler anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

3.1. Hasta Ozellikleri

Calismamizda MB tanii 45 hasta analiz edildi. Hastalarin 26’si
(%57,7) erkek, 19'u (%42,2) kadindi. Calismadaki hastalarda yas 4 ay ile 17
yas arasinda (median 8,68 yas) degismekteydi. Tumorlerin 19'u (%42,2)
vermian orta hatta IV. ventrikdl icinde yerlesimliydi, 11’i (%24,4) orta hattan
bazal sisternalara, foramen luschkaya ve/ veya serebellopontin agiya
uzanmaktaydi, 15’i (%33,3) serebellar kortekste yerlesimliydi.

Postoperatif MRG incelemelerinde tum hastalarda gross total
rezeksiyon saptandi. 12 (%26,6) hastada spinal metastaz saptanirken,
23(%51,1) hastada BOS diversiyon ihtiyaci saptandi.

Yirmi sekiz (%62,2) hastanin takiplerinde hayatini kaybettigi, 17
(%37,7) olgunun ise halen yasadigi saptandi. Olen hastalarda ortalama sag
kalimin 29,6 ay olarak hesaplandi. Halen yasamini surdirmekte olan 17
hastanin Haziran 2020 tarihi baz alinarak hesaplanan sag kalim surelerinin en
az 41 ay, en cok 180 ay (ortalama 101 ay) oldugu gézlendi. Olen hastalarda
ortalama sag kalimin 29,6 ay (1,5-105£27,7) oldugu saptandi.

Ortalama Ki-67 indeksi 453.8/1000 olarak hesaplandi. 25 (%55,6)
hastada ortalama Ki-67 degerinin Uzerinde deger saptanirken, 20 (%44,6)

olguda Ki-67 degeri ortalamanin altinda idi (Tablo-11).
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Tablo-11: MB hastalarinin klinikopatolojik 6zellikleri

Degiskenler Toplam
(N=45)

Cinsiyet

Kadin 19 (%42,2)

Erkek 26 (%57,7)

Yas

0-3 yas 7 (%15,5)

3-10 yas 21 (%46,6)

10-16 yas 15 (%33,3)

16-18 yas 2 (%4,4)

Yerlesim yeri

Vermian orta hatta IV. ventrikil icinde yerlesimli

19 (%42,2)

Orta hattan bazal sisternalara / foramen luschkaya / serebellopontin agiya uzanmakta

11 (%24,4)

Serebellar hemisferde yerlesimli

15 (%33,3)

Tedavi protokolii

Vinkristin (VINC) (+) RT (+)

11 (%24,4)

Vinkristin Etoposid Karboplatin (VEC) (+) RT (+) 18 (%40)
VINC/VEC (+) RT (+) Temozolamid (+) 6 (%13,3)
VINC (+) RT (-) 0

VEC (+) RT () 5 (%11,1)
Ek tedavi almamis (reddetmis / exitus) 5 (%11,1)
KSRT (+) 8 (%17,7)
Sag kalim siiresi

Yasayanlarin ortalama sag kahm suresinin (101 ay) Uzerinde yasayan hayatta olanlar | 7 (%41,1)

Yasayanlarin ortalama sag kalim siresinin (101 ay) altinda yasayan hayatta olanlar

10 (%58,9)

Olenlerin ortalama sag kalim siiresinin (29,6 ay) (izerinde yasamis hayatini kaybetmis

olan hastalar

10 (%35,7)

Olenlerin ortalama sag kalim siiresinin (29,6 ay) altinda yagamig hayatini kaybetmig

olan hastalar

18 (%64,3)

TUm hastalarin ortalama sag kalim suresinin (56,5 ay) tUzerinde yasamis tim hastalar

16 (%28,5)

Tum hastalarin ortalama sag kalim suresinin (56,5 ay) altinda yasamig tim hastalar

29 (%64,5)

Ki-67 indeksi degeri

Ortalama Usti (>453,8/1000)

25 (%55,6)

Ortalama alt1 (<453,8/1000)

20 (%44,4)

Klinik verilere dayanarak molekiiler alt grup se¢imi

WNT-MB 11 (%24,4)
SHH-MB 15 (%33,3)
Grup 3-MB 11 (%24,4)
Grup 4-MB 6 (%13,3)
Karar verilemeyen 2 (%4,4)
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3.2. Elde Edilen RNA’larin Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi Beckman Coulter DU-640
spektrofotometre cihazi kullanilarak él¢uldu (Tablo-12).

