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OZET

Amac¢: Bu calismada; primer glioblastoma (GBM) olgularinda, izositrat
dehidrogenaz 1 (IDH 1) ve izositrat dehidrogenaz 2 (IDH 2) gen mutasyonlarinin

bulunma siklig1, tedavi cevabina etkisi ve prognostik 6nemi arastirilda.

Gere¢c ve Yontem: 2000-2010 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Mehmet Kemal Dedeman Onkoloji Hastanesi’ nde GBM tanist alip
RT+Temozolamide (TMZ) ve yalniz RT alan 93 olgunun parafinle bloklanmis doku
orneginden genomik DNA izole edilip, kontrol DNA’ larla karsilastirildi. Mutasyon
olan/olmayan primerlerle hedef bolgenin amplifikasyonu ig¢in PCR yapildi. Ornekler
PCR’dan sonra pyrosequencing dizi analizine yiiklendi. Mutasyon tespiti i¢in dizi
analizi yapildi. Mutasyon olan ve olmayan olgular gruplandirilip, IDH mutasyonlarinin
prognostik onemi ile genel sagkalim (GS) ve hastaliksiz sagkalima (HS)’a katkis1 tek
degiskenli ve ¢ok degiskenli istatistiksel analizlerle incelendi.

Bulgular: Olgularin 63 (% 67.7)’ i 60 yas altinda iken, 30 (% 32.3) olgu 60 yas
ve lzeri idi. IDH 1 gen mutasyonu (R132H) goriilen olgu sayist 9 (% 9.7) iken,
mutasyon goriilmeyen olgu sayis1 84 (% 90.3) idi. IDH 2 gen mutasyonuna (R172K)

ise rastlanmadi.

Mutasyon goriilen olgularda medyan GS; 22 (3-67) ayken, HS; 8 (3-57) aydi (p =
0.07). Mutant IDH 1 goriilen olgular normal (wild tip ) IDH 1 goriilen olgulardan daha
gencti (medyan yas sirasiyla; 38 ve 55, p = 0.003).

Mutant IDH 1 tasiyan olgularin 5 (% 55.6)’ ine sadece radyoterapi, 4
(%44.4)’line ise radyoterapi ve TMZ uygulandi. Kaplan-Meier analizi (Log Rank) ile
RT+TMZ ve yalmiz RT alan grup arasinda GS ve HS karsilagtirildi. RT+TMZ alan
grupta medyan GS 44+25.20 ay iken yalmiz RT alan grupta 8+ 2.73 ay bulundu ve
istatistiksel olarak anlamlilik saptandi ( p = 0.002). Medyan HS, RT+TMZ alan grupta
17+£17.66 ay iken yalniz RT alan grupta 5+£2.19 ay idi ve anlamli bulunmadi (p = 0.07).

IDH 1 gen mutasyonu goriilmeyen olgularda medyan GS; 10 (2-84) ayken, HS;
6 (2-33) aydi (p = 0.08). Olgularin 50 (% 59.5)’ sine sadece radyoterapi, 34 (%
40.5)’iine 1se radyoterapi ve TMZ uygulandi. RT+TMZ alan grupta medyan GS 12 1.32

ay iken yalmiz RT alan grupta 8+1.74 ay bulundu ve istatistiksel olarak anlamlilik



saptand1 ( p = 0.009). Medyan HS, RT+TMZ alan grupta 7+0.78 ay iken yalniz RT alan
grupta 6+0.22 ay idi ve istatiksel olarak anlamli bulundu(p = 0.01).

Sonug: Literatiirde IDH 1 ve IDH 2 gen mutasyonlari sekonder GBM’ ler ile
grade II-1IT gliomalarda, primerlerden daha siktir, geng yasta ortaya ¢ikar ve iyi prognoz
gostergesidir. Bizim ¢alismamiza ait 93 olguluk retrospektif serimizde, primer GBM
olgular1 incelendi. IDH 1 mutasyonu olan olgularda medyan sagkalim olmayanlara gore
daha uzun olmasina ragmen (22 aya karsi; 10 ay), istatiksel olarak anlamlilik
saptanmadi. Bu duruma hasta sayisinin az olmasi ve sadece R132H mutasyonunun
arastirtlmasinin neden olabilecegi diistiniildii. Literatiirde standart tedavi (radyoterapi ile
eszamanli TMZ ve ardindan adjuvan TMZ tedavisi) yaklagimi ile tedavi edilen primer
GBM olgularinda, IDH mutasyonlarinin prognostik onemi ile ilgili ¢aligmalar vardir.
Bazi ¢alismalarda mutasyonlarin genel ve hastaliksiz sagkalimda uzamaya neden olan
bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmesine ragmen bazi c¢alismalarda
gosterilememistir. Bizim ¢aligmamizda Mutant IDH 1 olgularinda tedaviye TMZ
eklenmesinin sagkalim {izerine etkisi arastirildi ve istatiksel olarak anlamli bulundu. Bu
haliyle IDH mutasyonlarinin tedavi cevabini tahmin etmede prediktif bir faktor olmasi

