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OZET

Amag: Bu calismada; postoperatif radyoterapi (RT) ile eszamanl ve ardindan
adjuvan Temozolamide (TMZ) tedavisi alan ve yalniz RT alan glioblastoma (GBM)
olgularinda O6-metil guanin DNA-metil transferaz (MGMT) promoter

metilasyonunun tedavi cevabina etkisini ve prognostik dnemi arastirildi.

Gerec ve Yontem: 2000-2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Kemal Dedeman Onkoloji Hastanesi’ nde GBM tanis1 alip RT+TMZ ve
yalniz RT alan 100 olgunun parafinle bloklanmis doku Orneginden genomik DNA
izole edilip bisiilfit ile muamele edilerek kontrol DNA’larla karsilagtirildi.
Metilasyona spesifik olan/olmayan primerlerle hedef bdlgenin amplifikasyonu igin
PCR yapildi. Ornekler PCR’dan sonra pyrosequencing dizi analizine yiiklendi.
Metile-unmetile ayrimi i¢in dizi analizi yapildi. MGMT promoterdeki CpG 1, 2, 3, 4
adalarinin metilasyonu incelendi. Metile ve unmetile olgular gruplandirilip MGMT
promoter metilasyonun prognostik 6nemi ile genel sagkalim (GS) ve hastaliksiz
sagkalima (HS)’a katkis1 tek degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel analizlerle

incelendi.

Bulgular: Elli bes olgu (% 55) RT+TMZ, 45 olgu (% 45) yalniz RT aldi. 67
olgu (% 67) 60 yas alt1 iken, 33 olgu (% 33) 60 yas ve iistiindeydi. 52 olguda (% 52)

X1



MGMT metile (mMGMT) , 48 olguda (% 48) unmetileydi (umMGMT). mMGMT
grupta ortanca GS, HS sirasiyla 10,5 ay (2-67) ve 6 ay (2-57) idi.

mMGMT grupta RT+TMZ alan 23 (% 44,2), yalmz RT alan 29 (% 55,8) olgu
vardi. Kaplan-Meier analizi (Log Rank) ile RT+TMZ ve yalmz RT alan grup
arasinda GS ve HS karsilastirildi. RT+TMZ alan grupta ortanca GS 27+5.14 ay iken
yalniz RT alan grupta 9+1.14 ay bulundu ve istatistiksel olarak anlamlilik saptandi
(p<0,001). Ortanca HS, RT+TMZ alan grupta 13+4.59 ay iken yalmiz RT alan grupta
6+0,41 ay idi ve anlaml olarak bulundu (p<0,001). Cox regresyon analizi ile yasin
metile grupta etkisi incelenerek 60 yas iistiinde 60 yas altina gore riskin 6liim 1.985

kat arttig1 bulundu (p=0.04).

umMGMT grupta ortanca GS, HS sirasiyla 9,5 ay (2-27) ve 5 ay (2-13) idi.
Unmetile grupta RT+TMZ alan 32 (% 66,7) ve yalmz RT alan 16 (% 33,3) olgu
vardi. RT+TMZ alan grupta ortanca GS 10+1.32 iken yalniz yalniz RT alan grupta
7£3 bulundu ve istatistiksel olarak anlamh fark saptanmadi (p=0.813). Ortanca HS
RT+TMZ alan grupta 6+1.08 iken yalmiz RT alan grupta 6+0.72 idi ve anlaml olarak
degerlendirilmedi (p=0.715). Cox regresyon analizinde 60 yas iistiinde 60 yas altina
gore 6liim riskinin 2.232 kat arttig1 bulundu (p=0.01).

Sonug: Literatirde MGMT promoter metilasyonu olan GBM’li olgularda
RT’ye TMZ ilavesiyle genel sagkalima katki saglanirken, unmetile olgularda bu
katki gosterilemediginden TMZ kullanilmast umMGMT grubunda tartigmal1 olarak
kalmistir. Bizim calismamiza ait 100 olguluk retrospektif serimizde de MGMT
promoter metilasyonu olanlarda RT’ye TMZ eklenmesinin GS ve HS’1 anlaml
sekilde uzattigr ancak MGMT metilasyonu olmayan olgularda TMZ’in GS ve HS a
anlamli katki saglamadig gosterildi. MGMT promoter metilasyonunun olup
olmamasimin tedavi cevabimi tahmin etmede giiclii prediktif bir faktor olabilecegi
sonucu ¢ikarildi. Bu haliyle umMGMT grubunda RT’ye TMZ eklenmesi tartigilmasi

gereken bir konudur.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, O6-metil guanin DNA-metil transferaz,

Radyoterapi, Temozolamide
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SUMMARY

Purpose: In this study; the effect of O6-methyl guanine DNA-methyl
transferase (MGMT) promoter methylation on treatment response and prognostic
value was investigated on glioblastoma (GBM) cases, treated by postoperative
radiotherapy (RT) with concomitant and adjuvant temozolomide (TMZ) and RT

alone.

Materials and Methods: Genomic DNA isolated from paraffin embedded
tissue samples of 100 GBM cases, treated by RT+TMZ and RT alone between 2000-
2010 years, at Erciyes University Medical Faculty Kemal Dedeman Oncology
Hospital. Genomic DNA incubated with bisulfite and compared with control DNA.
PCR was applied for amplification of target region with methylation spesific or not
spesific primers and samples were loaded from PCR to pyrosequencing chain
analysis. Analysis was done for methylated-unmethylated MGMT distinction. CpG
1, 2, 3, 4 islands methylation on MGMT promoter was demonstrated. Methylated
and unmethylated cases were grouped and then the prognostic value of MGMT
promoter methylation and contribution to overall survival (OS) and progression free

survival (PFS) was demonstrated with univariate-multivariate analysis.

Results: Fifty-five (%55) cases were applied RT+TMZ and 45 (%45) cases
was administered RT alone. Sixty-seven (%67) cases were under 60 years and 33
(%33) cases were 60 years of age and over. The presence of MGMT methylation was

demonstrated in 52 (%52) cases and the rest of 48 (%48) cases weren’t.

Median OS and PFS for group with methylated MGMT were 10,5 months (2-
67) and 6 months (2-57), respectively. In this group, 23 (%44,2) cases were applied
RT+TMZ and 29 (%55,8) cases were applied RT alone. OS and PFS were compared
between RT+TMZ and RT alone group with Kaplan-Meier (Log Rank) Analysis.
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Median OS for RT+TMZ and RT group was 27+5.14 months and 9+1.14 months,
respectively and a statistically significant difference was demonstrated (p<0.001).
Median PFS for RT+TMZ and RT group was 13+4.59 months and 6+0.41 months,
respectively and a statistically significant difference was detected, too (p<0.001).
Also, the importance of age was demonstrated with Cox regression analysis and the
patients who 60 years of age and over had death risk 1,985 times more according to

under 60 years (p=0.04).

Median OS and PFS for group with unmethylated MGMT were 9,5 months
(2-27) and 5 months (2-13), respectively. In this group, 32 (%66,7) cases were
administered RT+TMZ and 16 (%33,3) of them was applied RT alone. Median OS
for RT+TMZ and RT group was 10+1.32 months and 7+3 months, respectively and a
statistically significant difference wasn’t demonstrated (p=0.813). Median PFS for
RT+TMZ and RT alone group was 6+1.08 months and 6+0.72 months, respectively
and a statistically significant difference wasn’t demonstrated, either (p=0.715). Also,
the importance of age was demonstrated and the patients who were 60 years-old and

over had death risk 2,232 times more according to under 60 years. group (p=0.01)

Conclusion: As the addition of TMZ to RT, for GBM cases with methylated
MGMT promoter, provides contribution to OS, the contribution for cases with
unmethylated MGMT promoter, is controversial, because of not been shown in
literature. In our retrospective trial on 100 cases was indicated that the addition of
TMZ to RT improved OS and PES for cases with methylated MGMT promoter but
didn’t improve OS and PFS for cases with unmethylated MGMT promoter. As a
result of this tria, MGMT promoter methylation status is thought to be a strong
predictive factor to estimate the treatment response. In this state, the addition of TMZ

to RT for cases with unmethylated MGMT promoter is controversial.

Key Word: Glioblastoma, O6-methyl guanine DNA-methyl transferase,

Radiotherapy, Temozolomide.
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1.GIRiS VE AMAC

Primer santral sinir sistemi tiimorleri tiim yeni tan1 almis kanser olgularinin
% 1.4’ iinii olusturur. Amerika’ da yilda yaklasik 18.000 kiside primer santral sinir
sistemi timorii tespit edilmekte ve bunlarin % 60° 1 glioma tanisi almaktadir.
Glioblastoma, WHO grade IV, en sik goriilen ve en agresif seyreden primer beyin
timoriidiir (1-11). Koti diferansiye astrositlerden olusan glioblastoma eriskinlerde
daha sik goriilir ve genelde serebral hemisferleri tutar. Daha ¢ok de novo olarak
ortaya ¢ikar ancak az bir kismi diisiik gradeli astrositom (WHO grade II) ya da
anaplastik astrositomdan (WHO grade III) transformasyon ile sekonder olarak ortaya
cikar (1,8,9,10). Glioblastomada standart tedavi genis sinirli cerrahi rezeksiyon ve
postoperatif radyoterapi ile es zamanli ve idame temozolomide (TMZ)

(TEMODAL®) tedavisidir (1-13).

Tedaviye temozolomide eklenmesinin genel ve hastaliksiz sagkalimi arttirdigi
gosterilmistir, buna ragmen olgularin % 70’ inde bir yil i¢inde progresyon goriiliir
(14). Olgularda temozolomide yanit heterojendir (15). Temozolamide DNA’daki
onarimi saglayan alkil gruplarina baglanip DNA hasarma yol acarak apopitozu
indiikler (16). TMZ’in O6-metil guanine baglandigi mekanizma tiim metilasyon
olaylarinin sadece % 5-10"nu olusturur ancak oldukga sitotoksik bir olaydir (17,18).
06 metil guanin metil transferaz (MGMT) ise guaninin O6 pozisyonunda alkilasyon
ve metilasyonu hizlica geri ceviren hiicresel DNA onarim proteinidir, boylece TMZ

gibi alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkilerini nétrolize eder (19).

Timor hiicrelerinde MGMT aktivitesinin yiiksekligi alkilleyici ajanlara

direng¢ ile iligkilidir (20). Buna karsin tiimor hiicrelerinde promoter metilasyonu



sonucu  MGMT geninin epigenetik sessizligi diisik MGMT expresyonu ile
sonuclanir (21, 22). MGMT glioblastomali olgularda potansiyel prognostik marker
olarak degerlendirilmektedir ayrica TMZ yanitinda prediktif degeri oldugu

saptanmustir (23), ancak klinik uygulamada heniiz standart hale gelmemistir.

Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalinda 2000-2010 tarihleri arasinda glioblastoma tanist almis yalniz
radyoterapi ve radyoterapi ile eszamanli ve ardindan idame temozolomide alan
olgularda MGMT metilasyon durumu incelendi. MGMT metilasyonunun sagkalim

ile hastaliksiz sagkalima etkisi ve prognostik dnemi degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Santral Sinir Sistemi Tiimorleri

Santral sinir sistemi (SSS) beyin, spinal kord ve onlar1 koruyan yapilar
kapsarken hem primer hem de metastatik tiimorlerden etkilenir (3). Primer santral
sinir sistemi timorlerinin nedeni bilinmemektedir. Ancak mesleki veya cevresel
atiklar (organik coziiciiler, sentetik kaucuk, formaldehit, polivinil klorid, pestisid,
herbisid, ionize radyasyon ve elektromanyetik alan), hayat tarzi ve beslenme (cep
telefonu, nitrat ve N-nitroso bilesikleri, kolesterol, yiiksek sosyal sinif, sa¢ spreyleri
ve sigara), medikal sebepler (toxoplasma gibi viral ve parazitik enfeksiyonlar, AIDS,
immiinsupresyon, kafa travmasi) etyolojik faktorler icinde sayilabilir (24). Baz1 SSS
tiimorlerinin ise norofibromatozis Tip 1,ndrofibromatozis Tip 2 ve Li-Fraumeni
Sendromu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir (25). Bununla birlikte bazi yayinlarda
A, C ve E vitamini, astim, alerjik biinye ve sik grip olmanin SSS tiimorlerine karsi
koruyucu olabilecegi soylenmistir (1).

SSS tiimorleri Amerikada tiim kanserlerin % 1.4° iinii ve kansere bagl

oliimlerin % 2.2’ sini olusturur (26).

SSS tiimorlerini orjin aldigi embriyonik dokuya gore gruplayan WHO
histolojik siniflamasi asagida verilmistir (Tablo 1)(26). SSS tiimérlerinin % 82’ sini

astrositom, anaplastik astrositom ve glioblastoma olustururken; % 14’ {inii



medullablastom, oligodendrogliom, epandimom ve pilositik astrositom ve miks

oligoastrositom olusturur (27,28).