Tablo-12: Orneklerin RNA konsantrasyonlari ile ilgili nanodrop élgtiimleri

Hasta No | Niikleik Asit Konsantrasyonu Unite | A260/A280 | Ornek tipi Faktor
P1 883.2 ng/ul 1.9 RNA 40
P2 150.4 ng/ul 1.9 RNA 40
P3 38.7 ng/ul 1.9 RNA 40
P4 43.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P5 34.6 ng/ul 1.8 RNA 40
P6 10.6 ng/yl 2.0 RNA 40
P7 17.2 ng/yl 1.9 RNA 40
P8 23.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P9 46.6 ng/ul 2.0 RNA 40
P10 45.4 ng/ul 2.1 RNA 40
P11 75.2 ng/ul 2.1 RNA 40
P12 41.2 ng/ul 1.9 RNA 40
P13 35.8 ng/ul 2.1 RNA 40
P14 39.8 ng/ul 1.9 RNA 40
P15 26.7 ng/ul 1.9 RNA 40
P16 595.2 ng/ul 1.9 RNA 40
P17 25.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P18 37.9 ng/ul 2.0 RNA 40
P19 22.2 ng/yl 2.0 RNA 40
P20 402.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P21 45.6 ng/ul 1.9 RNA 40
P22 21.2 ng/ul 1.9 RNA 40
P23 57.3 ng/ul 2.1 RNA 40
P24 25.4 ng/ul 1.9 RNA 40
P25 20.7 ng/ul 1.9 RNA 40
P26 91.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P27 37.6 ng/ul 1.9 RNA 40
P28 195.5 ng/ul 1.9 RNA 40
P29 113.2 ng/ul 2.0 RNA 40
P30 21.7 ng/ul 1.9 RNA 40
P31 18.9 ng/ul 2.0 RNA 40
P32 77.8 ng/ul 1.9 RNA 40
P33 41.9 ng/ul 1.9 RNA 40
P34 165.3 ng/ul 1.9 RNA 40
P35 373.9 ng/ul 1.9 RNA 40
P36 38.4 ng/ul 1.9 RNA 40
P37 203.2 ng/ul 2.0 RNA 40
P38 459.8 ng/ul 2.1 RNA 40
P39 889.6 ng/ul 1.9 RNA 40
P40 230.4 ng/yl 1.9 RNA 40
P41 878.2 ng/yl 1.9 RNA 40
P42 656.4 ng/ul 2.0 RNA 40
P43 835.4 ng/ul 2.1 RNA 40
P44 30.9 ng/ul 2.0 RNA 40
P45 486.4 ng/ul 2.0 RNA 40
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3.3. Medulloblastoma Hastalarinin Klinik Alt Gruplandiriimasi

Hastalarin klinik progresleri detayli olarak incelendi. Hastalarin yasi,
cinsiyeti, sag kalim sureleri, ortalama sag kalim surelerine kiyasla daha az
veya ¢ok hayatta kalmasi (45, 84, 85), spinal metastazin olup olmamasi (29),
BOS diversiyon ihtiyaci olup olmamasi (60), histopatolojik bakida Ki-67
indeksinin ortalama degerden disik veya ylksek olmasi (86), radyolojik
incelemelerde lezyonun yerlesim yeri, vaskuleritesi, kistik formasyon, 6dem,
nekroz varligi ve kontrast tutulum yogunlugu (30, 57, 59) gibi klinikopatolojik
veriler degerlendirilerek olgularin genetik alt gruplari tahmin edilmeye ¢aligildi.

TUmor yerlesim yeri orta hattan bazal sisternalara, foramen luschkaya
vel/veya serebellopontin aglya uzanmakta olan, siklikla 10-12 yas araligina
yakin yasta, iyi prognoza sahip, BOS diversiyon ihtiyaci olmayan hastalar
WNT-MB alt grubuna dahil edildi. Serebellar korteks yerlesimli timoru olan,
bimodal yas dagihimh (<3, >15 yas), infantlarda iyi ancak buyuk ¢ocuklarda
kismen iliml prognozlu ve sant ihtiyaci olabilen hastalar SHH-MB alt grubuna
dahil edildi.

Vermian orta hat ve V. ventrikll igcinde yerlesimli, vaskuleriteden
zengin ve yogun kontrast tutan tUmora olan, kétlu prognozla seyreden, spinal
metastazi olan infant ve genc¢ cocuk yas grubundaki siklikla erkek hastalar
Grup 3-MB alt grubuna, yine vermian orta hat tumord olan ancak
vaskuleriteden fakir ve nadir kontrast tutan timoért olan, daha ¢ok 10 yas
civarindaki orta kotu prognozlu erkek hastalar ise Grup 3-MB’dan ayrilarak
Grup 4-MB alt grubuna dahil edildi.

WNT-MB alt grubuna dahil edilen 11 hastanin 7’si kadin 4’0 erkekti
(Kadin/Erkek orani = 1,7/1). Hastalar 2,5 yas ila 15,5 yas araligindaydi ve
ortalama yas 8,95 yil olarak hesaplandi. Hastalarin sadece 1’i hayatini
kaybetti. Yasamakta olan 10 hastanin Haziran 2020 tarihi baz alinarak
hesaplanan sag kalim sureleri dahil edildiginde ortalama sag kalim 9,36 yil
olarak hesaplandi.