tartisilmasi gereken bir konudur.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, izositrat dehidrogenaz (IDH) Radyoterapi,

Temozolamide

Xi



SUMMARY

Purpose: In this study; we invastigated the frequency of isocitrate
dehydrogenase 1 (IDH 1) and isocitrate dehydrogenase 2 (IDH 2) mutations, the effect

on treatment response and prognostic value on glioblastoma (GBM) cases.

Materials and Methods: Genomic DNA isolated from paraffin embedded
tissue samples of 93 GBM cases, treated by RT+TMZ and RT alone between 2000-2010
years, at Erciyes University Medical Faculty Mehmet Kemal Dedeman Oncology
Hospital. Genomic DNA compared with control DNA. PCR was applied for
amplification of target region with mutation spesific or not spesific primers and samples
were loaded from PCR to pyrosequencing chain analysis. Analysis was done for
mutand-normal (wild) type IDH 1 and IDH 2 distinctions. Mutant and wild type cases
were grouped and then the prognostic value of IDH mutations and contribution to
overall survival (OS) and progression free survival (PFS) was demonstrated with

univariate-multivariate analysis.

Results: 63 (% 67.7) cases were under 60 years and 30 (% 32.3) cases were
60 years of age and over. The presence of IDH 1 mutation (R132H) was demonstrated
in 9 (%9.7) cases and the rest of 84 (% 90.3) cases weren’t. No mutations were found in
IDH 2 (R172K). Median OS and PFS for group with mutant were 22 (3-67) months and
8 (3-57) months, respectively ( p = 0.07). Cases with mutant IDH were younger than
the cases with wild type. Median year 38 and 55, respectively, p = 0.003).

In the mutand group, 5 (% 55.6) cases were applied RT+TMZ and 4 (% 44.4)
cases were applied RT alone. OS and PFS were compared between RT+TMZ and RT
alone group with Kaplan-Meier (Log Rank) Analysis. Median OS for RT+TMZ and RT
group was 44+25.20 months and 8+2.73 months, respectively and a statistically
significant difference was demonstrated ( p = 0.002). Median PFS for RT+TMZ and RT
group was 17£17.66 months and 54+2.19 months, respectively. There wasn’t statistically

significant difference between two groups (p = 0.07).
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Median OS and PFS for group with wild type IDH 1 were 10 (2-84) months and
6 (2-33) months, respectively. In this group, 50 (% 59.5) cases were administered
RT+TMZ and 34 (% 40.5) of them was applied RT alone. Median OS for RT+TMZ and
RT group was 12+1.32 months and 8+1.74 months, respectively. There was statistically
significant difference between two groups ( p = 0.009). Median PFS for RT+TMZ and
RT alone group was 7+0.78 months and 6+0.22 months, respectively and there was

statistically significant difference (p = 0.01).

Conclusion: Both IDH1 and IDH2 mutations are more frequent in grade 11-111
gliomas and secondary GBM than in primary GBM, are present at higher frequencies in
younger patients, and are associated with a favourable prognosis in literature. In our
retrospective trial on 93 cases with primery GBM was researched. Although median OS
for group with mutand IDH 1 was long than the group of wild type (22 months and 8
months respectively,), but statistically significant difference wasn’t demonstrated. In
this situation, on the small number of patients and only investigated R132H mutation
thought to be caused. In literature, 1t has been shown that the prognostic value of IDH
mutations of primary GBM patients treated with standard regimen (combined
chemoradiotherapy with TMZ with adjuvant TMZ). In some studies, mutations are an
independent prognostic factor to prolongation of OS and PFS, although some studies
show not to be demonstrated. In this study the addition of TMZ to treatment for cases
with mutand IDH 1 improved OS and a statistically significant difference was
demonstrated. In this state, IDH mutations are controversial as predictive factor to
estimate the treatment response.