Tablo 1. WHO Santral Sinir Sistemi Tiimérleri Histolojik Siniflandirmasi

1. Astrositik tiimorler

a. Diffiiz astrositoma
1. Fibriler astrositoma
2. Protoplazmik astrositoma
3. Gemiositik astrositoma
b. Anaplastik astrositoma
c. Glioblastoma
1. Dev hiicreli glioblastoma
2. Gliosarkom
d. Pilositik astrositoma
e. Pleomorfik ksantroastrositom
f. Subependimal dev hiicreli astrositom

2. Oligodendroglial tiimorler

a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom

3. Mixed gliomalar

a. Oligoastrositom
b. Anaplastik oligoastrositom

4. Ependimal tiimorler

a. Ependimoma

a. Selliler
b. Papiller
c. Clear cell
d. Tanisitik

b. Anaplastik ependimoma
c. Miksopapiller ependimoma
d. Subependimoma

5. Koroid plexus tiimorleri

a. Koroid pleksus papillomu
b. Koroid pleksus karsinomu

6. Noronal ve mixt noroglial tiimorler

Gangliositom

Serebellumun displastik gangliositomu
Desmoplastik infantil astrositomu
Disembriyoblastik noroepitelyal timor
Gangliogliom

Anaplastik gangliogliom

Santral norositom

Serebellar lipondrositom

Filum terminalenin paragangliomu
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7. Noroblastik tiimorler

a. Olfaktor noroblastom (estesionoroblastom)
b. Olfaktor ndroepitel yom
c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi néroblastomu

8. Pineal parenkimal tiimorler

a. Pineasitom
b. Pineablastom
c. Orta derecede differansiyasyon gosteren pineal parenkimal tiimor

9. Embriyonal tiimorler

a. Medullaepitelyom
b. Ependimoblastom
c. Medullablastom
1. Desmoblastik medullablastom
2. Large cell medulloblastom
3. Medullomyoblastom
4. Melanositik medulloblastom
d. Supratentoryel primitif néroektodermal tiimérler
1. Noroblastom
2. Gangliondroblastom
e. Atipik teratoid/rabdoid tiimér

10. Orijini belirsiz glial tiimorler

1. Astroblastom
2. Gliamatosis serebri
3. Ventrikiil koroid gliomu

2.2. Glioblastoma
2.2.1. Etyoloji ve Epidemiyoloji

Yiiksek dereceli gliomalar tiim malign beyin tiimérlerinin % 77’sini olusturur
(29). Glioblastoma ise tiim malign beyin tiimorlerinin % 82’°ni olusturur. Erkeklerde
kadinlardan daha siktir ve 65-75 yas arasi insidans daha yiiksek olup ortanca
sagkalim artan yasla azalir (29). Etyolojide cevresel faktorlerin rolii tartigmali
olmakla birlikte norofibromatozis Tip 1 ve Li-Fraumeni Sendromu gibi genetik

faktorler glioblastoma olusumunda etkili olabilir (30-32).
2.2.2. Biyolojik Ozellikler ve Molekiiler Biyoloji

Yiiksek gradli gliomalar sinyal transdiiksiyon yolaklari, hiicre biiyiime
kontrolii, hiicre dongiisii, apopitoz ve diferansiyasyonu degistiren cesitli gen
ekspresyon degisiklikleri gosterir. Anormal biiylime faktorii reseptor ekspresyonu ve

hiicre siklusunda kontrol kaybi en sik goriilen degisikliklerdir. Aktif hale gelen




mutasyonlar veya Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Epidermal Growth Factor

Receptor (EGFR) ve onlarin reseptorlerinin amplifikasyonu da gdzlenmektedir.

Timor gelisimi ve progresyonuna katkida bulunan diger biiyiime-uyaran
degisikligi Focal Adhesion Kinase (FAK) overekspresyonu ve bu degisiklik sinyal
yolaklar1 ile baglantilidir. FAK overekspresyonu astrositom ile glioblastomalarda
olur ve bu overekspresyonun hem invivo hem de invitro hiicre proliferesyonuna
katkida bulundugu gosterilmistir. Ayrica malign hiicre migrasyonu ve timor

anjiogenezisinde de onemli olabilir (33-35).

Siklin-bagimli Kinaz Inhibitorii 2A (CDKN2A ) (p16) ve Retinoblastoma 1
(RB1) gen mutasyonuda siktir (36,37). Bu tiimor supresor genler, CDKN2A- Siklin-
bagimli Kinaz (CDK4) / cyclin D1-RB1 hiicre siklus diizenleyici yolaklarda anahtar
role sahiptir. Phosphatase and tensin homolog (PTEN) (MMACT1) ve Protein 53
(p53) gibi diger tiimor supresor genler ile Murine double minute oncogene (MDM?2)
ve hiicre sikliis regiilasyonunda dnemli genler de genelde mutasyona ugrarlar

(38,39).

Yiiksek gradh gliomalarda genelde Protein kinaz B (AKT) fosforilasyonun
baskilanmasini destekleyerek hiicre biiyiimesiyle sonu¢lanan PTEN delesyonu
goriiliir (40). PTEN kaybi olan astrositlerde hizlanmig proliferasyonun temelinin bu
oldugu diisiiniiliir (41). Yapilan caligmalarda, astrositlerin diferansiyasyonunda
anahtar role sahip biiyiime faktorlerinin en ¢ok etkilenen faktorler oldugu ve
astrositlerin diferansiyasyon yolaklari ile glioma transformasyonu arasindaki

baglantida rol oynadig: gosterildi (42).
2.2.2.1. Major Yolaklar

Yiiksek gradli gliomalarin molekiiler 6zelliklerinin incelenmesi ile astrositik

hiicreden glioblastomaya progresyonda ayirt edici yolaklar gostermistir (1).

De novo glioblastomalar yash hastalarda daha siktir ve siirekli olmayan
EGFR ve MDM?2 overekspresyonu, mutasyonu veya PTEN, RB1 veya CDKN2A
kayb1 icerir. CDKN2A delesyonu EGFR amplifikasyonu olan tiimorlerde gozlenir ve
yiiksek proliferasyon oranlariyla baglantilidir (43). pl6/CDKN2A delesyonu ve

EGFR amplifikasyonu yash hastalarda goriilen daha kotii prognozun altinda yatan



sebeptir (44). PTEN inaktivasyonu en sik de novo glioblastoma yolaginda goriiliir

(45).

Ikinci yolakta baslangicta diisiik gradli astrositom olarak baslayan yapilardan
daha yiiksek gradli tiimoral yapilar meydana gelir. Bu hastalar daha gengtir ve
tiimorleri malign progresyona gotiiren ardarda genetik degisimler gosterirler. Tiimor
protein 53 (TP53) mutasyonu ve PDGFR ile ligandlarinin overekspresyonu bu

yolakta anahtar basamagi olusturur (1).

Bu molekiiler degisiklikler yolaklar1 etkilese de, spesifik genetik 6zelliklerin
prognostik onemi kesin belirlenememistir (1). Ancak glial timorlerde EGFR geninin
artmis ekspresyon ve amplifikasyonu iyi belirlenmistir (46). Tim caligmalarda
onaylanmasa da anormal EGFR amplifikasyon/ overekspresyonun veya genin kendi
icinde degisikliklerin anaplastik astrositom ve glioblastomada kotii prognoza isaret

ettigine dair kanitlar vardir (47-51).
2.2.3. Patoloji
2.2.3.1. Makroskopi

Glioblastomalar makroskopik incelemede c¢evre normal dokudan iyi sinirla
ayrilmasina ragmen, mikroskopik olarak kitleden uzakta normal doku icine
infiltrasyon gosterir. Yiiksek derecede invaziv tiimor olduklarindan c¢evre normal
beyin dokusunda 6dem ve ekspansiyona yol acarlar. Kesit yiizeylerinde siklikla
hemoraji, kist formasyonlar1 ve nekroz alanlar1 goriilir (1,52). Corpus callosuma
yakin alandan koken alan tiimorler orta hatt1 gecip karsi serebral hemisferi de infiltre
edebilir bu durumda kelebek paterni seklinde isimlendirilir (1,2). Bu sebeplerden
tiimoriin genis simirlarla rezeksiyonu genellikle iyi prognozla iliskiliyken dar sinirla
rezeksiyon normal beyin dokusuna diffiiz ve genis infiltrasyondan dolayr kiiratif
degildir. Timor dogrudan ventrikiiler sistem ve subaraknoid aralifa yayilabilir.
Hastalarin bir kisminda ise ge¢ evrelerde spinal ya da spinal subaraknoid metastaz
geligebilir. Lenfatiklerin olmayisi bu yolla yayilimi1 ortadan kaldirir. Hematojen

metastaz ise oldukc¢a nadirdir (1).
2.2.3.2. Histopatoloji

Astrositler kiiciik yuvarlak cekirdek ve glial fibriler asidik proteinden (GFAP)

olusan cok sayida filamente sahiptir. Yiiksek gradli tiimorler normal astrosite



benzeyen diffiiz hiicre infiltrasyonu gosterir. Timor kesitleri genelde yogun ve uzun
sitoplazmik icerik ve genislemis hiicre ihtiva eden reaktif astrositler veya
gemistotislerden olugur. Malignensi tanisini destekleyen spesifik bulgular ise artmig
selliilarite, niikleer ve sitoplazmik pleomorfizm, mitoz, kiiciik damar ve endotelyal

hiicre proliferasyonu ve nekrozdur (53).
2.2.4. Gradlandirma

Derecelendirme, prognostik belirleyici olmasi nedeniyle onemlidir. WHO
klasifikasyon sistemi St. Anne-Mayo sistemi ile uyumlu kriterleri kullanir. Buda

malign 6zelliklerin sayilarinin skorlanmasini temel alir (54).
St. Anne-Mayo;
e Mitotik aktivite
e Selliiler pleomorfizm
e Vaskiiler endotelyal proliferasyon ve
e Nekroz dzelliklerine bakar

Glioblastomda dort malign 6zellik bir aradadir ve grade IV olarak adlandirilir
(54).

2.2.5. Klinik Tablo

Intrakranial basing artis1 semptomlari (basagrisi, kusma, biling bozukluklari,
3 ve 6. sinir tutulumlarina bagl olarak diplopi, fasial paralizi v.s.) sik goriiliir.
Yerlesim bolgesine bagli olarak norolojik defisitler meydana gelir. Epileptik
bulgularin ortaya ¢ikmasi frontal ve temporal yerlesimli tiimorlerde siktir. Klasik
olarak; basagrisi, epileptik ndbet ve hemiparezi triad1 olgularin yarisindan fazlasinda
mevcuttur. Beyin parankimi agriya duyarli degildir. Basagrisi, meninkslerdeki kan
damarlariyla iligkili olan, agriya duyarli sinir uglarinin irritasyonu ve lokal gerilimi
sonucu gelisebilecegi gibi, tiimoriin basiya neden olabilecek genis hacime ulagmasi
sonucu, intrakranial basincin artis1 ile iligkili olarak da ortaya cikabilir. Siklikla
bolgesel olma o6zelligi tasir ve genellikle tiimoriin yerlesimi hakkinda bilgi verir.
Bulanti-kusma siklikla orta hat ve posterior fossa tiimoérleri ile iliskilidir. Mental

degisiklikler frontal ve temporal lob tiimorlii hastalarda cok sik goriilen bir bulgudur.



Epileptik nobetler ise noral dokudaki irritasyonu gosterir ve siklikla da grand mal ve

fokal tip nobetler goriiliir (2,55).
2.2.6. Tam1 Metodlar:

Beyin tiimorlii hastalarin ilk muayenesi, ayrintili bir hikaye almayr ve fizik
muayeneyi kapsamalidir. Son 20 yildir, Magnetik Rezonans Gériintilleme (MRG) ve
Bilgisayarli Tomografi (BT), intrakraniyal ve spinal lezyonlarin tamisinda standart
kullanilan tekniklerdir. BT; beyinin anatomik tanimlamasim yapar ve kontrastin
yogunlastiZ1 hacimle iliskili olarak, bir bolgede gelisen tiimoral yapiyr gosterir. BT
tiimoriin lokalizasyonu, yayillimi, gradi, tek veya cok odakli olmasi, tek yada cift
tarafli yerlesimi ile birlikte; 6dem, nekroz ve kalsifikasyon gibi ayrintilar1 hakkinda
da bilgi verirr MRG ise; normal anatomik yapiyr ve beyin parankimindeki
degisiklikleri daha detayl1 gosterir. Giiniimiizde BT ve MRG ile tiimor biiyiikliigi
olciildiigiinden, tedaviye cevabi 6l¢mekte oncelikle kullanilan teknikler olarak kabul
edilmiglerdir. MRG’de glioblastomalar heterojen kitleler seklinde goriiniirler.
Heterojen goriiniim nekroz ve/veya kist olusumuna baghdir. T1A goriintiilerde
genellikle santral yerlesimli hipointens alan mevcuttur. Bu hipointens alani
cevreleyen kalin, diizensiz duvar ve solid nodiiller parankime gore izointens veya
hafif hipointens sinyal paternine sahiptir. T2A incelemelerde degisik sinyalli
heterojen hiperintens goriiniim vardir. Tlimorii cevreleyen gevresel 6dem alam1 T2A
goriintilemede belirgindir. Intravendz gadolinyum sonrasi yapilan incelemelerde

opaklagma saptanir (2,25).

Pozitron emisyon tomografi (PET) ise malign biiylime nedeniyle gelisen
nekroza bagli olarak, metabolizma hiz1 farkli alanlarin doku degiskenligini
saptamaya yardimci olan bir tani ydntemidir (2,56). Single photon emisyon
tomography (SPECT) ve PET, tiimor metabolizmasini anlamak ve radyasyon
nekrozundan, neoplaziyi ayirt etmekte kullanilmaktadir. Malign hiicrelerin normal
dokudan daha fazla glukoz kullandig1 belirlenince, 18F-florodeoksiglukoz (FDG)
kullanilarak, PET calismalar1 genisletilmistir. FDG-PET’ in tam1 ve timor
yonetiminde  kullanilmasi,  malignensinin ~ derecesini,  biyopsi  alaninin
lokalizasyonunu, tedavi sonrasi tiimor niiksiinlin tespitini ve tiimor niiksiinii
radyasyon nekrozundan ayut edilebilmesini miimkiin hale getirmistir. Manyetik

rezonans spektroskopi (MRS) ise glioma metabolizmasi ¢aligmalarinda yeni bir



goriintiileme teknigidir. MRS vasitasiyla fosfor 31 ve hidrojen Slctimleri yapilarak,
enerji metabolizmas1 haritas1 ¢ikarilabilir ve hiicre zarinin lipid metabolizmasi ile
diger hiicre unsurlar1 tanimlanabilir. Fosfolipid hiicre zar1 i¢eriginde bulunan kolin
seviyesinin, kronik radyasyon nekrozunda azaldigi tespit edilmis olup kolin

seviyesinin dl¢timii ile, tedaviye cevap degerlendirmesi yapilabilir.

Cerrahi sonrasi degisikliklerin de radyolojik tetkiklerde, kontrast maddeyi
tutma gibi bir 6zelligi vardir. Bundan dolayi, postoperatif degisiklikler ile rezidiiel
timorii ayirdetmek zordur. Yapilan caligmalarda, postoperatif degisikliklerin, en
erken iiclincii giinden itibaren kontrast maddeyi tutmaya basladig1 ve tutulumun 45
giin kadar siirecegi saptanmistir. Bu nedenle tedavi sonrasi tiimér boyutunu tespit
etmek icin postop ilk 24 saat (en geg ii¢ giin icinde) veya 45 giin sonra MRG yapmak
gerekir (57).