SHH-MB alt grubuna dahil edilen 15 hastanin 6’si kadin Q’u erkekti
(Kadin/Erkek orani = 2/3). Hastalar 1,5 ila 17 yas araligindaydi ve ortalama
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yas 10,8 yil olarak hesaplandi. Hastalarin 12’si hayatini kaybetti, yagsamakta
olan 3 hastanin Haziran 2020 tarihi baz alinarak hesaplanan sag kalim sureleri
dahil edildiginde ortalama sag kalim 4,16 yil olarak hesaplandi.

Bu tahminler hastanemiz Bursa Uludag Universitesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dalinin genetik laboratuvar calismalari sonrasi elde ettigi

sonuglar ile karsilastirildi.

3.4. Medulloblastoma Hastalarinin Molekiiler Alt Gruplandiriimasi

MB hastalarinin WNT-MB ve SHH-MB molekuler alt gruplarina
gruplandiriimasi bu yolaklarda yer alan spesifik genlerin ekspresyon profilleri
degerlendirilerek yapildi. WNT sinyal yolaginin aktivitesinin belirlenebilmesi
icin AXIN ve CTNNB1 SHH sinyal
belirlenebilmesi icin ise GLI, SMO, SUFU ve PTCH1 genlerinin ekspresyonlari

genlerini, yolagini  aktivitesinin

incelendi. Hastalarin tim molekduler alt gruplari Tablo-13, 14, 15, 16 ve 17’de
ifade edildi.

Tablo-13: WNT yolagi aktif oldugu disunulen hastalarin incelenen genlerine

ait CT degerleri

Hﬁzta CTNNB1 AXIN PTCH1 SMO SUFU GLI
P1 |29,92334938 | 31,89824677 | 31,31463814 | 30,90249825 | 30,23260498 | 31,35981
P4 |33,34471893 | 37,13394547 | 35,29870224 | 33,70285797 | 32,99644852 | Belirsiz
P5 |32,10314941 | 33,06726837 | 34,48836136 | 34,96702576 | 34,31785583 | Belirsiz
P6 Belirsiz 35,20174408 | 37,42163467 Belirsiz 37,13742065 | Belirsiz
P15 |35,29828262 | 32,73532104 | 34,48461151 | 32,74627304 | 33,77596664 | 32,64498
P21 |28,23941422 | 29,74406815 | 26,6630249 | 30,14196968 | 31,14177513 | 27,55166
P22 | 32,77260208 | 33,56413269 | 37,89949417 Belirsiz 36,68754196 | Belirsiz
P31 |30,79523277 | 36,13742447 | 34,22055054 | 3557910156 | 34,27984619 | Belirsiz
P37 | 29,60584068 | 3546809387 | 34,17284012 | 33,93776703 | 33,75271225 | 29,3282
P44 | 30,4997673 | 35,952034 | 31,84303856 | 35,33149719 | 34,72510529 | 32,40512
P45 | 26,50996399 | 31,40849113 | 34,38082504 | 33,33787537 | 32,26106644 | Belirsiz
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Tablo-14: SHH yolag: aktif oldugu dusunulen hastalarin incelenen genlerine

ait CT degerleri
HastaNo| CTNNB1 AXIN PTCH1 SMO SUFU GLI

P3 29,9128838 | 31,8410473 | 34,6317558 | 31,6097736 | 31,9103413 | Belirsiz
P7 34,499115 Belirsiz 36,8701401 | 36,515522 | 36,1361237 |[37,289211
P8 34,0842705 | 35,3284988 | 32,8282013 | 34,6799126 | 34,6802521 |33,378155
P9 Belirsiz 19,7430153 Belirsiz Belirsiz Belirsiz Belirsiz
P11 32,87957 | 32,9759102 | 32,827877 | 34,5157547 | 34,4506569 |33,232014
P12 30,178854 | 30,4705791 | 32,3716431 | 30,2434521 | 35,0066376 |29,787495
P13 | 37,0533028 Belirsiz 37,0680199 | 37,0412369 Belirsiz | 35,271015
P18 31,194643 | 31,7170448 | 30,2254524 | 32,9403801 | 32,4640503 |30,480764
P20 32,421627 | 32,9230042 | 32,7851257 | 32,8758621 | 30,5749798 | Belirsiz
P28 | 27,4183769 | 29,1948376 | 30,322073 | 28,4745636 | 30,9544125 |32,392304
P32 | 37,2882729 Belirsiz 36,8317871 Belirsiz 35,134079 | Belirsiz
P34 | 35,1321449 Belirsiz 37,0526161 | 36,9527283 | 36,9774055 | Belirsiz
P35 | 27,2252445 | 352611771 | 28,3200989 | 33,3041878 | 32,5732231 |26,473517
P40 | 28,7140808 | 34,0942497 | 27,3966599 | 32,9695587 | 32,2248535 |28,833025
P42 | 29,6038837 | 35,2985458 | 32,3916664 | 32,8064346 | 32,1506805 | Belirsiz

Tablo-15: Grup 3-MB oldugu dustnulen hastalarin incelenen genlerine ait CT

degerleri.