Key Word: Glioblastoma, isocitrate dehydrogenase (IDH), Radiotherapy,

Temozolomide.
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1.GIRIS VE AMAC

Yeni tan1 almig tiim kanser olgularinin % 1.4” linii primer santral sinir sistemi
timorleri olusturur. Amerika’ da yilda yaklasik 18.000 kiside primer santral sinir sistemi
timori tespit edilmekte ve bunlarin % 60° 1 glioma tanis1 almaktadir. En sik goriilen ve
en agresif seyreden primer beyin timéri WHO grade IV olan glioblastomadir (1-11).
Siklikla de novo olarak goriilmesine ragmen, az bir kismi diisiik gradli astrositom
(WHO grade 1) ya da anaplastik astrositomdan (WHO grade I1lI) transformasyon ile

sekonder olarak ortaya ¢ikar.

Glioblastoma, kotii diferansiye astrositlerden olusur, genellikle serebral
hemisferleri tutar ve erigkinlerde daha siktir (1,8,9,10). Standart tedavi genis smirh
cerrahi rezeksiyon ve postoperatif radyoterapi ile es zamanli ve idame temozolomide
(TMZ) tedavisidir(1-13).

Standart tedaviye ragmen olgularin % 70’ inde bir y1l iginde progresyon goriiliir
(13). Son yillarda, prognozun iyilestirilmesine yonelik, gliomalarin molekiiler

ozelliklerinin incelenmesi ve spesifik genetik Ozelliklerin belirlenmesiyle ilgili

caligmalar yapilmaktadir.

Kromozom 2q.33.3°de lokalize izositrat dehidrogenaz (IDH ) geni tarafindan
kodlanan izositrat dehidrogenaz enzimleri (IDHs), Trikarboksilik asit siklusu
(TCA)’nda gorev alirlar.

Izositratin, o- ketoglutarata (o —KG) oksidatif dekarboksilasyonunu katalizlerler ve

nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) veya nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
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(NADP*)’1, NADH veya NADPH’a indirgerler (14,15). Enzimler lipid ve glukoz
metabolizmasi gibi hiicresel metabolik olaylarda anahtar role sahiptir. Bunun yaninda
reaktif oksijen radikalleri ve radyasyona karsi hiicresel defans mekanizmalarinda da
gorev alirlar (16-18,19). Mutasyonlarla enzim aktivitesi azalir. Bunun sonucunda ortaya
cikan metabolitlerin, kanser olusumuna katkisi ve IDH geninin tiimor supresor veya
onkogen oldugu heniiz net olarak anlagilamamistir (20,21). Son yillarda yapilan

calismalarda, mutasyonlarinin progostik faktor oldugu gosterilmistir (14,22-24).

Bu ¢alismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dalinda 2000-2010 tarihleri arasinda primer glioblastoma tanisi almis yalniz radyoterapi
ve radyoterapi ile eszamanli ve ardindan idame temozolomide alan olgularda IDH
mutasyonlarinin durumu incelendi. Mutasyonlarin bulunma sikligi, sagkalim ile

hastaliksiz sagkalima etkisi ve prognostik dnemi degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Santral Sinir Sistemi Timorleri

Santral sinir sistemi (SSS) beyin, spinal kord ve onlar1 koruyan yapilardan
olusur. Primer santral sinir sistemi tiimdorlerinin etyolojisi bilinmemektedir. Ancak
medikal sebepler (toksoplazma gibi viral ve parazitik enfeksiyonlar, AIDS,
immiinsupresyon, kafa travmasi), mesleki veya cevresel atiklar (organik coziiciiler,
sentetik kaucuk, formaldehit, polivinil klorid, pestisid, herbisid, iyonize radyasyon ve
elektromanyetik alan), hayat tarzi ve beslenme (cep telefonu, nitrat ve N-nitroso
bilesikleri, kolesterol, yiliksek sosyal sinif, sa¢ spreyleri ve sigara) etyolojik faktorler
icinde sayilabilir (25). Bazi SSS tlimorlerinin ise ndrofibromatozis Tip 1,
norofibromatozis Tip 2 ve Li-Fraumeni Sendromu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir
(26). Bununla birlikte baz1 yayinlarda A, C ve E vitamini, astim, alerjik biinye ve sik

grip olmanin SSS tiimdrlerine kars1 koruyucu olabilecegi soylenmistir (1).

Amerika’da tiim kanserlerin % 1.4’ tinii SSS tiimorleri olusturur ve kansere

bagli 6liimlerin % 2.2’ sinden sorumludur (26).