2.2.7. Prognostik Faktorler
2.2.7.1. Klinik Prognostik Faktorler

Glioblastomali hastalarda sagkalim oldukc¢a kotii olup ortalama 1 yildir.
Curran ve ark. RTOG verilerini kullanarak 1974-1989 arasi tam alan 1578 olguyu
derledi. Bu calismada rekursif boliimleme analizini (RPA) kullanarak 6 prognostik
grup olusturup hastalar1 bu gruplara ayirdilar. Bu gruplarda medyan sagkalim 4.6 ay
ile 58.6 ay arasinda degismekteydi. Onemli prognostik faktdrlerin yas, histoloji,
mental durum, Karnofsky performans durumu (KPS), cerrahiden onceki semptom
stiresi, rezeksiyon genisligi, norolojik durum ve RT dozu oldugu saptandi. Caligmaya
gore yasin 50’ nin iizerinde olmasi, histolojinin glioblastoma olmasi, KPS’ nin 90’ 1n
altinda olmasi, semptomlarin baslangici ile tam1 konulmasi arasindaki siirenin 3
aydan kisa olmasi, total rezeksiyon yapilamamasi ve 54.4 Gy’ den daha diisiik doz
uygulanmasi kotii prognostik faktorler olarak degerlendirildi (Tablo 2) (58). Ayrica
baz1 calismalarda oligodendroglial komponentin varliginin sagkalimi ortalama 5 yila
kadar uzatabilecegi ve 60 yas Ustiiniin kotii prognostik faktor oldugu saptandi
(59.60).
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Tablo 2. Rekursif Partitisyon Analizi (RPA) Prognostik Indeksleri

Smif 1 Yas<50, anaplastik astrositoma, normal mental durum
Suf 2 Yas>50, Karnofsky Performans Skoru (KPS) 70-100, anaplastik
astrositoma, semptom siiresi >3 ay
Smif 3 Yas<50, anaplastik astrositoma ve anormal mental durum ya da
Yas<50, Glioblastoma ve KPS 90-100
Yas<50, Glioblastoma, KPS<90 ya da
Simif 4 Yas>50, KPS 70-100, anaplastik astrositoma, semptom siiresi < 3 ay ya da
Yas>50, Glioblastoma, cerrahi rezeksiyon, ve iyi norolojik fonksiyon
Smif 5 Yas>50, KPS 70-100, Glioblastoma, cerrahi rezeksiyon ve isi engelleyen
norolojik bozukluk veya biyopsi ve takiben en az 54.4 Gy radyoterapi
Sinif 6 Yas>50, KPS<70, anormal mental durum ya da
Yas>50, KPS 70-100, Glioblastoma, sadece biyopsi, <54.4 Gy radyoterapi

2.2.7.2. Molekiiler Prognostik Faktorler

Molekiiler prognostik faktorlerin belirlenebilmesi icin pek c¢ok calisma
yapilmistir. O6-metil guanin metil transferaz (MGMT) temozolomide (TMZ) alan
hastalarda 6zel oneme sahiptir. MGMT promoter metilasyonu BCNU ve TMZ gibi
alkilleyici ajanlara duyarlilik ile baglantilidir. Eger metilasyon yoksa, MGMT TMZ’e
bagli DNA hasarin1 hizlica onarir. MGMT promoter metilasyonu iyi prognoz

gostergesidir (61).

Ayrica 1p/19q heterozigotisite kayb1 (LOH) oligodendroglial fenotip ile
birlikte, KT ve RT’ye iyi cevap ve daha iyi sagkalimla iliskiliyken, 10q’ da
heterozigotisite kayb1 (LOH) kotii prognozu isaret eder. LOH tiim glioblastomali
olgularin % 60-90’mda mevcuttur (62).

P53 mutasyonu da iyi prognoz gostergesidir. Olgularin % 25-40’inda olup
geng olgular ve sekonder glioblastomada daha sik goriiliir (63-65).
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EGFR mutasyonu veya overekspresyonu siklikla 10. kromozom kaybi
nadiren de p53 mutasyonu ile birliktelik gosterir. De novo glioblastomalarda goriiliir.

EGFRVIII; kinaz inhibitdrleri, immunotoksinler ve peptid asilarinda hedeftir (46-49).

MDM?2 amplifikasyon veya overekspresyonu olgularin % 10-15" inde goriiliir
ve kotii prognostik faktordiir (64). PTEN (MMAC) mutasyonu da olgularin % 30’
unda goriiliir ve kotii prognozla iligkilidir (45, 49). Her-2/neu overekspresyonu da

kotii prognoz gostergesidir (2).
2.2.8. TEDAVI

Uzun yillar glioblastomada standart tedavi cerrahi rezeksiyonu takiben
adjuvan radyoterapi idi. Ardindan nitroziireler tedaviye eklendi. Son 10 yil i¢inde
RTOG ¢glioblastomada RT ile etkin alternatif ajan1 bulmak icin pek ¢ok faz iki
calisma yiiriittii. Degisik fraksiyonlar, farkli dozlar veya teknikler ile (stereotaktik
radyocerrahi, brakiterapi) ve radyasyon duyarlastiricilarla ilgili ¢aligmalar da yapilda.
Bununla birlikte hicbirinde sagkalima anlamli bir katki elde edilemedi ve standart
tedavi olarak kabul gormedi (4). Son caligmalar cerrahinin ardindan uygulanan
radyoterapi ve radyoterapi ile birlikte temozolamide kullaniminin standart tedavi

oldugu gosterdi. Halen GBM tedavisinde hedefe yonelik ajanlar arastirilmaktadir (3).
2.2.8.1. Cerrahi

Cerrahi glioblastomada standart tedavinin en temel ayagini olusturur.
Cerrahinin amaci tani i¢in biyopsi, definitif yaklasim i¢in rezeksiyon, kitle etkisine
bagli semptomlarin azaltilmasi1 i¢in palyatif yaklasim ve kafa ici basing veya
hidrosefaliye bagli semptomlar1 rahatlatmak icin sant yapmaktr (4, 57).
Glioblastomada cerrahinin ana hedefi minimal risk ile maximal timor

sitorediiksiyonu yapmaktir (2,4).

Glioblastomada total rezeksiyonun, subtotal rezeksiyon ve biyopsiye gore
sagkalim ve hastaliksiz sagkalima katkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir. MRG
degerlendirmesine gore timoriin %97’ sinden fazlasimin rezeksiyonu daha uzun

sagkalim ile iligkilidir (66).

Hasta kraniotomi i¢in risk tasiyorsa, lezyon biiyiik ve ylizeyel ise, lezyonun

lokalizasyonu nedeni ile total rezeksiyon yapilamiyorsa ve daha dnce tani koyulup
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goriintiileme yontemleriyle tesbit edilemeyen timor progresyonu mevcut ise biyopsi

histopatolojik taniy1 koymak ve tedaviyi yonlendirmek bakimindan énem tasir (67).

Lezyon derin lokalizasyonlu, kritik alanlarda lokalize, birden ¢ok ise veya
lezyon asemptomatik ve hasta yasli aym1 zamanda genel durumu kraniotomiye
elverigsiz ise doku tanis1 amaciyla stereotaktik biyopsi agik biyopsiye alternatif

olarak uygulanabilir (67).

Kuzey Amerika’ da 1997-2001 arasinda 52 klinikte 413 glioblastomali hasta
rezeksiyon ve biyopsisinin sag kalima etkisini degerlendirmek icin karsilagtirildi.
Cok degiskenli analizlerde rezeksiyonun sagkalim siiresini anlamli sekilde uzattigi
saptandi. 60 yas iisti KPS skoru 70’in altinda olan ve multifokal tiimorii olan
hastalar calismadan cikarildiktan sonra da rezeksiyonun yine sag kalimi uzattigi

gosterildi (68).
2.2.8.2. Radyoterapi
2.2.8.2.1. iki Boyutlu (Konvansiyonel) External Radyoterapi

Glioblastomanin tedavisinde radyoterapi yaklasik 60 yildir kullanilmaktadir.
Radyoterapinin en iyi destekleyici tedaviye (Best Supportive Care=BSC) kars1
sagkalim avantajimi gosteren ilk randomize calisma Beyin Tiimorii Calisma Grubu
(BTSG) tarafindan 1976’de yapildi . Calismadaki olgularin % 90’1 GBM tanisi
almisti. Bu calismada sadece RT alanlarda ortanca sagkalim 37,5 hafta iken klasik
bakim yapilan ve BCNU alan hastalarda ortanca sagkalim sirasiyla 17 ve 25 hafta
idi. Bu sonuclarin alinmasiyla ve BTSG tarafindan postoperatif radyoterapinin
sagkalim avantajinin gosterilmesiyle GBM de postoperatif RT standart hale geldi.
BCNU ve RT uygulanmasinda ise sagkalim 40,5 hafta olarak bulundu (69).

2.2.8.2.2. Radyoterapide Hedef Voliimler

Erken klinik ¢aligmalarda glioblastomali hastalarda RT’ nin rolii arastirilirken
olgulara tiim kranial icerigi alacak sekilde tiim beyin radyoterapisi (Whole Brain
Radiation Therapy=WBRT) ile 50-60 Gy dozda RT uygulandi. Bu tedavi genis
paralel karsilikli alanlar ile uygulandi (69). Tiim beyin radyoterapisini parsiyel beyin
radyoterapisiyle karsilastiran genis randomize calisma olmamasina ragmen 1989°da

bir intergrup caligmasi tiim beyin radyoterapisi ile parsiyel beyin radyoterapisini
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karsilastirdi. Bu calismada, daha kiiciik RT voliimlerinde sagkalim farki gdzlenmedi
(70).

Randomize 50 olguluk kiiciik bir ¢alismada ise parsiyel beyin radyoterapisi
ve tiim beyin radyoterapisi karsilagtirilinca esit sagkalim, benzer niiks paternleri ve

parsiyel beyin RT’sinde daha iyi KPS skorlar1 saptandi (71).

Parsiyel beyin radyoterapisi uygulanan glioblastomal1 olgularda niiks en ¢ok
primer timor yatagi ve yakin gevresinde goriiliir (53). Yapilan ¢alismalarda, parsiyel
beyin radyoterapisi uygulanan hastalarda niikslerin % 90’ 1mn ilk tiimor alaninin 2

cm ¢evresinde oldugu gosterildi (71,72,73).

Glioblastomali olgularda MRG kullanilarak tedavi planlamasi yapilirken T2
veya FLAIR goriintiilerde 6dem olarak goriilen bolge mikroskopik tiimér yayilimi
icin riskli alandir. Bu voliime 45-50 Gy doz uygulanirken, MRG’de T1 agirlikli
goriintiilerde gros tiimor olarak degerlendirilen alana 60 Gy RT uygulanir. Bu
uygulamadaki tek problem MRG’ deki T2 goriintiilerinin mikroskopik timor
infiltrasyonu icin spesifik olmamasidir. MR spektroskopinin, tiimor sinirmi
belirlemede daha spesifik oldugu yapilan caligmalarda bildirilmistir. Multivoksel
teknigi kullanilarak kolin ve N-asetil aspartatdan alinan sinyal degerlerinin cerrahi
sonucu elde edilen histopatolojiyle korele oldugu belirtilmistir. Tiimorii gliozis,
o0dem, nekroz ve normal dokudan ayirt etmede spesifitesi %86, sensivitesi %90’ dir

(53).

[Ik olarak 1979°da yapilan 2 calismada 50 Gy civar1 dozlarin yeterli
olabilecegi iddia edildi (63, 64). BTSG tarafindan daha c¢ok sayida vakayla 3
randomize ¢alisma yapild1 (BTSG 66-01, BTSG 69-01, BTSG 72-01). 45 Gy’ den 60
Gy’e dogru doz arttirilldik¢a sagkalimda da dozla orantili artis gézlendi (64).

1983’ de sonuclanan ECOG/RTOG caligmasinda vakalar 4 kola randomize
edildi. Bu calismada; 60 Gy tim beyine RT uygulanan grupla 3 deneysel grup
karsilastirildi. Birinci gruba 10 Gy ek doz parsiyel beyin RT’si seklinde uygulandi
(Toplam 70 Gy). Ikinci gruba 60 Gy dozda RT’ ye BCNU, iigiincii gruba ise
lomustine, CCNU ve dakarbazine kemoterapisi uygulandi. 10 Gy ek doz uygulanan
grupta, yalmiz 60 Gy tiim beyine radyoterapi uygulanan gruba gore sagkalimda artig

goriilmedi (65). 20 yildir yapilan caligmalarda 60-70 Gy arast dozun giivenli
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oldugunu bildirilse de randomize calismalarda 60 Gy {istii dozun faydasi

gosterilemedi (53,63-65).

Standart fraksiyone radyoterapide, tedavi giinde bir kez haftada 5 giin (hafta
sonlar1 hari¢) ve fraksiyon dozu 1,8-2 Gy olacak sekilde uygulanir (53).

RTOG’ nin prospektif, randomize faz I-II ¢alismasi olan 83-02 doz
eskalasyon (ylikseltme=arttirma) calismasinda olgulara giinde 2 fraksiyon her
fraksiyonda 1.2 Gy doz alacak sekilde hiperfraksiyone (giinde birden fazla
radyoterapi uygulamasi) radyoterapi BCNU ile eszamanli olarak uygulandi.
Hiperfraksiyone rejimlerde 64.8, 72.8, 81.6 Gy her fraksiyonda 1.2 Gy doz olacak
sekilde 2 kez uygulanirken akselere hiperfraksiyone rejimlerde 48 ve 54.4 Gy, her
fraksiyonda 1.6 Gy doz olacak sekilde 2 kez uygulandi. RTOG 90-06, faz III
calismasinda ise gruplardan ilkine 60 Gy doz 30 fraksiyonda uygulanirken, diger
gruba 72 Gy doz giinde 2 fraksiyon ve her fraksiyonda 1.2 Gy olacak sekilde

uygulandi. Ancak calismalarin hi¢cbirinde sagkalim artis1 saptanamadi (53, 74).
2.2.8.2.3. Uc¢ Boyutlu Konformal Radyoterapi

Bilgisayar teknolojisindeki gelismelerin ardindan radyasyonun tiimdre ve
normal dokuya 3 boyutlu dagilimi hesaplanabilir ve normal dokunun aldig1 doz
sinirlanabilir hale geldi. Postoperatif radyoterapi sonrasi relaps 60 Gy doz
uygulanmasina ragmen cogunlukla lokal olarak tiimor yataginda olmaktadir. Bu
nedenle tercih edilen {ic boyutlu planlama ile timor yatagina verilen dozun

artirilmast miimkiin hale gelmektedir(53).