Hasta No [ CTNNB1 AXIN PTCH1 SMO SUFU GLI

P2 29,3256779 | 31,168148 | 31,7018757 | 30,9178486 | 31,726635 | Belirsiz
P23 | 31,1376839 | 32,2254868 | 34,603241 [ 32,8609581 | 34,1545181 | Belirsiz
P24 | 32,3062248 | 32,7164459 | 36,127079 | 32,2234192 | 32,7576599 | Belirsiz
P25 | 33,6528358 | 33,1251717 | 35,4348946 | 35,8874741 | 33,5934219 | 35,97694
P26 | 35,1653481 Belirsiz 37,4087715 | 35,8186798 | 33,8505821 [ Belirsiz
P27 | 33,2727776 | 33,8770485 | 35,1692314 | 35,7663994 | 33,8614845 | Belirsiz
P30 | 31,5349503 | 33,3407135 | 30,8365326 | 32,639019 | 33,7082748 [31,212357
P33 | 32,6734314 Belirsiz 35,1593285 | 36,3418045 Belirsiz___ | 34,826294
P41 | 299429741 | 33,4467468 | 30,3692417 | 32,6254425 | 31,9235439 |29,461315
P43 | 30,1921215 | 35,790535 | 29,4062347 [ 32,0590019 | 32,9382095 [29,539217
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Tablo-16: Grup 4-MB oldugu dusunulen hastalarin incelenen genlerine ait CT

degerleri.
Hasta No [ CTNNB1 AXIN PTCH1 SMO SUFU GLI
P10 | 36,2041702 | 35,4674606 | 358503304 | 35,7079163 | 35,6600266 | Belirsiz
P14 | 33,3447151 Belirsiz 34,3219604 | 34,0745697 | 34,3030281 |35,909763
P17 | 33,1081924 | 33,5999222 | 34,5524445 | 34,7437706 | 33,7648163 | Belirsiz
P19 | 32,4085464 | 32,258419 | 32,2097015 | 32,4138832 | 32,514473 |34,275662
P36 | 29,3712196 | 33,3509216 | 31,2991009 | 31,688118 | 33,1503983 |29,246519
P38 | 30,4662304 | 36,5874863 | 33,6229477 | 35,633812 | 33,6254349 |35,739101

Tablo-17: Klinik olarak alt gruba ayirmada kararsiz kalinan hastalarin

incelenen genlerine ait CT degerleri.

Hasta No CTNNB1 AXIN PTCH1 SMO SUFU GLI
34,372413
P16 6 33,6545677 | 35,815609 | 35,6641541 | 35,1213531 Belirsiz
34,665046
P29 7 Belirsiz 35,3910103 | 35,2085991 | 36,363018 Belirsiz
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3.5. Medulloblastoma Hastalarinin Molekiler Olarak Belirlenen
Alt Gruplarinda WNT-MB ve SHH-MB ile iligkili Gen Ekspresyon

Diizeylerinin Analizi

MB hastalarinin molekuler olarak belirlenen alt gruplarinda WNT-MB
ile iligkili AXIN ve CTNNB1 genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Tumor
dokularinin, normal doku ile karsilastiriimasinda AXIN ve CTNNB1 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak artis gézlendi (Sirasiyla; 3.5 kat,
p=0.042; 8.2 kat, p=0.001) (Sekil-6).

A 3.5-Kat |A}CIN B -8.2-Kat CTNNI1

80 \ 100 -
P=0042 W P=0.001

60

h
=}

1
[

Kat degigimi
S
1
Kat degisimi
=
1
‘.E

20 50 T T
Normal Doku  Tiimér Doku Normal Doku Tiimér Doku

Sekil-6: Normal dokularin ve timoér dokularinin WNT-MB ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyelerindeki etkileri. A: AXIN, B: CTNNB1.

SHH-MB ile iligkili GLI, SMO, SUFU ve PTCH1 genlerinin ekspresyon
seviyeleri incelendi. Tumaor dokularinin, normal dokular ile karsilastirilmasinda
PTCH1 ve GLI genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak artis,
SMO ve SUFU geninin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak azalma
g6zlendi (Sirasiyla; 6.1 kat, p=0.024; 4.3 kat, p= 0.041; -6.7 kat, p=0.001; -5.8
kat, p=0.027) (Sekil-7).
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Sekil-7: Normal dokularin ve tumoér dokularinin SHH-MB ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyelerindeki etkileri. A: PTCH1, B: SMO, C: SUFU, D: GLI.