WHO histolojik siniflamas1 SSS tiimoérlerini orjin aldigi embriyonik dokuya
gore gruplamistir (Tablo 1) (27). SSS tiimoérlerinin % 82’ sini astrositom, anaplastik
astrositom ve glioblastoma olustururken; % 14’ {inii medullablastom, oligodendrogliom,

epandimom ve pilositik astrositom ve miks oligoastrositom olusturur (28,29).



Tablo 1. WHO Santral Sinir Sistemi Ttimdrleri Histolojik Siiflandirmasi

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 tiimérler

a. Oligodendrogliom
b. Anaplastik oligodendrogliom

3. Mixed gliomalar

a. Oligoastrositom
b. Anaplastik oligoastrositom

4. Ependimal tiimorler

a. Ependimoma
a. Selliiler
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 néroepitelyal timor
Gangliogliom

Anaplastik gangliogliom

Santral norositom

Serebellar lipondrositom

i. Filum terminalenin paragangliomu

ST@ e oo oW

7. Noroblastik tiimorler

a. Olfaktor néroblastom (estesiondroblastom)
b. Olfaktor noroepitelyom
c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi noroblastomu
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8. Pineal parenkimal tiimorler

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

9. Embriyonal tiimérler

a. Medullaepitelyom
b. Ependimoblastom
c. Medullablastom
1. Desmoblastik medullablastom
2. Large cell medulloblastom
3. Medullomyoblastom
4. Melanositik medulloblastom
d. Supratentoryel primitif ndroektodermal timorler
1. Noroblastom
2. Ganglionoroblastom
e. Atipik teratoid/rabdoid timor

10. Orijini belirsiz glial tiitmorler

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

2.2.Glioblastoma
2.2.1. Etyoloji ve Epidemiyoloji

Tiim malign beyin tlimoérlerinin % 77’sini yiiksek dereceli gliomalar olusturur
(30). Glioblastoma ise tim malign beyin tiimorlerinin % 82’ni olusturur. Erkeklerde
kadinlardan daha siktir ve 65-75 yas arasi insidanst daha yiiksek olup, ortanca sagkalim
artan yagla azalir (30). Etyolojide gevresel faktorlerin rolii tartismali olmakla birlikte
norofibromatozis Tip 1 ve Li-Fraumeni Sendromu gibi genetik faktorler glioblastoma

olusumunda etkili olabilir (31-33).
2.2.2. Biyolojik Ozellikler ve Molekiiler Biyoloji

Yiiksek gradli gliomalar, sinyal transdiiksiyon yolaklari, hiicre dongiisii, hiicre
biiyiime kontrolii, apopitoz ve diferansiyasyonu degistiren c¢esitli gen ekspresyon
degisiklikleri gosterir. En sik goriilen degisiklikler anormal biiylime faktorli reseptor

ekspresyonu ve hiicre siklusunda kontrol kaybidir.

Focal Adhesion Kinase (FAK)  asir1 ekspresyonu timor gelisimi ve
progresyonuna katkida bulunan biiyiime-uyaran degisikligidir ve bu degisiklik sinyal
yolaklar1 ile baglantilidir. FAK asir1 ekspresyonu, astrositom ile glioblastomalarda olur

ve bu asir1 ekspresyonun hem invivo hem de invitro hiicre proliferesyonuna katkida
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bulundugu gosterilmistir. Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) ve onlarin reseptorlerinin amplifikasyonu veya aktif hale gelen

mutasyonlar da gézlenmektedir (33-35).

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) (MMACL1) ve Protein 53 (p53) gibi

timor supresor genler ile Murine double minute oncogene (MDM?2) ve hiicre sikliis

regiilasyonunda 6nemli genler mutasyona ugrarlar (37,38). Yiiksek gradli gliomalarda
genelde Protein kinaz B (AKT) fosforilasyonun baskilanmasin1 destekleyerek hiicre
bliylimesiyle sonuglanan PTEN delesyonu goriiliir (39). PTEN kayb1 olan astrositlerde
hizlanmis proliferasyonun temelinin bu oldugu disiiniiliir (40). Yapilan ¢aligmalarda,
astrositlerin diferansiyasyonunda anahtar role sahip biiyiime faktorlerinin en ¢ok
etkilenen faktorler oldugu ve astrositlerin diferansiyasyon yolaklar1 ile glioma

transformasyonu arasindaki baglantida rol oynadig1 gosterildi (40).