Ancak konformal tedaviye gecildikten sonra ilk zamanlarda doz
eskalasyonunun yarar1 pek ¢ok ¢alismaya konu oldu. Teknoloji gelistikge ek doz
verilmesi miimkiin hale geldi. Ancak bu durumun sagkalimi artirmadigr gozlendi.
Lee ve ark. nin yaptig1 doz eskalasyon ¢aligmasinda 70 Gy’den 90 Gy’ye kadar doz
artirildi. 90 Gy’ de toksisite goriilmemekle birlikte dozun artirilmas: ile genel
sagkalim avantaji gosterilemedi. Takip goriintiilemelerinde, 90 Gy uygulanan
olgularin dahi %91’ inde niiksler eski timor alani veya tedavi alani i¢inde bulundu

(75).
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2.2.8.2.4. Yogunluk Ayarh Radyoterapi (IMRT)

Klasik lineer akseleratoriin modifikasyonu ve bir bilgisayar program ile
gross tiimor alan1 ve potansiyel mikroskopik yayilim alanina simultane olarak farkli

dozlarin uygulanmasi miimkiindiir (53).

Bir calismada radyasyona sensitif dokular korunurken gross timore 80 Gy
uygulanabilmistir. Bu faz I ¢alismada doz eskalasyonuna devam edilmektedir. Ancak
lokal tiimor progresyonu halen sorun olmaya devam etmektedir ve malign gliomada

uygulanilmasi tartigmalidir (76).

IMRT, doz dagilimim daha iyi optimize etmeye izin veren bir yontemdir.
Teorik olarak IMRT’ den fayda saglanacak iki durum mevcuttur. Bunlardan birincisi;
SSS’ nde pek cok kritik organ bulunmasi nedeni ile, IMRT ile bu yapilara uygulanan
doz azaltilarak daha uygun doz dagilimi saglanabilir. Ikincisi, SSS tiimérlerinde lokal
rekiirrense siklikla rastlanir ve en 6nemli problemdir. IMRT heterojen voliimler
icindeki farklt hiicre populasyonlarina farkli dozlarin optimizasyonuna izin
vermektedir ve bu sayede hedef volume uygulanan dozu arttrmak IMRT ile miimkiin
olabilmektedir. Eger tiimor biyolojisi WHO grade I menenjiom gibi homojen hiicre
populasyonu gosteriyorsa, IMRT diizensiz sekilli lezyonlarda homojen doz
arttirilmasint ve normal dokularda dozun diisiiriilmesini saglar. Buna karsin, WHO
grade IV gliomalar heterojen hiicre populasyonundan olusur ve CTV ile
karsilastirilinca GTV’ ye her fraksiyonda uygulanan doz artimi ile yapilan doz
eskalasyonu daha kabul edilebilir. Genel olarak, IMRT’ de en Onemli avantaj

diizensiz sekilli tiimorleri daha konformal bir sekilde tedavi edebilmektir (2, 3).

IMRT ile normal dokular1 daha iyi korumak miimkiindiir. Beyin tiimorleri
icin doz simirlamasi olan yapilar optik kiazma, optik sinirler, gbzler, beyin sapi, i¢
kulak, area postrema, tutulmamis beyin, optik korteks ve temporal loblardir. Doz
sinirlamast olan yapilarin tiimor tarafindan tutulmamis olmast durumunda bu
yapilara belirgin bir doz uygulanmasina ihtiya¢ yoksa ve konvansiyonel tedavi plani
bu yapilara kabul edilemez doz uygulanmasina sebep oluyorsa, mutlaka IMRT
uygulanmalidir. Ancak bu karar hastanin beklenen hayat siiresi degerlendirilerek
verilmelidir, ¢linkii pek cok gec yan etki tedavi bitiminden sonraki 6 aydan Once

ortaya ¢ikmaz (3).
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2.2.8.2.5. Simiilasyon ve Planlama

Gross tiimor voliimii (GTV) ve planlanan hedef voliim (PTV) belirlemesinde
MR ile fiizyon yapilan, BT temel alinarak tedavinin planlamasi tavsiye edilir. Kisiye
0zel immobilizasyon aletleri planlama ve tedavi sirasinda kullamilmahldir. Tedavi
planlanmasinda kullanilacak BT, tedavi pozisyonu ile aym olacak sekilde
ayarlanmalidir. Bas pozisyonu tiimoriin yerine gore degisir. Kesitler 1.25 mm’ den
daha kalin olmamali ve bagin {istiinden omuzlara kadar goriintiileme yapilmalidir.
Daha kalin kesitler optik sinir, kiazma, kohlea gibi yapilarin yeterli goriintiilenmesini
engeller. Ileri zamanlarda MR spektroskopi-perfiizyon veya PET ile RT planlamasi

yapilabilecektir. Ancak su an deneysel asamadadir (4, 53).

GTV hem GTV1 hem de GTV2’yi kapsamalidir. GTV1 kontrast tutan lezyon,
cerrahi rezeksiyon kavitesi ve 6dem alanim icermelidir. PTV1 olusturmak icinse bu
voliime 2 cm marj verilir. GTV2 ise kontrast tutan lezyondur (6dem alani harig).
PTV2 ise GTV2+2,5 cm’dir. Mikroskopik tiimor yayilimim engelleyen dogal
bariyerlerin oldugu bolgelerde smirlar modifiye edilebilir (serebellum, karsi
hemisfer, ventrikiiller, tentorium cerebri). PTV1’e 46 Gy doz 23 fraksiyonda
uygulanir, ardindan PTV2’ye 14 Gy doz 7 fraksiyonda uygulanir.

En cok uygulanan protokole gore alanlarin preoperatif goriintiilemeye gore
planlanmasi dnerilir. Postoperatif goriintiilemeye gore planlama yapilmasin1 6ngoren
bir goriis te vardir. Glioma hiicreleri beyin parankimi boyunca taginmip tiimor alanina
yakin cevre dokuyu infiltre ettigi icin MRG’ da T2 goriintiisiindeki degisiklige marj
verilerek tedavi alanina dahil edilmesi Onerilir. GOz, optik sinir, kiazma, hipotalamus,
beyin sap1, kohlea ve spinal kord gibi kritik yapilar alan digina c¢ikarilmalidir. Bu
yapilar tolerans dozunu gecmemelidir. Tedavi alanlari, tedavi voliimiinde
homojeniteyi saglamak ve tutulmamis beyinin o bdlgesini alan digina ¢ikarmak igin
cok alanli olmalidir. Bu da 3D konformal (Ug boyutlu tedavi planlama yontemi) veya
IMRT teknigi ile olabilir. Eger tiimor orta hatt1 gegmisse ilk PTV i¢in paralel alanlar
kullanilabilir. Karsilagtirmali dozimetrik analizler IMRT de kritik yapilar1 sakinmak

icin Onerilir (3,5).
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2.2.8.3. Glioblastomada Sistemik Tedavi
2.2.8.3.1. Steroid

Kortikosteroidler glioblastomada ilk sistemik tedavidir. Steroidlerin
tedavideki en onemli rolii —radyoterapinin de katki sagladigi- serebral 6deme bagl
semptomlart azaltmaktir. Randomize calismalarda yiiksek doz steroidlerin sagkalimi
uzatmadigl saptanmis oldugundan RT uygulanirken semptomlar1 ortadan kaldiran en
diisiik doz tercih edilmelidir. Kronik steroid kullanimi dispepsi, oral ve dzofageal
kandidiazis, myopati ve immiinosupresyon gibi Onemli toksisitelere yol agcar.
Klineberg ve arkadaglarinin bir ¢aligmasinda oral steroid ve RT alan hastalarin %
25’inde CD4 sayis1 200’lin altina diismiistiir (Saglikli insanda CD4=450-1600/mm3).
Bu da hastalarda pnomosistis karini pndmonisi gibi firsat¢1 enfeksiyonlara yatkinligi

arttirr (4,53).
2.2.8.3.2. Temozolamide (TMZ)

TMZ 1980’ lerde Ingiltere’ de Stevens ve arkadaslari tarafindan gelistirilen
bir nitroimidozol tiirevidir. Bir prodrog olan TMZ ikinci kusak tek fonksiyonlu
alkilleyici bir ajandir. Yanyana bagh {i¢c nitrojen atomu iceren bir tetrozinon
halkasiyla birlesen imidozol halkasidir. Dakarbazin ile iliskilidir, ayn1 zamanda anti-

tiimor ilag olan mitozolomidin 3-metil tiirevidir.

TMZ oral alkilleyici ajan olarak c¢alisir. Notrol pH’da spontan hidrolize
ugrayarak aktif formu monometil triazenoimidozole karboksamide’e (MTIC)
doniisiir (77, 78). Etkisini, sitotoksik metilleyici ajan MTIC’e doniistiikten sonra
gosterir. MTIC ise hemen inaktif metabolit olan 5-aminoimidozal, 4-karboksamid
(AIC)’ e ve ileri derecede reaktif metil diazonyum iyonuna pargalanir. Metil
diazonyum aktif metilleyici bir ajandir. Spontan hidroliz kanda ve dokularda pH 7°
de (fizyolojik pH) gergeklesir. MTIC’ nin miikemmel bir biyoyararlanimi vardir ve
kan-beyin bariyerini kolayca gecer (Sekil 1) (77,79).

18



-

Guanin
AlC Metildiazonyum
katyonu o
H | i| 7
ZN O 1
i IS I |
c ‘!3"‘= ; " N/é*\\\s__ N
Tl N
NH, N + 1! ! \\ 8
\ i | L
. ! 3 DNA
L 'N: ; -H
- 4 4
Bobreklerden PUrin ve Urik asit
atiim sentezinin OCH,
preklrsord i
2N N
i I /
L
H:N N N
DNA

Sekil 1. Temozolomide Etki Mekanizmasi
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Invivo ve invitro preklinik calismalarda, TMZ ‘in cesitli tiimor tiplerine
etkinligi gosterilmistir. Malign beyin tiimorleri ve malign melanomada klinik
etkinligi saptanmistir. Preklinik c¢aligmalarda temozolomidin hiicre siklusunun
radyosensitif fazi olan G2/M fazim bloke ettigi ve glioblastoma hiicre dizisinde
radyoterapiyle eszamanli uygulandigi takdirde hiicre gelisimini doza-bagimli inhibe

ettigi goriildii (80,81).

Konkomitan radyoterapi ve TMZ ile ilgili ilk ¢calisma 1997 de Stupp ve ark
tarafindan yapilan 64 olguluk faz II ¢calismasinda 60 Gy/30 fr. doz ve radyoterapi ile
eszamanli 75 mg/m?/giin TMZ uygulandi. Radyoterapi bitiminden sonra 6 siklus, 28
giinde bir, 5 giin siireyle 150-200 mg/m?/giin TMZ uygulandi. Bu calismanin
sonucunda medyan sagkalim 16 ay ve 24 aylik sagkalim % 31 olarak bulundu ve
sagkalimi uzattigi saptandi (82). TMZ ‘in 75 mg/m?/giin dozunda giinliikk
uygulanmasinin amact DNA onarim enzimi olan MGMT’ nin deplesyonunu

saglamak ve anti-timor aktiviteyi artirarak sagkalimi uzatmakti (77).

EORTC 26981/22981/NCIC’ nin 573 olguluk calismasinda da radyoterapi ile
eszamanli temozolomide uygulanan grupta sadece radyoterapi grubuna gore

sagkalim avantaj1 saglandi (14).

TMZ DNA’daki onariminm saglayan alkil gruplarina baglanip DNA hasarina
yol agar boylece apopitozu indiikler. TMZ DNA’y1 pek cok bolgesinden modifiye
eden bir metilasyon ajanidir. Ozellikle tiim metilasyon olaylarmin yaklasik %90’dan
sorumlu olan N7- metilguanin ve N3-metiladenini modifiye eder. Bu yapilar temel

eksizyon onarim yolagiyla onarilir ve diisiik sitotoksik potansiyele sahiptir (16).

TMZ’in O6-metil guanine baglandig1 mekanizma tiim metilasyon olaylarinin
sadece %5-10’nu olusturur. Eger hiicre boliinmesinden ©Once metil grubu
kaldirilamazsa, bu yapilar DNA yanlis-eslesme onarim (MMR) yolagmi
tetiklemektedir ki bu oldukga sitotoksik bir olaydir (17).

2.2.8.3.2.1. O6-Metil Guanin DNA-Metil Transferaz (MGMT)

06 metil guanin metil transferaz (MGMT) guanin O6 pozisyonunda
alkilasyon ve metilasyonu hizlica geri ¢eviren hiicresel DNA onarmm proteini olup

(19), bu yolla TMZ gibi alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkilerini notrolize eder.
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Alkilleyici ajanlarin sitotoksik etkilerine karst MGMT aktivitesinin koruyucu
etkisi insan hiicre serisi xenograft modeller ve MGMT transgenik farelerde

gosterilmistir (20, 83, 84).