3.6. Medulloblastoma Hastalarinin Molekiiler ve Klinik Olarak

Belirlenen Alt Gruplarinin Karsilastiriimasi

MB hastalarinin ayri ayri molekuler ve klinik olarak belirlenen alt
gruplarinin karsilastiriimalari Tablo-18’de belirtiimigtir. Klinik olarak 11 hasta
WNT-MB alt grubu olarak tanimlanmigtir. Bu hastalardan yapilan molekuler
analizlerde ise klinik olarak belirlenen 11 hastanin 8’i molekuler olarak WNT-
MB alt grubunda tanimlanmistir (Klinik ile eslesme orani: %72,7). Klinik olarak
15 hasta SHH-MB alt grubu olarak tanimlanmistir. Bu hastalardan yapilan
molekuler analizlerde ise klinik olarak belirlenen 15 hastanin 10’'u molekuler

olarak SHH-MB alt grubunda tanimlanmigtir (Klinik ile eslesme orani: %66,6).
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Tablo-18: Hasta gruplarinin klinik ve molekuler olarak kargilastiriimasi

Hasta Klinik Tani Molekuler tani Eslesme
P1 WNT WNT +
P2 GRUP 3 - -
P3 SHH - -
P4 WNT - -
P5 WNT WNT +
P6 WNT - -
P7 SHH SHH +
P8 SHH SHH +
P9 SHH - -
P10 GRUP 4 - -
P11 SHH SHH +
P12 SHH SHH +
P13 SHH SHH +
P14 GRUP 4 - -
P15 WNT SHH

P16 GRUP 3-WNT? Karar verilemedi -
P17 GRUP 4 - -
P18 SHH SHH +
P19 GRUP 4 - -
P20 SHH - -
P21 WNT WNT +
P22 WNT WNT +
P23 GRUP 3 - -
P24 GRUP 3 -

P25 GRUP 3 - -
P26 GRUP 3 - -
P27 GRUP 3 - -
P28 SHH - -
P29 GRUP 3-4? Karar verilemedi -
P30 GRUP 3 - -
P31 WNT WNT +
P32 SHH SHH +
P33 GRUP 3 - -
P34 SHH -

P35 SHH - -
P36 GRUP 4 - -
P37 WNT WNT +
P38 GRUP 4 - -
P39 GRUP 3 - -
P40 SHH SHH +
P41 GRUP 3 - -
P42 SHH SHH +
P43 GRUP 3 - -
P44 WNT WNT +
P45 WNT WNT +
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3.7. Medulloblastoma Hastalarinda WNT-MB ve SHH-MB Alt

Gruplarindaki Hastalarin Genel Sag kalim iligkileri

WNT-MB ve SHH-MB alt gruplarindaki hastalarda genel sag kalimi
incelemek icin Kaplan-Meier egrileri uygulandi. Molekuler duzeyde tanimlanan
WNT-MB grubunda 8 olgudan yalnizca 1’inin (%12.5), SHH-MB olarak
tanimlanan 10 olgudan ise 8’inin (%80) takip suresi igerisinde 6ldugu saptandi.
WNT-MB alt grubundaki hastalarin, SHH-MB alt grubundaki hastalar ile
karsilagtinldiginda anlamli olarak daha uzun sag kalim gosterdigi belirlendi
(p<0.001) (Sekil-8).

Hayatta kalma fonksiyonlari

1.0
WNT
1 SHH

08 —t

04 =T

00

Yasam egrileri

00 50,00 100,00 150,00 200,00

Gln

Sekil-8: WNT-MB ve SHH-MB alt gruplarindaki hastalarin sag kalimda

Kaplan-Meier egrileri.
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TARTISMA VE SONUG

Bu calismada tek merkezde takip edilen 45 MB tanili olguda WNT-MB
ve SHH-MB alt gruplarinin klinik ve molekiler dizeyde analiz edilerek
populasyonumuzda gorulme sikliklarinin  belirlenmesi  amaglanmigtir.
Calismada diger molekuler yontemlere gére daha kolay ve ucuz olan RT-PCR
teknigine dayali gen ekspresyon analiz yonteminden vyararlaniimistir.
Boylelikle mevcut tez calismasinda bu yontemin rutin pratikte kullanilabilirligi
incelenmisgtir.

MB’nin farkli molekuler alt gruplarinin varhgi ilk olarak 2002 yilinda
Pomeroy ve ark. (13) tarafindan gdsterilmistir. Calismada DNA mikrodizi gen
ekspresyon verileri incelenerek PTCH, GLI ve MYCN'nin desmoplastik/
noduler tip MB ile yuksek derecede iligkili oldugunu gosterilmigtir. Ayni konuda
cesitli galismalar sonucunda MB transkriptomlarindaki farkliliklar saptanarak
buyuk Olgude yakin sonuglar elde edilmis ve gesitli alt gruplar olusturulmaya
devam edilmistir.

2006 yilinda Thompson ve ark. (87) ve 2008 yilinda Kool ve ark. (88)
A, B, C, D ve E olmak Uzere bes ayri molekuler alt tipin oldugunu
aciklamiglardir. 2010 yilinda Cho ve ark. (45) alti ayri molekuler alt grubun
(C1-C6) oldugunu, Northcott ve ark. (46) ise SHH, WNT, Grup C ve Grup D
adinda dort ayri molekuler alt grubun oldugunu agiklamiglardir.

2010 yilinda Boston’da yapilan konsensusta bu alt gruplarin sayisi,
dogasi ve varyasyonlari tartisiimis, sonu¢ olarak demografik 6zellikleri,
histolojileri ve klinik sonuglari birbirinden oldukga farkli olan WNT, SHH, Grup
3 ve Grup 4 adinda dort ana transkripsiyonel MB alt grubunun oldugu kabul
edilmigtir (18).