Siklin-bagimli Kinaz Inhibitérii 2A (CDKN2A ) (p16) ve Retinoblastoma 1
(RB1) gibi diger tiimdr supresdr genlerin mutasyonu da siktir (42,43). Bu timor
supresor genler, CDKN2A- Siklin-bagimli Kinaz (CDK4) / cyclin D1-RBI1 hiicre siklus

diizenleyici yolaklarda anahtar role sahiptir.
2.2.2.1. Major Yolaklar

Astrositik  hiicreden glioblastomaya progresyon da ayirt edici yolaklar,

gliomalarin molekiiler 6zelliklerinin incelenmesi ile gostermistir (1).

Siirekli olmayan EGFR ve MDM2 asir1 ekspresyonu, mutasyonu veya PTEN,
RB1 veya CDKN2A kayb1 igeren de novo glioblastomalar yash hastalarda daha siktir.
CDKN2A delesyonu yiiksek proliferasyon oranlariyla baglantihdir ve EGFR
amplifikasyonu olan tiimorlerde goézlenir (44). Yash hastalarda prognozun daha kotii
olmasinin nedeni EGFR amplifikasyonu ve pl6/CDKN2A delesyonudur (45). PTEN

inaktivasyonu en sik de novo glioblastoma yolaginda goriiliir (46).

Ikinci yolakta PDGFR ile ligandlarmin asir1 ekspresyonu ve Tiimor protein 53
(TP53) mutasyonu anahtar basamagi olusturur. Bu hastalar daha genctir ve tiimdrleri
malign progresyona gotiiren ardarda genetik degisimler gosterirler. Baslangigta diisiik
gradli astrositom olarak baslayan yapilardan daha yiliksek gradli tiimdral yapilar
meydana gelir (1).


http://en.wikipedia.org/wiki/Double_minute
http://en.wikipedia.org/wiki/Oncogene

Spesifik genetik ozelliklerin prognostik dnemi kesin bilinmemesine ragmen bu
molekiiler degisiklikler yolaklar1 etkilemektedir (1). Ancak glial tiimoérlerde EGFR
geninin artmis ekspresyon ve amplifikasyonu iyi belirlenmistir (47). Anormal EGFR
amplifikasyon / asir1 ekspresyonun veya genin kendi iginde degisikliklerin anaplastik

astrositom ve glioblastomada kotii prognoza isaret ettigine dair kanitlar vardir (48,49).
2.2.3. Patoloji
2.2.3.1. Makroskopi

Makroskopik incelemede ¢evre normal dokudan iyi sirla @ ayrilan
glioblastomalar, mikroskopik olarak kitleden uzakta normal doku igine infiltrasyon
gosterir. Invaziv timér olduklarindan cevre normal beyin dokusunda &dem ve
ekspansiyona yol acarlar. Kesit yiizeylerinde kist formasyonlari, hemoraji ve nekroz
alanlar1 goriiliir (1,50). Kelebek paterni terimi, orta hatt1 gecip kars1 serebral hemisferi

de infiltre eden tlimorler i¢in kullanilir (1,2).

Bu sebeplerden tiimoriin genis sinirlarla rezeksiyonu genellikle iyi prognozla
iligkiliyken, dar sinirla rezeksiyon normal beyin dokusuna diffiiz ve genis
infiltrasyondan dolayr kiiratif degildir. Timor dogrudan ventrikiiler sistem ve
subaraknoid araliga yayilabilir, ge¢ evrelerde spinal veya spinal subaraknoid metastaz

gelisebilir. Hematojen metastaz ise olduk¢a nadirdir (1).
2.2.3.2. Histopatoloji

Glial fibriler asidik protein (GFAP) ve kii¢iik yuvarlak cekirdekten olusan
flamentler, astrositlerin yapisin1 olusturur. Timor kesitleri genelde yogun ve uzun
sitoplazmik igerik ve genislemis hiicre ihtiva eden reaktif astrositler veya
gemistotislerden olusur. Yiiksek gradli tiimorler normal astrosite benzeyen diffiiz hiicre
infiltrasyonu gosterir. Artmus selliilarite, mitoz, kii¢iik damar ve endotelyal hiicre
proliferasyonu, niikleer ve sitoplazmik pleomorfizm ve nekroz malignensi tanisini

destekleyen spesifik bulgulardir (51).
2.2.4. Gradlandirma

Derecelendirme, WHO klasifikasyon sistemine gore yapilir ve prognostik
belirleyici olmasi nedeniyle 6nemlidir. WHO klasifikasyon sistemi St. Anne-Mayo
sistemi ile uyumlu kriterleri kullanir. St. Anne-Mayo sistemi ise malign 6zelliklerin

sayilarinin skorlanmasini temel alir. (52).