Timor hiicrelerinde MGMT aktivitesinin yiiksekligi alkilleyici ajanlara
diren¢ ile iligklidir (20). Buna karsin tiimor hiicrelerinde promoter metilasyonu
sonucu  MGMT geninin epigenetik sessizligi diisik MGMT expresyonu ile
sonuclanir (21,22). MGMT promoter metilasyonu cesitli timér tiplerinde goriiliir
(23,85). Pek cok olguda MGMT geninin sessizligi gen promoter bdolgesindeki
sitozin-guanin diniikleotilerdeki (CpG adalar1) sitozin niikleotidlerinin metilasyonu
ile iligkilidir. 10. kromozomda lokalize MGMT’ nin CpG 1, CpG 2, CpG 3 ve CpG 4,
ozellikle CpG 4, adalarinin metilasyon durumunun, sagkalimla ilgili tahmine olanak

sagladig goriildii (86).
2.2.8.3.2.2. AlKkilleyici Ajanlara Direncte MGMT’nin Rolii

MGMT tiim normal insan dokularindan sentezlenir (88). Bir DNA onarim
proteini olan MGMT ile bilgilerimizin pekg¢ogu alkilleyici ajanlara maruziyetten

sonra gozlediklerimizden olusur (87).

MGMT aracili onarim mekanizmas: tektir ve diger DNA onarmm yollarindan
farklidirr. MGMT onarim kompleksinin bir parcasi degildir ve yalmz hareket eder.
Guanin 06 pozisyonundaki metil grubunu &zel olarak ayirir, boylece DNA ipliginde
kiriga neden olmadan niikleotidi dogal sekline gore onarir ve intihar enzimi olarak

adlandirilir (87).

MGMT’ nin aktif kismindaki sistein rezidiisiine alkil grubunun transferi
sonucu, enzim geri-doniisiimsiiz olarak inaktive olur; bu nedenle enzim aktivitesini
siirdiirebilmek icin yeni protein sentezine ihtiya¢ duyar. Islem doygun hale gelirse,

DNA’daki fazla O6-metil guanin MGMT yi tiiketir (Sekil 2) (87).

21



(e
6\ . o —HhH,
S
AT NH
\[.‘l"““r-if"‘NH ‘\ /- HS— CH,—CH ARf MGMT
dR w I:P )
DE-methylguanine ".I,-'r s L
( = MH,
X O
S / \. »
--l"- H““' 5—CH—CH  Thketien
H\I “xrif"“ NH : CIG HET
dR :
L
Guanine CO0OH

Sekil 2. MGMT" nin aktif kismindaki sistein rezidiisiine
alkil grubunun transferi

Guaninin O6 pozisyonu alkilleyici ajanlarin genelde hedefi olmamasina
ragmen, sonugta olusan promutajenik lezyonlar sitotoksisite ve apopitoz i¢in dnemli
tetikleyicidirler. Eger onarilmadan birakilirsa bu modifiye guanin DNA replikasyonu
sirasinda sitozinle eslesmesi gerekirken Mis-match repair (MMR) yolagini aktive
eden timinle eslesebilir.r MMR ana iplik¢ikteki O6-metil guanini birakip sadece yeni
sentezlenen iplik¢ige odaklanir ve diizeltir. MMR yolag1 bu yanlis eslesmeyi tamir
etmeye ugrasirken yeni sentez sikluslarina girer ve tamire calisir. Bu da DNA’nin cift
zincir kiriklarina neden olur, dolayisiyla apopitotik yolaklar1 aktive eder ve hiicre
Olimiine neden olur (84). Alkilleyici ajanlar apopitotik yolaklara gecilmeden Once
hiicre siklusunun radyoaktif faz1 olan G2 / M evresine gecisi durdurur. Bu nedenle
hiicre toplulugu ne kadar genigse alkilleyici ajanlarin anti-tiimor etkinligi o kadar
fazladir (80).

MMR yolagmin esas roliiyle ilgili ¢calismalar gosterdi ki MGMT ve MMR
yolagindaki hiicre kayb1 metilasyon ajanlarina 100 kat daha direncli olmay1 saglar.
Ayrica temozolamide ile glioblastoma tedavisi MMR’ye bagi MSH6 proteinin
ekspresyon kayb1 veya mutasyonu sonucu MMR inaktivasyonu i¢in seciliyor gibi
gozitkmektedir (84).

Sonugta temozolamide en iyi yanit diisik MGMT seviyesi olan ve saglam
MMR yolag1 olan hiicrelerde goriilir ve MGMT ila¢ direncinin biyokimyasal
modiilasyonu i¢in ideal bir potansiyel hedeftir (53,84).
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TMZ ‘e kars1 direncte diger diren¢ mekanizmasi ise niikleotid eksizyonuyla
onarim yoludur. Poli adenozin difosfat riboz polimeraz (PADPRP) yolunun
aktivasyonunda ise temozolamide indiiksiyonuyla olusan N7-metil guanin ve N3-
metil adenin {iiriinleri, eksizyonda onarmm proteini olan PADPRP yoklugunda, DNA
iplik¢cik olusumunun sonlanmasina neden olur. TMZ PADPRP yolunu aktive eder
aym1 zamanda PADPRP inhibitorleri de TMZ ‘din sitotoksitesini potansiyalize eder.
Ancak halen N7-metil guanin ve O3-metil adeninin olusturdugu lezyonlarin (son

iirlin) sitotoksisitede ki rolii tam olarak bilinmemektedir (17,23).

Sonu¢ olarak TMZ ‘e direngten 3 temel DNA onarim mekanizmasi
sorumludur. En 6nemli diren¢ mekanizmasi intraselliiler MGMT diizeyindeki artistir.
MGMT yoksunlugu olan hiicrelerde ise MMR yolagmin da yoksunlugu direng
olusumunda 6nem kazanir. PADPRP yolunun aktivasyonu ise diger iki mekanizmada

kadar 6nemli olmamakla birlikte direngte az da olsa rol oynar (17, 23, 53, 84)

2.2.8.3.2.3. MGMT Olciimii

MGMT promoter metilasyonu degisik metodlarla 6lciilebilir. Bunlar kalitatif
metil-spesifik PCR (MSP), semi kantitatif metil-spesifik PCR (SQ-PCR) ve
pyrosequencingdir (84,86). RNA’ dan MGMT ekspresyonu ise kalitatif gergek
zamanli PCR (Q-RT-PCR), protein seviyesi (kandaki MGMT) immiinohistokimya
(IHC) ve enzim aktivitesi yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
oOlciilebilir (84). MSP ve pyrosequencing gende metilasyon durumunu gosterir. CpG
adasindaki metilasyonu yiiksek sensivite ve spesifiteyle gosterir. Kiigiik miktarda
DNA yeterlidir ve parafinlenen bloklardan calisilabilir (22, 23, 61, 84). Ancak
fixasyon bozulmalara neden olabileceginden MSP’ de en iyi sonug kriyo ile saklanan
dokulardan saglanir. Yeni ¢alismalarda pyrosequencing yonteminin formalinle fixe
parafinli dokulardan ¢alismaya olanak sagladigi ve klasik jel bazli MSP den daha iyi
bir secenek oldugu belirtildi (86).

2.2.8.3.2.4. Temozolamide’in Farmokokinetik Ozellikleri

Kan beyin bariyerini kolayca gecer ve plazmada gozlenenin %40’1 merkezi
sinir sistemine ulagir. Biyoyararlanimi ise %100’e yakindir. Lipofilik bir ajan olup
yarilanma omrii 1,8 saattir (t 2 = 1,8 saat). Oral uygulamadan 0,5-1,5 saat sonra
maximum plazma konsantrasyonuna ulasir (tmax:0,5-1,5 saat). Oral uygulamadan

sonra dozun %5-10’u 24 saat icinde degismeden idrarla atilirken, geri kalan 5-
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aminoimidozal-4-karboksamid ve tayin edilemeyen polar metobolitler seklinde

atirilir (23).
2.2.8.3.3. Diger Kemoterapotik Ajanlar

Glioblastoma tedavisinde BCNU (1,3-bis-kloroetil-1-nitroziire) 1960larda
yaygin olarak kullanilmistir ancak giiniimiizde standart tedavi i¢inde yer almaz.
Karmustin ve nitroziire ile kombine rejimlerde eskiden sik¢a kullanilmistir.
Karmustine kars1 belirgin bir iistiinliik saglamasa da PCV (prokarbazin, lomustin,
vinkristin) de siklikla uygulanmistir. Ancak TMZ uygulanmaya basladigindan beri bu
ajanlar yerini TMZ ‘e birakmistir (14,89).
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3. GERECLER VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali, Genetik Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmis olup asagidaki gerecler kullanildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas Malzemeler

1. Pyromark Q 24 Cihaz1 (QIAGEN)

2. Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)
3. Termal Cycle PCR Cihazi CG1-96 (Corbett)
4. Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Sigma)

5. Vorteks Cihazi (Heidolph)

6. Isitict Blok TH21 (HLC Biotech)

7. Mikropipet (Gilson Eppendorf)

8. T-Shaker (Eurolone)

9. Distile Su Cihaz1 (Diret-Q.UV Millipore)

10. Mikrotom (Leica RM 2155)
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3.1.2. Sarf Malzemeleri
1. DNA FFPE Tissue Kit (QIAamp)
2. PCR Control DNA Set (EpiTect)
3. Bisulfite Kit (EpiTect)
4. Gold Q24 Reagents (PyroMark)
5. Binding Buffer (PyroMark)
6. Denaturation Solusyonu (PyroMark)
7. Wash Buffer (PyroMark)
8. Annealing Buffer (PyroMark)
9. Q24 Plate (PyroMark)
10. PCR Kit (PyroMark)
11. Q24 CpG MGMT Kit (PyroMark)
3.2. YONTEM

Bu calismada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalr’nda Radyoterapi ile eszamanhh TMZ ve ardindan adjuvan TMZ alan

veya yalniz radyoterapi alan glioblastoma tanili 100 olgu ele alindi.
3.2.1 Hasta Gruplarmin Belirlenmesi

Bu calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali, Genetik Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dalr’nda gerceklestirildi.
2000-2010 tarihleri arasinda Patoloji Anabilim Dali’nda glioblastoma tanis1 almis ve
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’'nda

tedavisini tamamlamis 100 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil olan olgulara yalniz radyoterapi veya RT ile eszamanlh ve

sonrasinda adjuvan TMZ tedavisi uygulandi.

RT voliimii icin ameliyat dncesi MRG’de T2-agirlikli kesitlerdeki peritiiméral
odeme 1,5-2 cm marj verilerek klinik hedef voliim (CTV) belirlendi. Planlanan hedef
volim (PTV) icin de klinik hedef volime 5 mm ‘lik giivenlik marji verildi.

Simiilasyon ve tedavi sirasinda termoplastik sabitleyici bas maskesi kullanilda.
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Total doz 60 Gy olacak sekilde 30 fraksiyonda 5 giin/hafta, 2 Gy/giin
dozunda planlandi. TMZ uygulanan olgulara, radyoterapi ile eszamanli ve RT den 1
saat once 75mg/m2/giin dozunda TMZ uygulandiktan sonra radyoterapinin
bitiminden 4 hafta sonra baslayacak sekilde 6 kiir ilave TMZ uyguland1 (150-200

mg/m?2/giin, 28 giinde bir, 1. giinden itibaren 5 giin siireyle).

Hastalarin parafin bloklanmis tiimor doku ornekleri patoloji Anabilim Dali

arsivinden saglandi.
3.2.2 Preparat Hazirlanmasi
3.2.2.1. Doku Kesiti Alinmasi (Mikrotom Cihazi)

Mikrotom cihazi blok tutucu yuvasma parafin blok kesitleri yerlestirildi.
Dokunun ©6n yiizii bir miktar traslanarak ana dokuya ulasildi. Do6rt mikron
kalinliginda 5 kesit alinip 2 ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Bu islem Erciyes
Universitesi Patoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilip geri kalan islemler Genetik

Anabilim Dalinda yapild:.
3.2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Parafinli doku kesitlerinden Genomik DNA elde edilmesi i¢in OlAamp DNA
FFPE tissue kiti ve bu kite ait prosediir kullanilmigti. DNA izolasyonu kritik bir

prosediir olup asagida kisaca 6zetlenmistir.
Prosediir:
1. Kesitlerin alindig1 ependorf tiipiine 1 ml xylene eklenir ve 10 sn vortekslendi.
2. Oda sicakliginda 2 dk 14000 rpm’de ependorf tiip santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonras1 pelet (¢okeltinin) iistiinde yiizen kisim (slipernatant) pipetle

uzaklastirildi. Ancak pelete dokunulmadi.
4. Pelet iizerine 1ml saf (% 96-100) ethanol eklenir, yeniden vortekslendi.

5. Oda 1sisinda karisim 14000 rpm’de 1dk santrifiij edildi. Tekrar siipernatant
atildi.

6. Pelet oda 1sisinda (15 °-25° C) 10 dk inkiibasyona birakild:.

7. Pelet iizerine 180 pl ATL buffer, 20 pul proteinaz-K eklenir ve vortekslendi.
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8. 56°C de 1 saat inkiibasyona birakildi.

9. Ardindan 90°C de Ilsaat daha inkiibasyona birakildi. Siipernatantdan
kurtulmak i¢in yeniden 14 000 rpm de 1dk santrifiij edildi.

10. Pelet iizerine 200 pl buffer AL eklenip vortekslendi. Ardindan 200 pl saf

ethanol eklenip yeniden vortekslendi.

11. Tiim lizat dikkatlice QIAmp MinElute kolona transfer edilip kapag: kapatildi
ve 6000 x g (8000 rpm) de 1 dk santrifiij edildi. Ardindan kolon temiz bir 2
ml’lik toplama tiipiine alindi. Bu asamada Genomik DNA kolona
tutundugundan diger hiicre lizatlar1 kolondan siiziilerek toplama tiipiinde

birikti ve siiziintliyii igceren toplama tiipii degistirildi.

12. QIAmp MinElute kolonu dikkatle ag¢ip 500 pl Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm
de 1dk santrifiij edildi. Amag¢ kolona tutunan DNA nin daha temiz olmasi
oldugu icin yikama iglemleri yapildi. Her islemde membrandan lizatin
tamamen siiziilmesine dikkat edildi. Her santrifiij sonrasi toplama tiipii
degistirildi.

13. Kolona 500 pl buffer AW 2 eklendi. 14000 rpm’de 3dk santrifiij edilerek

membranin tamamen kurumasi saglandi.

14. Bu islemin ardindan kolonda tutulu DNA iizerine 20-100 pl buffer ATL
eklendi.

15. QIAamp MinElute column tiipiin kapag kapatildi. Oda sicakliginda 1 dk
inkiibasyona birakildi ve son kez 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Artik
DNA kolondan siiziilerek toplama tiipiinde birikmisti.