WNT-MB alt grubu en nadir gorulen alt gruptur. Tum MB’larin yaklagik
% 10'u bu alt grup igindedir (54). MB alt gruplari iginde en iyi prognoza sahip
olan alt gruptur ve 5 yillik ortalama sag kalim % 95’in Uzerindedir (52). Bu
molekuler alt grup histopatolojik olarak genellikle klasik tip MB ile iligkilidir.
WNT-MB 3 yasindan buyuUk ¢ocuklarda veya genclerde gorulur, sikhgr 10-12
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yas arasinda pik yapar ve infantlarda gok nadir goralur (18). Cinsiyet ayriminda
belirgin bir farklilik gorulmemigtir (89). Yerlesim yeri IV. ventrikllin lateralinde
olmakla birlikte sisternalara uzanim gdstermesi karakteristik 6zelligidir (59).
Vakalarin %85-90'Inda, WNT sinyal yolunun aktivasyonu, CTNNB1 ekson
3'Unde somatik mutasyonlarin aktive edilmesinden kaynaklanir ve B-katenin'in
asiri ekspresyonuna yol agmaktadir (45). Monosomi 6, WNT-MB vakalarin
%70-80'inde goOrUlmektedir (48). WNT-MB nadiren APC'de germ hatti
mutasyonu ile ortaya ¢ikan Turcot sendromu ile iligkilidir (90). Bu timoérlerde
metastaz orani diger alt gruplara kiyasla oldukg¢a dusuktir (%5-10) (91).
Rekurrens nadir gorulur, gorilse de lokal rekurrenslerden bahsedilmigstir (92).

SHH-MB alt grubu, tim MPB’larin yaklasik % 30'unu temsil eder ve
prognoz orta dizeydedir. 5 yillik bir ortalama sag kalim yaklasik % 70'tir (93).
Desmoplastik/ noduler varyant histopatoloji ile SHH-MB arasinda guglu bir
iliski vardir (18). SHH-MB‘lar bimodal dagihm gosterir, en sik bebeklerde (<3
yas) ve yetiskinlerde (>16 yas) gorulur, 4-15 yas arasi hastalarda ise daha az
siklikta gorulir. Bebek hastalarda erkeklerde daha sik goézlenir (94). Tani
aninda metastaz orani WNT-MB tumorlerinden daha ¢ok olmakla birlikte
yaklasik %15-20 oldugu kabul edilmektedir. Progroz infantlarda iyidir ancak
erigkin hastalarda orta duzeyde seyretmektedir (52).

SHH vyolu aktivasyonunun altinda yatan genetik olaylar yasa
bagdimlidir: bebeklerde PTCH1 (Gorlin sendromu) mutasyonlari sik gorulir
(95). Ayrica, SHH-MB’li bebekler, sadece kemoterapi rejimiyle bile iyi bir
prognoz gosterirler. 3 ila 16 yas arasi ¢ocuklarda ¢ogunlukla TP53 (Li-
Fraumeni sendromu) mutasyonlari gorulir. Bu nedenle, tim pediatrik SHH-
MB timorleri, potansiyel bir Gorlin sendromu veya Li Fraumeni sendromu 6n
tanisi ile arastirimahdir (49).

Somatik TP53 mutasyonlari siklikla SHH yolunun aktivasyonunu
indikleyen GLI2 ve MYCN amplifikasyonlari ile birlikte ortaya g¢ikar. SHH-
MB’larin yaklasik %30'unda bulunan TP53 mutasyonu, %40 oraninda 5 yillik
sag kalim ile cok kétl prognoza sahiptir (96). Bu nedenle, 2016 DSO SSS
tumorleri siniflamasi, SHH-MB’y1 TP53 mutasyonu olan ve olmayan olarak

ikiye ayirir. TP53 mutasyonlarini eksprese eden hucrelerin daha az
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radyosensitif oldugu ve dolayh olarak TP53 mutasyonu olan SHH-MB alt
grubunun daha kotu prognozlu oldugu bilinmektedir (97).

Mevcut tez calismasinda MB hastalarinin WNT-MB ve SHH-MB
molekuler alt gruplandirilmasi, literatirden farkl olarak mutasyon taramasi ile
degil bu yolaklarda yer alan spesifik genlerin ekspresyon profillerine bakilarak
degerlendirildi. Boylelikle rutin pratikte kolaylik saglayan bir yontemin
kullanilabilirligi degerlendirdi. WNT sinyal yolaginin aktivesinin belirlenebilmesi
icin AXIN ve CTNNB1 genlerinin ekspresyonlar, SHH sinyal yolagini
aktivitesinin belirlenebilmesi igin ise GLI, SMO, SUFU ve PTCH1 genlerinin
ekspresyonlari incelendiginde Turk populasyonuna ait tek merkez MB
olgularinin %17,8’inin molekuler olarak WNT-MB grubuna, %22,2’sinin
molekuler olarak SHH-MB alt grubuna dahil oldugu belirlendi.