St. Anne-Mayo;
e Mitotik aktivite
e Selliiler pleomorfizm
e Vaskiiler endotelyal proliferasyon ve
e Nekroz o6zelliklerine bakar.

Glioblastomda dort malign 6zellik bir aradadir ve grade IV olarak adlandirilir
(52).

2.2.5. Klinik Tablo

Olgularin yarisindan fazlasinda bas agrisi, epileptik ndbet ve hemiparezi triadi
mevcuttur. Bas agris1 siklikla bolgesel olma 6zelligi tasir ve genellikle tlimoriin
yerlesimi hakkinda bilgi verir. Tiimoriin basiya neden olabilecek genis hacime ulagsmasi
sonucu, intrakranial basincin artigt ile iligkili olarak ortaya c¢ikabilecegi gibi,
meninkslerdeki kan damarlariyla iliskili olan, agriya duyarl sinir u¢larinin irritasyonu
ve lokal gerilimi sonucu da gelisebilir. Noral dokudaki irritasyonu gosteren epileptik
nobetler ise frontal ve temporal yerlesimli tiimorlerde daha siktir ve genellikle grand
mal ve fokal tip nobetler goriiliir. Norolojik defisitler yerlesim bolgesine bagl olarak
meydana gelir. Intrakranial basing artist semptomlar: (basagrisi, kusma, biling
bozukluklari, 3 ve 6. sinir tutulumlarina bagli olarak diplopi, fasial paralizi v.s.) sik
gortliir. Mental degisiklikler frontal ve temporal lob tiimorlii hastalarda ¢ok sik goriilen

bir bulgudur (2,53).
2.2.6. Tam1 Metodlan

Beyin tiimorlii olgularda oncelikle ayrintili bir anamnez alinmali ve iyi bir fizik
muayene yapilmahidir. Magnetik Rezonans Goriintileme (MRG) ve Bilgisayarl
Tomografi (BT); beyinin anatomik tanimlamasini yaparak kontrastin yogunlastigi
hacimle iligkili olarak, bir bolgede gelisen tiimoral yapiyr gosterirken timoriin
lokalizasyonu, yayilimi, gradi, tek veya ¢ok odakli olmasi, tek yada ¢ift tarafli yerlesimi

ile birlikte; 6dem, nekroz ve kalsifikasyon gibi ayrintilar1 hakkinda da bilgi verir.

Glioblastomalar MRG’de nekroz ve/veya kist olusumuna bagli heterojen
kitleler halinde goriiliirler. T1A goriintiilerde genellikle santral yerlesimli hipointens

alan mevcuttur. Bu hipointens alani ¢evreleyen kalin, diizensiz duvar ve solid nodiiller,
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parankime gore izointens veya hafif hipointens sinyal paternine sahiptir. T2A
gorlintiillemede cevresel 6dem alani belirgindir, degisik sinyalli heterojen hiperintens
goriiniim vardir. Intravendz gadolinyum sonrasi yapilan incelemelerde opaklasma

saptanir (2,26).

Single photon emisyon tomography (SPECT) ve Pozitron emisyon tomografi
(PET), timdr metabolizmasini anlamak ve radyasyon nekrozundan, neoplaziyi ayirt
etmekte kullanilmaktadir. PET, malign biiylime nedeniyle gelisen nekroza bagli olarak,
metabolizma hiz1 farkli alanlarin doku degiskenligini saptamaya yardimci olan bir tani
yontemidir (2,54). Glukoz’un malign hiicrelerde normal dokudan daha fazla kullandig1
belirlenince, 18F-florodeoksiglukoz (FDG), PET c¢alismalarinda kullanilmaya
baslanmigtir. FDG-PET kullanilarak malignensinin derecesi, biyopsi alaninin
lokalizasyonu, tedavi sonrasi tiimor niiksiiniin tespiti ve tiimor niiksiiniin radyasyon
nekrozundan ayirt edilebilmesi miimkiin hale gelmistir. PET’de 11-C (karbon) ile
isaretli metyonin kullanilarak aminoasit metabolizmasi incelenebilir ve FDG-PET’e

gore tiimor tespitinde daha sensitiftir.