3.2.2.3. Genomik DNA’ya Bisiilfit Uygulanmasi

Genomik DNA’nin Bisiilfitle muamele edilmesi i¢in QIAGEN’in Epitect-
Bisulfite kiti kullanildi.

Prosediir:

1. Kit icinden ¢ikan Lyofilize bisiilfit tiiplerine, 800 pl RNAase-si1z su (steril su)
ilave edilerek coziinmesi saglandi. Karigimin tam c¢oziilmesi i¢in 5 dk

boyunca vortekslendi.
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2.

4.

Her olgunun DNA sinin Bisiilfit reaksiyonlar1 200 pl ‘lik PCR tiiplerine DNA
15ul, Bisiilfit mix 85ul, DNA protect buffer 35ul, RNase-siz su Spl

oranlarinda konularak hazirlanda.

PCR tiipleri kapatilip bisiilfit reaksiyonu karistildi (mix). DNA’ daki
metillenmemis sitozin’in bisiilfitlenmesi i¢in termal cycle (dongii) kullanildi.

Termal dongii programi yapildi.

Ardindan PCR tiipleri termal dongiiye inkiibasyon i¢in yerlestirildi.

3.2.2.4. Bisiilfitlenmis DNA’nin Temizlenmesi

1.

10.

Bisiilfitlenme islemi tamamlandiktan sonra PCR tiipleri kisa bir siire santrifiij

edildi ve temiz 1,5 ml’lik mikro santrifiij tiiplerine alindi.

310 pl yeni hazirlanmis i¢inde 10 pg/ml tasiyict RNA, 6rnege konuldu,

vortekslendi ve maksimum hizda ¢ok kisa santrifiij edildi.
250 pl ethanol koyuldu. 15 s vortexlendi, kisa siire santrifiij edildi.

EpiTect kolonlara alinan 6rneklerde ayni islemler 2. kez yapildi ve 1 dk daha

maximum hizda kolonlar santrifiij edildi.

Cokeltinin iistiindeki kisim dokiildii ve kolonlar biriktirme tiiplerine

yerlestirildi.

500 pul Buffer BW her kolona ilave edildi ve maximum hizda 1 dk santrifiij

edilip siipernatant dokiildii.

500 pl Buffer BD eklenip 15 dk oda sicakliginda inkiibasyon uygulandi. (15°
C-25°C)

1 dk boyunca maximum hizda yeniden santrifiij edilen ornek, 2 kez daha

Buffer BW eklenip her defasinda siipernantantda arindirildi.

Kolonlardan 2 mI’lik biriktirme tiipiine alinan 6rnekler 1 dk boyunca kalinti

stvidan arindirmak icin maximum hizda santrifiij edildi.

Kolonlar kapaklar1 acik olacak sekilde 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alind1
ve 1sitict blokta 56°C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.
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11. Kolonlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 20 pl Buffer EB her
membramn merkezine dagitildi. 15.000 x q (12,000 rpm) de 1 dk santrifiij
sonucu purifiye DNA elde edildi.

3.2.2.5.PCR

Bu protokol MGMT Pyro kit kullamlarak bisiilfitlenmis DNA’nin PCR

amplifikasyonudur.

1. Reaksiyon karisimi hazirlanir ve 20 pl her PCR tiipiine eklendi. DNA’dan 5
ul PCR tiipiine eklendi.

2. Termal ¢evirici calistirildi ve amplifikasyon tamamlandi.

3.2.2.6. PCR Uriinlerinin Streptavidin Sepharose Yiiksek Performans

Boncuklariyla Immobilizasyonu

Bu protokol DNA’nin PyroMark Q24’te analizi yapabilir hale gelmesi i¢in

streptavidin sephorose boncuklariyla imbilizasyonunu saglamaktir. Bu amacla;

1. Streptavidin Sephoroz boncuklar1 i¢eren sise homojen bir solusyon haline

gelene kadar calkalandi.
2. DNA immobilizasyonu i¢in master karigim hazirlandi.
3. 24 kuyucuk igeren PCR platedeki her kuyucuga 70 ul master mix eklendi.
4.  Her kuyucuga 10 pl biotinlenmis PCR {iriinii eklendi.
5. PCR plate sikica kapatild.
6. Oda sicakliginda 5-10 dk 1400 rpm’de calkaland1.

3.2.2.7. Pyromark Q24’deki Orneklerin Pyrosekans Analizine Hazir Hale

Getirilmesi

Bu protokol tek iplik¢ikli DNA’y1 hazirlamak i¢indir. Pyrosekans analizi icin

ana DNA’larla sekans primerleri bir araya getirilir.

1. Yeteri kadar sekans primerini, Seq Primer MGMT, Pyromark Annealing
Buffer icinde dilue edildi.

2. 25 pl dilue sekans primeri pyromark Q24 platedeki her kuyucuga eklendi.

3. PCR plate pyromark Q24 plate Worktable iistiine yerlestirildi.
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10.

11.

12.

Vakum anahtar1 acildi, calistirildi.

Vakumun filtre problar1 PCR plateye yerlestirildi ve filtre problar hareketsiz
DNA orneklerindeki boncuklar1 yakaladi. Problar 15 sn (Saniye) plate’in
icinde tutuldu ve dikkatle kaldirild1.

Vakum 40 ml %70 ethanole alind1 ve problar 5 sn bekletildi.

40 ml denaturasyon soliisyonuna alinan vakum ve problar 5 sn bekletildi.
Vakum 50 ml’lik Wash Buffer’a alind1 ve problar 10 sn bekletildi.
Vakum 90 ° dik aciyla 5 sn bekletildi, boylece siv1 siiziildii.

Vakum saf suya alindi ve problar 10 sn bekletildi.

Vakum 90 ° ag¢iyla tutuldu ve sivilardan arinmasi saglanip kapatildi.

Pyromark Q24 plate 2 dk boyunca 80 °C’de 1sitild1 ardindan oda sicakliginda

sogumaya brrakildi.
3.2.2.8. Pyromark Q24 Sistemin Cahstirilmasi

Bu protokol Pyromark gold Q24 ayrracin Pyromark Q24 Sistemine yiiklenip

sonuclar1 almamiza yardimeci olur.

1.

2.

Her bir dondurulmusg enzim ve substrat karigim1 620 ul suda eritildi.
Sise yavasca calkalandi ama vortexlenmedi.
Ayiraclar ve Pyromark Q24 kartuslarin ortam 1sisina gelmesi beklendi.

Pyromark Q24 kartusuna uygun volumde niikleotid, enzim ve substrat

karigimi yiiklendi.

Dolu ayrrac kartusu Pyromark Q24 kartusuna yerlestirildi ve kartus onii-ndeki
cizgi belirginlesince kapak kapatildi.

Plate 1s1tic1 blogun iistiine, plate tutan yapiya yerlestirildi.
USB stigi cihazin USB c¢ikisina takildi (Calistirma dosyasi tagir).

Ana meniiden “Run” ve “ok” butonuna basild1 ve dosya cihaza aktarildi.
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3.2.2.9. Sonuclarin Analizi

Sonuglarin degerlendirilmesinde her dokuz hasta i¢in bir kontrol DNA 6rnegi
kullanildi. Kontrol DNA 0rnegi i¢in saghkli dondr kanmi kullamildi. Olgularin
CpG1,CpG2,CpG3 ve CpG4 adalarmin metilasyon durumu incelendi. CpG
adalarinin birinde % 10’un iizerinde timin piki olmasi metilasyon pozitif olarak

degerlendirildi (Sekil 3, Sekil 4 ve Sekil 5).
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Well: Al

Assay: MGMT
Sample ID: 17
Note:
Analysis version: 2.0.6
=) £0 & i)
20” ..............................................................................................................................

5 10
Sequence to analyze:
YGAYGTTYGTAGGTTTIYGT
Position 1 2 3 4
Quality | Passed | Passed | Passed | Passed
Meth(%)| 8 60 6 8

Sekil 3. MGMT metilasyonu pozitif olgu (CpG 2 adasinda % 60 pozitiflik saptandi)
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Well: A5

Assay: MGMT
Sample ID: 121

Note:

Analysis version: 2.0.6

404 23] 47| 0|
]| P U S S USRI IS
71

E ¢ & T ¢ 6 T #F T ¢ & 6 T ¢t ¢ T ¢t & T 8 T T ¢ ¢
5 10 15 a
Sequence to analyze:
YGAYGTTYGTAGGTTTTEGT
Position 1 2 3 4

Quality | Passed | Passed | Passed | Passed
Meth (%) 40 36 47 5

Sekil 4. MGMT metilasyonu pozitif olgu (CpG 1 adasinda % 40, CpG 2 adasinda %
36, CpG 3 adasinda % 47 ve CpG 4 adasinda % 59 pozitiflik saptandi.)
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Well: B6

Assay: MGMT
Sample ID: 97

Note: tekrar

Analysis version: 2.0.6

125

Sequence to analyze:

YGAYGTTYGTAGGTTTTYGT

Position 1 2 3 4
Quality | Passed | Passed | Passed | Passed
Meth (%)| 3 2 4 4

Sekil 5. MGMT metilasyonu negatif olgu (CpG 1 adasinda % 3, CpG 2 adasinda %
2, CpG 3 adasinda % 4 ve CpG 4 adasinda % 4 metilasyon saptand1 ve olgu MGMT
metilasyonu negatif olarak degerlendi.)
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3.2.4. istatistiksel Yontem

Veriler SPSS 15.0 for Windows (Statistical Package for the Social Sciences)
istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilim gosterip
gostermedigine One-Sample Kolmogorov-Smirnov testi ile bakildi. ki nitel
degiskenin karsilatirilmasinda Ki-kare testi kullanildi. Grup icinde genel sagkalimlar
ve progresyona kadar gecen siireler Kaplan Meier Testi (log-rank) ile karsilastirildi.
Cox regresyon analizi ise genel ve progresyonsuz sagkalimlar i¢in bagimsiz
degiskenlerin belirlenmesi igin yapild1. Istatistiksel anlamlihk p < 0.05 degeri olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. GENEL BULGULAR

Toplam 100 olgunun 65 (% 65)’ i erkek, 35 (% 35)’ i kadin idi. Olgularin 67
(% 67) si 60 yas altinda iken, 33 (% 33) olgu 60 yas ve iizeri idi. Timor yerlesimi
17 (% 17) olguda frontal lob, 25 (% 25) olguda parietal lob, 17 (% 17) olguda
temporal lob, 3 (% 3) olguda oksipital lob, 2 (% 2) olguda bazal ganglia, 2 (% 2)
beyin sap1, 5 (% 5) olguda serebellum ve 29 (% 29)’ unda multilobar idi. Olgularin
96 (% 96)’ sinda kitle tek iken, 4 (% 4)’ tinde multipl kitle mevcuttu. Tiim olgularin
79 (% 79)’una total rezeksiyon, 17 (% 17)’sine subtotal rezeksiyon ve 4 (% 4)’ {ine

biyopsi yapilda.

Olgularin 55 (% 55)’ ine radyoterapi ve TMZ uygulanirken, 45 (% 45)’ ine

sadece radyoterapi uygulandi.

Olgularin 82 (% 82)’ sinde niiks goriildii. Niiks yeri 31 (% 31) olguda
radyoterapi alami i¢inde, 37 (% 37) olguda radyoterapi alan1 disindayd: ve 14 (% 14)
olguda hem alan i¢inde hem de alan digindaydi. Niiks sonrasi ikinci seri tedavide; 21
(% 21) olguya sadece temozolamide, 2 (% 2) olguya sadece radyoterapi, 4 (% 4)
olguya hem radyoterapi hem temozolomide uygulanirken, 73 (% 73) olguda herhangi

bir tedavi uygulanmadi (Tablo 3).

Olgularin medyan yas 53 (18-73) olarak bulundu. Olgulara ait DNA 6rnekleri
incelendiginde MGMT promoter metilasyonu goriilen olgu sayis1 52 (% 52) iken,

metilasyon goriilmeyen 48 (% 48) olgu mevcuttu.
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Tablo 3 : Olgularin genel dzellikleri

OZELLIiKLER n (%)
Hasta sayisi 100 (% 100)
Cinsiyet
Erkek 65 (% 65)
Kadin 35 (% 35)
Yas
<60 67 (% 67)
> 60 33 (% 33)
MGMT Metilasyonu
Goriilen 52 (% 52)
Goriilmeyen 48 (% 48)
Tiumor yerlesimi
Frontal lob 17 (% 17)
Parietal lob 25 (% 25)
Temporal lob 17 (% 17)
Oksipital lob 3(% 3)
Bazal ganglion 2(%2)
Beyin sap1 2(%2)
Serebellum 5(%5)
Multilobar 29 (% 29)
Tumor sayisi
Tek 96 (% 96)
Multipl 4 (% 4)
Cerrahi
Total rezeksiyon 79 (% 79)
Subtotal rezeksiyon 17 (% 17)
Biyopsi 4(%4)
Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide 55 (% 55)
Radyoterapi 45 (% 45)
Niiks yeri
Alan i¢i 31 (% 31)
Alan dis1 37 (% 37)
Alan i¢i + alan dis1 14 (% 14)
Ikinci seri tedavi
Temozolomide 21 (% 21)
Radyoterapi 2(%2)
Radyoterapi + temozolomide 4(%4)
Uygulanmadi 73 (% 73)
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4.1.1. Genel Sagkalim Sonuclar: ve Prognostik Faktorler

Tiim olgularda medyan genel sagkalim (GS) 10 ayken, hastaliksiz sagkalim
(HS) 6 ay olarak bulundu (Tablo 4). Cox Regresyon Testi ile sagkalimi etkileyen

MGMT metilasyonu, yas, tedavi ve cinsiyetin prognostik 6nemi arastirildi.