Klinikk ve molekuler verilere gbre vyapillan grup ayrimi
kargilastirildiginda WNT-MB grubunda %72,7 oraninda, SHH-MB grubunda
ise %66,6 oraninda eslesme gdzlemlendi. Kool ve ark.’nin (88) 2008 yilinda
62 adet MB tanili olgularda yaptiklari galismada %14,51 oraninda WNT-MB,
%24,19 oraninda ise SHH-MB alt grubuna rastlamiglardir. Kool ve ark.’nin (52)
2012 yihnda 7 merkez verileri ile yapmis olduklari Rusya populasyonuna ait
550 adet MB vakalarinin dahil edildigi meta analiz sonucunda ise WNT-MB
timorlerinin %11 ve SHH-MB tumorlerinin ise %28 oraninda oldugunu
belirlemislerdir. Bununla birlikte David ve ark.’nin (98) MB tanili 235 adet vaka
ile yaptiklari calismada WNT-MB tumodrlerinin %14 oraninda, SHH-MB
tumorlerinin %31 oraninda oldugunu ifade etmiglerdir.

Yapilan c¢alismalarda bu gruplarda yer alan genlere ait mRNA
ekspresyon profilleri analiz edilmistir. Bununla birlikte WNT-MB ve SHH-MB
tumor gruplarinin ayrildigi literatirde yer alan ¢alismalarin ¢gogunda immun
boyama ve mutasyon analiz yontemleri kullaniimaktadir. Ancak bu tarama
yontemleri gen ekpresyon analiz yontemlerine gore uzun surmekte ve daha
masrafli olmaktadir. Ancak elde edilen sonuglarda, gen ekspresyon analiz
yonteminin de mutasyon tarama ydontemi kadar hassas oldugu tespit edilmigtir.

Mevcut tez c¢alismasinda normal dokuyla timoér dokusunun

karsilastinimasiyla WNT sinyal yolagina ait olan AXIN ve CTNNB1 genlerinin
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istatistiksel olarak yuksek ekspresyon gosterdigi belirlenmigtir. Silva ve ark.’nin
(99) 61 adet MB vakasinda immunohistokimyasal, mutasyon ve ekspresyon
yontemleri kullanilarak yaptiklari ¢alismada, mevcut tez calismasina paralel
olarak WNT sinyal yolagina ait tim genlerin ekspresyon seviyelerinin ylksek
eksprese edildigi gdzlemlenmistir. Mevcut tez galismasinda SHH-MB ile iligkili
GLI, SMO, SUFU ve PTCH1 genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendiginde
normal dokuya goére timdral dokuda PTCH1 geninin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak artis, GLI, SMO ve SUFU geninin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak azalma gozlendi. Literatire bakildiginda MB olgularinda
SHH-MB alt grubunun tanimlanmasinda immun boyamanin tercih edildigi
gorulmektedir. Mevcut tez, bu grubun belirlenmesinde gen ekspresyon
analizinin kullaniimasi ile 6nci ¢alismalardan biridir.

RT-PCR yontemine dayali gen ekspresyon analizi nukleik asitlerin
miktarlarinin belilenmesinde gunumuzde kullanilan bir metotdur. Mutasyon
analizi ise DNA’nin belirli bdlgelerini PC ile gogalttiktan sonra baz diziliminin
acllmasina dayali bir yontemdir. Mutasyon analiz yonteminin zamani genin
incelenecek bolgesinin  blyukligune goére degismektedir. RT-PCR
yonteminden sonug¢ alma zamani ise standarttir ve diger yontemlere gore ¢ok
daha kisa surelidir. Bu nedenle RT-PCR yontemi ¢ok daha kullanisli ve
ucuzdur.

MB’larin  biyolojik alt tiplerine dayanan siniflandirma ve risk
siniflandirmasi genellikle klinik olanak yapilabilmektedir. Klinik olarak
belirlenen alt gruplarin, molekiler olarak belirlenmesi gec¢miste klinik
parametrelere gore tabakall olan hasta gruplarinin yeniden birlestiriimesi igin
onemli olabilecegi dustnutlmektedir (100). Son bir yil icinde, MB ile ilgili dort
ayri uluslararasi genom temelli calismanin sonuglari yayinlanmigtir. Parsons
ve ark. (101) batin genom dizilemesi, Northcott ve ark. (46) ve Cho ve ark.
(45) gen ekspresyonu ve kopya sayisi analizi ve Remke ve ark. (102) yetigkin
MB hastalarinin bir grubunu karakterize etmek igin benzer gen ekspresyonu

ve kopya sayisi analizi gergeklestirmigtir.
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Bu veriler goz onune alindiginda MB hastalarinin molekuler olarak
analiz edilmesinin ve gruplandirilmasinin klinik olarak belirlenen alt gruplarinin
desteklenmesini saglayabilecegini ortaya ¢ikarmigtir.