Glioma metabolizmasini anlamada kullanilan diger bir yontem ise Manyetik
rezonans spektroskopi (MRS)’dir. MRS ile fosfor 31 ve hidrojen olgtimleri yapilarak,
enerji metabolizmasi haritas1 ¢ikarilabilir ve hiicre zarinin lipid metabolizmasi ile diger
hiicre unsurlar1 tanimlanabilir. Fosfolipid hiicre zar1 igeriginde bulunan kolin seviyesi,
kronik radyasyon nekrozunda azalir. Kolin seviyesinin 6l¢iimii ile, tedaviye cevap

degerlendirmesi yapilabilir.

Postoperatif degisiklikler, radyolojik tetkiklerde kontrast maddeyi tutar. Bu
nedenle rezidiiel timor ile ayirdedilmeleri zordur. Yapilan ¢aligmalarda, postoperatif
degisikliklerin, en erken liglincii glinden itibaren kontrast maddeyi tutmaya bagladig1 ve
tutulumun 45 giin kadar siirecegi saptanmistir. Bundan dolay1 cerrahi sonrasi timor
boyutunu tespit etmek icin ilk 24 saat (en geg ii¢ giin i¢inde) veya 45 giin sonra MRG
yapmak gerekir (55).

2.2.7. Prognostik Faktorler
2.2.7.1. Klinik Prognostik Faktorler

Glioblastomal1 hastalarda sagkalim ortalama 1 yildir. Curran ve ark. RTOG
verilerini kullanarak yaptig1 calismada 1974-1989 arasi tan1 alan 1578 olguyu inceledi.



Rekursif boliimleme analizini (RPA) kullanilarak 6 prognostik grup olusturulup hastalar

bu gruplara ayrildi. Gruplarda medyan sagkalim 4.6 ay ile 58.6 ay arasinda

degismekteydi. Yasin 50° nin iizerinde olmasi, histolojinin glioblastoma olmasi,

Karnofsky performans durumu (KPS)’ nun 90’ in altinda olmasi, semptomlarin

baslangici ile tan1 konulmasi arasindaki siirenin 3 aydan kisa olmasi, total rezeksiyon

yapilamamasi ve 54.4 Gy’ den daha diisiik doz uygulanmasi kotli prognostik faktorler

olarak degerlendirildi (Tablo 2) (56). Ayrica bazi caligmalarda oligodendroglial

komponentin varliginin sagkalimi ortalama 5 yila kadar uzatabilecegi ve 60 yas iistiinlin

kotii prognostik faktor oldugu saptandi (59).

Tablo 2. Rekursif Partitisyon Analizi (RPA) Prognostik Indeksleri

Smif 1 Yas<50, Anaplastik Astrositoma, normal mental durum
Yas>50, Karnofsky Performans Skoru (KPS) 70-100, Anaplastik
Simf2 Astrositoma, semptom stiresi >3 ay
Yas<50, Anaplastik Astrositoma ve anormal mental durum ya da
Sumf 3 Yag<50, Glioblastoma ve KPS 90-100
Yag<50, Glioblastoma, KPS<90 ya da
Yas>50, KPS 70-100, Anaplastik Astrositoma, semptom siiresi < 3 ay ya
Siif 4 da
Yas>50, Glioblastoma, cerrahi rezeksiyon, ve iyi ndrolojik fonksiyon
Yas>50, KPS 70-100, Glioblastoma, cerrahi rezeksiyon ve isi
Smnif 5 engelleyen ndrolojik bozukluk veya biyopsi ve takiben en az 54.4 Gy
radyoterapi
Yas>50, KPS<70, anormal mental durum ya da
Siif 6 Yas>50, KPS 70-100, Glioblastoma, sadece biyopsi, <54.4 Gy

radyoterapi
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2.2.7.2. Molekiiler Prognostik Faktorler

Prognostik faktorlerin belirlenebilmesi i¢in molekiiler diizeyde pek cok calisma
yapilmistir. 1p/19q heterozigotisite kaybi1 (LOH) tiim glioblastomal1 olgularin % 60-
90’inda mevcuttur. LOH, oligodendroglial fenotip ile birlikte, KT ve RT’ye iyi cevap
ve daha 1yi sagkalimla iligkiliyken, 10q’ da heterozigotisite kayb1 kotii prognozu isaret
eder. (58).