MGMT metilasyonu olmasimnin HS ve GS yoniinden iyi prognostik 6zellik
oldugu saptandi (OR:1,69, %95 GA: 1,06-2,69, p = 0.02). Tedaviye temozolomide
eklenmesinin de prognostik énemi oldugu saptandi (OR:2,06, % 95 GA: 1,29-3,29, p
= 0.002). Glioblastomal1 olgularin GS ve HS sagkalimda 60 yasin altinda olmasinin
60 yas ve iizeri olmasina gore iyi prognostik 6zellik oldugu gosterildi (OR: 2,39, %
95 GA: 1,48-3,85, p < 0.001). Cinsiyetin ise prognozda etkili olmadig1 goriildii (OR:
1,05, % 95 GA: 0,67-1,64, p = 0.8) (Tablo 5).

Tablo 4: Olgularin sagkalim tablosu

SAGKALIMLAR MEDYAN (ay)
Genel sagkalim 10
Hastaliksiz sagkalim 6

Tablo 5: Genel prognostik faktorler tablosu

OZELLIKLER OR % 95 GUVEN p
ARALIGI
MGMT metilasyonu 1,69 1,06-2.69 0.02
goriilmesi
Radyoterapi Temozolomide
' ' 2,06 1,29-3,29 0.002
ilavesi
Yas (< 60) 2,39 1,48-3,85 0.0001
Cinsiyet 1,05 0,67-1,64 0.8

39




4.2. MGMT Promoter Metilasyonu Goriilen Olgulara Gore Bulgular

MGMT metilasyonu goriilen 52 (% 52) olgunun, 23 (% 44.2)° iine
radyoterapi ve TMZ, 29 (% 55.8) olguya sadece radyoterapi uygulandi.

Olgularin medyan yas1 51 (19-69) iken, 38 (% 73.1) olgu 60 yas alt1 ve 14 (%
26.9) olgu 60 yas ve tizeriydi. Bu olgularin 36 (% 69.2)° s1 erkek, 16 (% 30.8)’ s1
kadindi.

Timor yerlesimi 11 (% 21.2) olguda frontal lob, 13 (% 25) olguda parietal
lob, 8 (% 15.4) olguda temporal lob, 1 (% 1.9) olguda oksipital lob, 1 (% 1.9) olguda
bazal ganglia, 1 (% 1.9) beyin sap1, 1 (% 1.9) olguda serebellum ve 16 (% 30.8)
sinda multilobar idi. Olgularin 49 (% 94.2)’ unda kitle tek iken, 3 (% 5.8) iinde
multipl kitle mevcuttu. Tiim olgularin 41 (% 79)’ ine total rezeksiyon, 7 (% 13.5)’
sine subtotal rezeksiyon ve 4 (% 7.7)’ line biyopsi yapild1.

Niiks yeri 11 (% 21.2) olguda radyoterapi alam iginde, 21 (% 40.4) olguda
radyoterapi alan1 diginda ve 9 (% 17.3) olgu hem alan i¢inde hem de digindaydi.
Niiks sonrasi ikinci seri tedavide; 15 (% 28.8) olguya sadece temozolamide, 1 (%
1.9) olguya sadece radyoterapi, 1 (% 1.9) olguya hem radyoterapi hem temozolomide

uygulanirken, 35 (% 67.3) olguda herhengi bir tedavi uygulanmadi (Tablo 6).
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Tablo 6: MGMT Promoter Metilasyonu Goriilen Olgulara Gore Genel Bulgular

OZELLIKLER n (%)
Hasta sayisi 52 (% 100)
Cinsiyet

Erkek 36 (% 69.2)
Kadin 16 (% 30.8)
Yas
<60 38 (% 73.1)
> 60 14 (% 26.9)
Tiumor yerlesimi
Frontal lob 11 (% 21.2)
Parietal lob 13 (% 25)
Temporal lob 8 (% 15.4)
Oksipital lob 1(%1.9)
Bazal ganglion 1(%1.9)
Beyin sap1 1 (% 1.9)
Serebellum 1(%1.9)
Multilobar 16 (% 30.8)
Tumor sayisi
Tek 49 (% 94.2)
Multipl 3(%5.8)
Cerrahi
Total rezeksiyon 41 (% 78.8)
Subtotal rezeksiyon 7 (% 13.5)
Biyopsi 4(%7.7)
Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide 23 (% 44.2)
Radyoterapi 29 (% 55.8)
Niiks yeri
Alan i¢i 11 (% 21.2)
Alan dis1 21 (% 40.4)
Alan i¢i + alan dis1 9 (% 17.3)
Ikinci seri tedavi
Temozolomide 15 (% 28.8)
Radyoterapi 1(%1.9)
Radyoterapi + temozolomide 1(%1.9)
Uygulanmadi 24 (% 67.3)
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4.2.1. Sagkalim Bulgular

MGMT promoter metilasyonu olan 52 olguda ortanca genel sagkalim 10 ay

ve progresyonsuz sagkalim 6 ay olarak bulundu.

Metilasyon goriilen olgulardan radyoterapi ile TMZ uygulanan ve sadece
radyoterapi uygulanan gruplarin genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
degerlendirilmesi Kaplan-Meier Metodu ile yapildi. Radyoterapi ile TMZ uygulanan
ve sadece radyoterapi uygulanan grupta ortanca genel sagkalim 27 (% 95 GA: 16.91-
37.08) aya karsin 9 (% 95 GA: 6.75-11.25) ay olarak bulundu ve istatistiksel olarak
anlaml1 fark saptand1 (p < 0.001).

Radyoterapi ile TMZ uygulanan ve sadece radyoterapi alan grupta ortanca
hastaliksiz sagkalim 13 (% 95 GA: 3.99-22.07) aya karsin 6 (% 95 GA: 5.19-6.81) ay
olarak bulundu ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (p < 0.001) (Tablo 7).
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Kimilatif Sagkahm

— RT+TMZ

T T T
0,00 z0,00 40,00

Genel Sadkalm (8v)

£0,00

Sekil 6. MGMT Metilasyonu Goériillen (mMGMT); RT+TMZ ve Yalniz RT alan
Olgularda GS Egrisi
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Kimilatif Sagkahm

Haztalkziz Sadkalm (8¥)

l.-D_ — RT « TMZ
0,8
0,6
0,4
0,z
p < 0.001
0,0
I I I I I I I
0,00 10,00 20,00 20,00 40,00 Eo o0 &0 00

Sekil 7. MGMT Metilasyonu Goriilen (mMGMT); RT+TMZ ve Yalmz RT

alan Olgularda HS Egrisi
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Tablo 7: MGMT Metilasyonu Gériilen Olgularda GS ve HS

PO es % 95 GA P HS % 95 GA p
RT + TMZ 27 16.91-37.08 13 3.99-22.07
<0.001 <0.001
RT 9 6.75-11.25 6 5.19-6.81

Ayrica MGMT metilasyonu goriilen ve radyoterapi ile TMZ uygulanan grupta

1 yillik, 2 yillik ve 3 yillik genel sagkalim oranlar sirasiyla % 82, % 54 ve % 34 iken

sadece radyoterapi uygulanan grupta genel sagkalim oranlar1 sirasiyla % 24, % 10 ve

% 3 olarak bulundu.

4.2.2 Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler degerlendirilirken Cox Regresyon Testi kulanildi.

MGMT metilasyonu goriilen olgularda GS ve HS’da radyoterapiye eklenen TMZ ‘in
prognostik 6nemi oldugu saptandi (OR:3.40, %95 GA: 1,66-6,98, p = 0.001). Bu

olgularin sagkalim analizinde 60 yasin altinda olmanin 60 yas ve iizerinde olmaya
gore iyi prognostik ozellik oldugu gosterildi (OR: 1,97, % 95 GA: 0,99-3,92, p =
0.05). Cinsiyetin ise prognozda etkili olmadig1 goriildii (OR: 0,78, % 95 GA: 0,40-

1,52, p = 0.4) (Tablo 8).

Tablo 8: MGMT Metilasyonu Gériilen Olgularda Prognostik Faktorler

OZELLIKLER OR % 95 GUVEN p
ARALIGI
Radyoterapiye Temozolomide 3.40 1,66-6,98 0.001
ilavesi
Yas (< 60) 1,97 0,99-3,92 0.05
Cinsiyet 0,78 0,40-1,52 04
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4.3. MGMT Promoter Metilasyonu Goriillmeyen Olgulara Gore Bulgular

MGMT metilasyonu goriilmeyen 48 (% 48) olgunun, 32 (% 66.7)’ sine
radyoterapi ve TMZ, 16 (% 33.3) olguya sadece radyoterapi uygulandi.

Olgularin medyan yas 56 (19-73) iken, 29 (% 60.4) olgu 60 yas alt1 ve 19 (%
39.6) olgu 60 yas ve iizeriydi. Bu olgularin 29 (% 60.4)’ u erkek, 19 (% 39.6)’ u
kadindi.

Tiimor yerlesimi 6 (% 12.5) olguda frontal lob, 12 (% 25) olguda parietal lob,
9 (% 18.8) olguda temporal lob, 2 (% 4.2) olguda oksipital lob, 1 (% 2.1) olguda
bazal ganglia, 1 (% 2.1) beyin sap1, 4 (% 8.3) olguda serebellum ve 13 (% 27.1)’
tinda multilobar idi. Olgularin 47 (% 97.9)’ sinda kitle tek iken, 1 (% 2.1)’ inde
multipl kitle mevcuttu. Tiim olgularm 38 (% 79.2)’ ine total rezeksiyon ve 10

(%20.8)’ una subtotal rezeksiyon yapild1.

Niiks yeri 20 (% 41.7) olguda radyoterapi alam i¢inde, 16 (% 33.3) olguda
radyoterapi alan1 disinda ve 5 (% 10.4) olgu hem alan i¢inde hem de digindayda.
Niiks sonrasi ikinci seri tedavide; 6 (% 12.5) olguya sadece TMZ, 1 (% 2.1) olguya
sadece radyoterapi, 3 (% 6.3) olguya hem radyoterapi hem TMZ uygulanirken, 38 (%
79.2) olguda herhangi biri uygulanmadi (Tablo 9).
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Tablo 9: MGMT Promoter Metilasyonu Goriilmeyen Olgulara Gore Genel Bulgular

OZELLIKLER n (%)
Hasta sayisi 48 (% 100)
Cinsiyet
Erkek 29 (% 60.4)
Kadin 19 (% 39.6)
Yas
<60 29 (% 60.4)
> 60 19 (% 39.6)
Tiumor yerlesimi
Frontal lob 6 (% 12.5)
Parietal lob 12 (% 25)
Temporal lob 9 (% 18.8)
Oksipital lob 2 (% 4.2)
Bazal ganglion 1(%2.1)
Beyin sap1 1(%2.1)
Serebellum 4 (% 8.3)
Multilobar 13 (% 27.1)
Tumor sayisi
Tek 47 (% 97.9)
Multipl 1(% 2.1)
Cerrahi
Total rezeksiyon 38 (% 79.2)
Subtotal rezeksiyon 10 (%20.8)
Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide 32 (% 66.7)
Radyoterapi 16 (% 33.3)
Niiks yeri
Alan ici 20 (% 41.7)
Alan dis1 16 (% 33.3)
Alan ici + alan dis1 5(% 10.4)
Ikinci seri tedavi
Temozolomide 6 (% 12.5)
Radyoterapi 1(%2.1)
Radyoterapi + temozolomide 3 (% 6.3)
Uygulanmadi 38 (% 79.2)
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4.3.1. Sagkalim Bulgular

MGMT promoter metilasyonu goriilmeyen 48 olguda medyan genel sagkalim

9.5 ay ve progresyonsuz sagkalim 5.5 ay olarak bulundu.

Metilasyon goriilmeyen olgulardan radyoterapi ile temozolomide uygulanan
ve sadece radyoterapi uygulanan gruplarin genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
degerlendirilmesi Kaplan-Meier Metodu ile yapildi. Radyoterapi ile TMZ uygulanan
ve sadece radyoterapi uygulanan grupta ortanca genel sagkalim 10 (% 95 GA: 7.40-
12.59) aya karsin 7 (% 95 GA: 1.12-12.88) ay olarak bulundu ve istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p = 0.81).

Radyoterapi ile TMZ uygulanan ve sadece radyoterapi alan grupta ortanca
hastaliksi1z sagkalim 6 (% 95 GA: 3.86-8.13) aya karsin 6 (% 95 GA: 4.57-7.42) ay
olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p = 0.71) (Tablo 10).
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alan Olgularda HS Egrisi
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Tablo 10: MGMT Metilasyonu Goriilmeyen Olgularda GS ve HS

TEDAVI | 65 | %9sGa | p HS | %95GA | P
RT + 10| 7.40-12.59 6 3.86-8.13
™Z 0.81 0.71
- 7 1.12-12.88 6 | 457742

Ayrica MGMT metilasyonu goriilmeyen ve radyoterapi ile temozolomide

uygulanan grupta 1 yillik ve 2 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla % 38 ve % 3 iken

sadece radyoterapi uygulanan grupta sagkalim oranlar1 sirasiyla % 30 ve % 0 olarak

bulundu.

4.2.2 Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler degerlendirilirken Cox Regresyon Testi kulanildi.

MGMT metilasyonu goriilmeyen olgularda GS ve HS’da radyoterapiye eklenen

temozolomidin prognostik dnemi olmadig saptandi (OR:1,16, %95 GA: 0,57-2,34, p

= 0.6). Bu olgularin sagkaliminda 60 yasin altimin 60 yas ve lizerine gore iyi
prognostik ozellik oldugu gosterildi (OR: 2,33, % 95 GA: 1,17-4,66, p = 0.01).
Cinsiyetin ise prognozda etkili olmadig gériildi (OR: 0,92, % 95 GA: 0,47-1,80, p =

0.8) (Tablo 11).