Mevcut tez galismasinda, klinik olarak WNT-MB alt grubunda belirlenen
11 hastanin molekuler olarak 8’inin bu alt grupta oldugu tanimlanmigtir. Klinik
olarak SHH-MB alt grubunda belirlenen 15 hastanin ise molekuler olarak
10’unun bu grupta oldugu belirlenmigstir. Béylece klinik ve molekuler olarak
belirlenen molekuler alt gruplarinda yuksek benzerlik saptanmistir.

45 vaka ile gergeklestirilen mevcut tez calismasinda 8 olgunun
molekuler olarak WNT-MB alt grubunda, 10 olgunun ise SHH-MB alt grubunda
oldugu belirlenmistir. Bes yillik sag kalima bakildiginda WNT-MB alt grubunda
yer alan 8 olgunun %12,5’inde, SHH-MB alt grubunda yer alan 10 olgunun ise
%80’ninde kotu prognoz gozlenmistir. WNT-MB alt grubundaki hastalarin,
SHH-MB alt grubundaki hastalar ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha
uzun sag kalim gosterdigi belirlenmigtir. Elde edilen bulgularin literatir ile
uyumlu oldugu gorulmektedir.

Mevcut tezde elde edilen bulgularin hasta sayisinin ve incelenen
parametrelerinin arttirlmasina ihtiyag bulunmakla birlikte elde edilen bulgulara
goOre Turk populasyonunda tek merkezden elde edilen MB olgularinda WNT-
MB alt grubunun gorilme sikhdinin %17,8 ve SHH-MB alt grubunun goérilme
sikh@inin ise %22,2 oraninda oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda mevcut tez
calismasinda RT-PCR teknigine dayali gen ekspresyon analiz ydonteminin rutin
pratige uygun oldugu tespit edilmistir. Elde edilen klinik ve molekuler sonuglar
birlikte degerlendirildiginde WNT-MB alt grubuna dahil olan hastalarin SHH-
MB alt grubuna dahil olan hastalara gore daha iyi prognoza sahip oldugu tespit
edilmistir. Mevcut tez, Turk populasyonunda MB tumoarlerinde bu kapsamda
veri elde edilen ilk galisma 6zelligi tagimaktadir.

Elde edilen bulgular, Grup 3-MB ve Grup 4-MB ile ilgili yapilacak
calismalara oncu olma potansiyeli tagimaktadir. Boylelikle mevcut tez
calismasinin, ¢ocukluk ¢caginda gorulen malign beyin timorleri arasinda en

yaygin olan MB tumdrlerinin alt gruplarina ayrilmasina ve tedavi protokollerinin
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bu dogrultuda sekillenmesine yonelik yeni galismalarin olusturulmasina katki

saglayacag! dusunulmektedir.
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KISALTMALAR

Bu tezde kullaniimis kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte agagida sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklama

MB

Medulloblastoma

PNET Primitif néroektodermal timaor

AT/RT Atipik teratoid rabdoid tUmor

WNT Wingless

SHH Sonic Hedgehog

SSS Santral sinir sistemi

BOS Beyin omurilik sivisi

LP Lomber ponksiyon

KSRT Kraniospinal radyoterapi

RT Radyoterapi

KT Kemoterapi

IMRT Intencity modulated radiotherapy

KIBAS Kafa ici basing artisi sendromu

MRG Manyetik rezonans goruntileme

DSO Diinya saglik orguti

TPOG Tuark pediatrik onkoloji grubu

TPHD Tark pediatrik hematoloji dernegi

ICCC International classification of child cancer
ABD Amerika birlesik devletleri

CBTRUS Central brain tumor registry of the USA
COG Children’s oncology group

SIOP International society of pediatric oncology
POG Pediatric oncology group

CCG Chidren’s cancer group

CAR Chimeric antigen receptor

HER Human epidermal growth factor receptor
cDNA Complementer DNA

PCR Polymerase chain reaction

RT-PCR Real time polymerase chain reaction
CTNNB1 Catenin beta 1

AXIN Axis inhibitor protein

PTCH1 Protein patched homolog 1

SMO Smoothened, Frizzled Class Receptor
SUFU Suppressor of fused

GLI1 Glioma associated oncogene homolog 1
MYC MY C proto-oncogene

MYCN N-myc proto-oncogene protein

GFLB1 Galactosidase Beta 1

OTX-2 Orthodenticle Homeobox 2
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KDMG6A
SNCAIP
DDX3X
TP53
APC
CK1
GSK3
KIF7
PKA
GFI1
GFI1B
VEGF
CD6K
H3K27me3
EZH2

Lysine Demethylase 6A

Synuclein alpha interacting protein
DEAD-Box Helicase 3 X-Linked
Tumor protein 53

Adenomatous polyposis coli

Kazein kinaz 1

Glukojen sentaz kinaz 3

Kinesin like protein 7

Protein kinase A

Growth factor independent gene
Growth factor independent 1B repressor.
Vascular endotelial growth factor
Cyclin dependent kinase 6
Trimethylation of histone H3 lysine 27
Enhancer of zeste homolog 2
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