Tablo 11: MGMT Metilasyonu Goriilmeyen Olgularda Prognostik Faktorler

OZELLIiKLER OR | % 95 GUVEN ARALIGI p
Radyoterapi Temozolomide 1,16 0,57-2.34 0.6
ilavesi

Yas (< 60) 2,33 1,17-4,66 0.01
Cinsiyet 0,92 0,47-1,80 0.8
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Ayrica  metile MGMT+RT+TMZ, metile MGMT+RT, unmetile
MGMT+RT+TMZ ve unmetile MGMT+RT uygulanan gruplar genel sagkalim ve
hastaliksiz sagkalim acisindan karsilastirildiginda metile MGMT+RT+TMZ
uygulanan grupla diger gruplar arsinda istatistiksel fark saptanirken (GS’ da p<0.001
ve HS’ da p<0.001 ) diger gruplarin birbirlerine istiinliigii istatistiksel olarak
saptanmadi (Sekil 10 ve Sekil 11)

—  MMGMT=RT=THZ 1.07
MMGMT=RT
—_— UmHGHT=RT=THZ 0,2
— UMMGMT=RT
En, 5]
o
)
m
()
5
E 0,47
=]
b
0,z
| .
T T T T T
0,00 z0,00 40,00 £0,00 80,00

Gensl Sagkalm  (ay)

Sekil 10. Bizim ¢alismamiza gore mMGMT+RT+TMZ, mMGMT+RT,
umMGMT+RT+TMZ ve umMGMT+RT uygulanan olgularin GS egrisi
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Sekil 11. Bizim ¢alismamiza gore mMGMT+RT+TMZ, mMGMT+RT,
umMGMTA+RT+TMZ ve umMGMT+RT uygulanan olgularin HS egrisi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

GBM, en sik goriillen ve en agresif seyreden primer beyin tiimdriidiir (5).
Standart tedavi yaklasimi, miimkiin olan en genis rezeksiyon ve radyoterapi ile
eszamanlt TMZ ve ardindan adjuvan TMZ tedavisidir (12,13,14). TMZ genel ve
hastaliks1z sagkalimi arttirmasina ragmen, yine de hastalarin % 70’ inde bir yil i¢inde

niiks gelismektedir (14).

TMZ alkilleyici bir ajan olup, DNA’ y1 guaninin O6 pozisyonunda alkiller.
Normal hiicreler MGMT geni tarafindan kodlanan DNA onarim proteini AGT ile
TMZ’ e bagh hiicre Olimiinii durdurabilir. Tiimor hiicrelerinden bu genin
ekspresyonu alkilleyici ajanlara direng ile iligkiliyken, DNA onarim proteini olan
AGT’ nin yoklugu TMZ’ e duyarhilik ile iligkilidir (18). Pek ¢ok olguda MGMT
geninin sessizligi gen promoter bolgesindeki sitozin — guanin diniikleotidlerde
bulunan sitozin niikleotidlerinin metilasyonu ile iliskili oldugu saptandi. Yeni tani
alan GBM’ 1i olgularda MGMT metilasyon durumunun TMZ’ e yanitta giicli bir
prediktif marker oldugu gosterildi (23).

MGMT promoter metilasyonu ve temozolomide yanit ile ilgili ilk ¢alisma
Hegi ve ark. tarafindan yapildi. Timor biyopsisi yapilmis radyoterapi ile eszamanl
ve adjuvan TMZ uygulanan 38 yeni tan1 almis GBM’ li olgu faz II ¢alismaya dahil
edildi. Olgularin 26 (% 68)’ inde metilasyon saptamrken, 12 (% 32) metilasyon
saptanmad1. Tek degiskenli analizlerde metile promoter varlig1 uzun genel sagkalim
ile iliskili bulundu (p = 0.0051, Log Rank testi). 18 ayhk sagkalm MGMT

metilasyonu olan olgularda % 62 iken, metilasyon olmayan olgularda % 8’ di (p =
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0.002). Cok degiskenli analizlerde ise yas ve cinsiyetin MGMT metilasyon
varliginda prognozu etkilemedigi saptand1 (sirasiyla p = 0.3 ve p =0.2) (61).

Hegi ve ark. tarafindan yapilan 85 merkezin dahil oldugu ve EORTC/NCIC
26981 — 22981 caligmas1 kapsaminda 206 olgunun analizinde ise olgularin % 45’
inde MGMT metilasyonu goriildii. MGMT metilasyonunun tedaviye bakilmaksizin
bagimsiz iyi prognostik faktdr oldugu saptandi (p < 0.001). MGMT promoter
metilasyonu goriilen olgularin degerlendirilmesinde radyoterapi ile TMZ uygulanan
grupta medyan genel sagkalimin sadece radyoterapi uygulanan gruba gére anlamli
sekilde uzadig1 saptand1 (21.7 aya kars1 15.3 ay, p = 0.007). MGMT promoter
metilasyonu olmayan olgularda ise radyoterapi ile TMZ uygulanan grup ve sadece
radyoterapi alan grup arasinda medyan genel sagkalim acisindan istatistiksel olarak
fark saptanmadi (12.7 aya kars1 11.8 ay, p = 0.06) (Sekil 10). Ayrica MGMT
promoter metilasyonu goriilen olgular degerlendirildiginde radyoterapi ile TMZ
uygulanan grupta medyan hastaliksiz sagkalimin sadece radyoterapi uygulanan gruba
gore anlamh sekilde uzadigi saptandi (10.3 aya kars1 5.9 ay, p = 0.001). MGMT
promoter metilasyonu olmayan olgularda ise radyoterapi ile eszamanli TMZ
uygulanan grup ve sadece radyoterapi alan grup arasinda medyan progresyonsuz
sagkalim acisindan istatistiksel fark saptandi (5.3 aya kars1 4.4 ay, p = 0.02) (Sekil
11). 206 olguluk bu calismada prognostik faktorlerin degerlendirilmesi icin Cox
Regresyon testi kullanilarak cok degiskenli analizler yapildi. MGMT promoter
metilasyonu bagimsiz prognostik faktor olarak degerlendirilirken (p < 0.001), yas ve

tedaviye TMZ eklenmesi prognostik faktor olarak degerlendirilmedi (23, 89, 90).

Ancak 573 yeni tan1 alan GBM’ 1i olgunun dahil edildigi ve MGMT promoter
metilasyonu bakilmayan EORTC/NCIC 26981 — 22981 calismasinda radyoterapiye
TMZ eklenmesinin, yasin (< 60), genis tiimor rezeksiyonunun sagkalimi uzatan iyi

prognostik faktorler oldugu saptandi (89).
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Sekil 12. Hegi ve ark.nin ¢alismasina gore mMGMT+RT+TMZ, mMGMT+RT,
umMGMT+RT+TMZ ve umMGMT+RT uygulanan olgularin GS egrisi
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Sekil 13. Hegi ve ark. nin ¢aligmasina gére mMGMT+RT+TMZ, mMGMT+RT,
umMGMT+RT+TMZ ve umMGMT+RT uygulanan olgularin HS egrisi
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Bu calismada literatiirle uyumlu olarak MGMT promoter metilasyonu
goriilen olgular degerlendirildiginde radyoterapi ile eszamanli TMZ uygulanan
grupta medyan genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalimin sadece radyoterapi
uygulanan gruba gore anlamli sekilde uzadig1 saptandi (Genel sagkalimda 27 aya
kars1 9 ay, p < 0.001; hastaliksiz sagkalimda ise 13 aya kars1 6 ay, p < 0.001). Ayrica
MGMT promoter metilasyonu olmayan olgularda ise radyoterapi ile TMZ uygulanan
grup ve sadece radyoterapi alan grup arasinda medyan genel sagkalim ve hastaliksiz
sagkalim ag¢isindan istatistiksel fark saptanmadi (Genel sagkalimda 10 aya kars1 7 ay,
p = 0.8; hastaliksiz sagkalimda ise 6 aya kars1 6 ay, p = 0.7). Bizim calismamizda
tim olgular degerlendirildiginde MGMT promoter metilasyonu, yas (< 60) ve
tedaviye TMZ eklenmesi bagimsiz iyi prognostik faktorler olarak belirlenirken

cinsiyet prognostik faktor olarak saptanmadi.

Dunn ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada ise 109 olgunun metilasyon
durumu incelendi. Olgularin tamamina radyoterapi ile eszamanli ve ardindan adjuvan
TMZ tedavisi uygulandi. MGMT metilasyonu olgularin 58 (% 53.2)’ inde mevcuttu.
Bu calismada MGMT metilasyonunun genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalimi
uzatan bagimsiz prognostik faktér oldugu saptandi. Ayrica cerrahi rezeksiyon
genigliginin iyi prognostik 6zellik oldugu ancak yasimn prognozu etkilemedigi
gosterildi (91).

Bu calisimada MGMT metilasyonu goriillen olgularda MGMT promoter
metilasyonu, yas (< 60) ve tedaviye TMZ eklenmesi bagimsiz iyi prognostik

faktorler olarak saptanirken cinsiyet prognostik faktor olarak saptanmadi.

MGMT metilasyonu goriilmeyen olgularda sadece yas (< 60) bagimsiz iyi
prognostik faktor olarak bulunurken, tedaviye TMZ eklenmesi, cinsiyet ve cerrahi
rezeksiyon genisligi prognostik faktor olarak gosterilmedi. Cerrahi rezeksiyon
genigliginin Oneminin gosterilemesinin nedeninin hastalarin % 79.2° sine total

rezeksiyon uygulanmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Cao ve ark. tarafindan yapilan cok merkezli 83 olguluk caligmada ise
olgularin % 36’ sinda MGMT metilasyonu mevcuttu. Olgularin tamamina
radyoterapi ile eszamanli ve ardindan adjuvan TMZ tedavisi uygulandi. Cok

degiskenli analizlerde cerrahi rezeksiyonun genisligi (p = 0.001) ve MGMT promoter
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metilasyonu kombinasyonunun uzamis sagkalimla iliskili oldugu saptandi (medyan

sagkalim, 20.6 ay; p = 0.006) (92).

Tang ve ark. nmm yaptugt 79 olguluk calismada MGMT promoter
metilasyonunun genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalima etkisi gosterilemedi (sirayla

p=0.56,p = 0.6) (93).

Esteller ve ark. nin retrospektif calismasinda, tiim beyine radyoterapi ile
birlikte degisik alkilleyici ajanlar alan 47 olgunun MGMT promoter metilasyonu
incelendi. MGMT promoter metilasyonu varliginda klinik sonuglarin daha iyi oldugu

saptandi (94).

Paz ve ark. nmin retrospektif caligmasinda ise 92 olguda MGMT promoter
metilasyonu incelendi. Olgulara radyoterapi ile birlikte TMZ, prokarbazin veya
BCNU uygulandi. MGMT promoter metilasyonu goriilen olgularda artmis klinik
cevap saptandi (95).

Shah ve ark. nin ise yaptiklar1 cok merkezli ¢calismada 70 glioblastomali olgu
incelendi. MGMT promoter metilasyon analizinde yontemlerin karsilagtirildig:
caligmada olgularin tamamina radyoterapi ile eszamanli ve ardindan adjuvan TMZ
tedavisi uygulandi. Bu ¢alismada MGMT promoter metilasyonu ile progresyonsuz
sagkalim arasinda gii¢lii bir iligki bulundu. Tiim olgular arasinda metilasyon goriilen
grup i¢in progresyonsuz sagkalim 540 giin iken metilasyon goriilmeyen grup i¢in 210
giin idi (p < 0.0001). Cok degiskenli analizlerde de yasin (< 60) iyi prognostik faktor
oldugu goriildii (p = 0.05) (85).

Karayan ve ark. tarafindan yapilan cok merkezli 81 olguluk calismada
MGMT metilasyon durumu 5 yontemle incelendi ve yontemlerin birbirine karsi
istinliigli incelendi. 81 olgunun 55 (%67.9)’ inde MGMT metilasyonu saptandi. Tek
degiskenli analizlerde yasin (< 61) iyi prognostik faktor oldugu saptandi (p = 0.02).
Promoter metilasyonu ¢alisan tim yontemlerde MGMT metilasyon varliginda genel
sagkalimda uzama goriildii. Ancak pyrosequencing yontemi ile MGMT promoter
metilasyonu goriilen olgularda uzamis genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim ile
metilasyon arasinda gii¢lii bir bag saptandi. Cok degiskenli analizlerde de yasin (<
61) ve MGMT metilasyonunun (6zellikle CpG4’ te) genel sagkalimi uzattig1 saptandi
(swrasiyla p = 0.03 ve p < 0.001). Bu ¢aligmada asil incelenen konu ise ¢aligilan

yontemdi. Kalitatif metil-spesifik PCR (MSP), semi kantitatif metil-spesifik PCR
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(SQ-MSP) ve pyrosequencing yontemleriyle MGMT promoter metilasyonuna
bakilirken, immiinohistokimya (IHC) ve kantitatif real-time PCR (Q-RT-PCR) ile
MGMT ekspresyonu incelendi. IHC ve Q-RT-PCR ile MGMT ekspresyon durumu
incelendi ve genel sagkalim ile MGMT arasinda iliski goriilmedi. MGMT metilasyon
durumu MSP, SQ-MSP ve pyrosequencing ile incelendiginde ise metilasyon durumu
ile genel sagkalim arasinda net bir iliski saptandi. Bu calismada SQ-MSP ve
pyrosequencing yontemlerinin daha once Hegi ve ark. ile Esteller ve ark. nin
calismalarinda kullandig1 klasik jel bazli MSP’ den daha giivenilir oldugu saptandi
(86).

Dunn ve ark. tarafindan yapilan calijmada da formalinle fikse edilmis
parafine gomiilii doku Orneklerinde pyrosequencing yodnteminin en iyi secenek
oldugu belirtildi. Bizim calisjmamizda da formalinle fikse parafine gdomiili doku

ornekleri mevcuttu ve pyrosequencing yontemi kullanildi (91).

Sonug olarak; MGMT promoter metilasyonu glioblastomada radyoterapi ile
eszamanli ve ardindan uygulanan adjuvan TMZ tedavisine yanit1 hatta sadece
radyoterapiye yaniti etkileyen onemli bir biyomarkerdir. Ancak daha farkli tedavi
yontemleri uygulanana kadar standart tedavi radyoterapi ile eszamanlt ve ardindan
adjuvan TMZ tedavisidir. Metilasyon goriilmeyen olgularda TMZ tedavisine direnci
azaltmak i¢in molekiiler yolaklara ait caligmalar hedeflenmelidir. Klinik sonucu
iyilestirmek icin alternatif tedavi rejimleri uygulamalar1 ve tedavi yanit1 belirlenmesi

icin de prospektif genis olgu sayis1 olan ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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