P53 mutasyonu da iyi prognoz gostergesidir. Olgularin % 25-40’1inda olup

geng olgular ve sekonder glioblastomada daha sik goriiliir (59).

MDM2 amplifikasyon veya asir1 ekspresyonu olgularin % 10-15’ inde goriiliir
ve kotil prognostik faktordiir (60). PTEN (MMAC) mutasyonu da olgularin % 30’ unda
goriiliir ve kotli prognozla iliskilidir (46,48).

EGFR mutasyonu veya asir1 ekspresyonu siklikla 10. kromozom kaybi
nadiren de p53 mutasyonu ile birliktelik gosterir. De novo glioblastomalarda goriiliir.

EGFRVIII; kinaz inhibitorleri, immunotoksinler ve peptid asilarinda hedeftir (47,48).

O6-metil guanin metil transferaz (MGMT), temozolomide (TMZ) alan
hastalarda 6zel 6neme sahiptir. MGMT promoter metilasyonu BCNU ve TMZ gibi
alkilleyici ajanlara duyarlilik ile baglantilidir. Eger metilasyon yoksa, MGMT TMZ’e
bagli DNA hasarint hizlica onarir. MGMT promoter metilasyonu iyl prognoz

gostergesidir (61).

2008 yilinda yapilan genis kapsamli bir genom sekans ¢aligmasinda, 149 GBM
tanil1 hastanin 18’inde (% 12) Izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) geni somatik mutasyonu
tespit edildi (14) .Daha sonra IDH1 gen mutasyonu olmayan diger GBM olgularinda
siklikla izositrat dehidrogenaz 2 (IDH 2) gen mutasyonunun varligi ortaya cikarild:
(22). IDH gen mutasyonlari primer glioblastomalarda %5 siklikla goriiliirken grade II-
Il gliomalar ve sekonder glioblastomalarda %70-75 sikliktaydi (23). Mutasyonlarin

geng hastalarda daha sik goriildiigli ve iyi prognozla iligkili oldugu saptandi (22,24).
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2.2.8.1.1zositrat dehidrogenaz enzimleri (IDHs) nin yapisi ve normal biyokimyasal

fonksiyonu

IDHs, izositratin o —KG’a oksidatif dekarboksilasyonunu katalizlerler ve
NAD" ile NADP"1, NADH veya NADPH’a indirger ( Sekil 1). IDH 1 ve IDH 2
homodimerik yapida olup NADP® bagimli enzimlerdir. Onemli 6lgiide sekans
benzerlikleri olup, neredeyse ayn1 protein yapiya sahiptirler. IDH 3 ise NAD" bagimli

enzimdir ve 2 a, 1 B ve 1 y subiinitlerinden olusan heterotetramer yapidadir (15).

IDH 1 ve IDH 2, 94. pozisyondaki serin ve 279. pozisyondaki aspartik asit
aminoasitleri arasinda olusan intramolekiiler baglant1 sayesinde kapali ve aktif konuma
gecen dimerize enzimlerdir. Enzim dimerleri acikken inaktif yapidadirlar.
Homodimerler kapali-aktif iken, izositrat metal iyon kompleksin aktif alana girmesine
izin vermez. Buna ek olarak aktif alanlar c¢oOziiciilere maruz kalabilir, substrat ve
kofaktorlerle muamele edilebilir. Ortamda o -KG ve NADPH arttiginda enzim agik-
inaktif duruma gelir. Sonu¢ olarak IDH 1 ve IDH 2 enzimlerinin katalizledigi

reaksiyonlar geri doniigiimliidiir (15).

IDH 1 stoplazma ve peroksizomlarda lokalizedir, yiiksek oranda karacigerden
daha az olarak diger dokulardan salinir. Izositrati a -ketoglutarata katalizlemenin
yanisira lipid ve glikoz metabolizmasi gibi hiicresel metabolik olaylarda rol alir (16,17).
IDH [1’in reaktif oksijen radikalleri ve radyasyona karsi hiicresel defans

mekanizmalarinda da gorev aldig1 gosterilmistir (18,19).

IDH 2, mitokondride lokalizedir ve yiiksek oranda kalp,¢izgili kas ve
lenfositlerden daha az olarakta diger dokulardan salinir (71). TCA siklusunda anahtar

role sahiptir ve IDH 1 gibi oksidatif strese kars1 korunmada gorev alir (19,62).

IDH 3 de mitokondride lokalizedir. TCA siklusunda tamamlayici role
sahiptir, aerobik enerji tretiminden sorumludur. IDH1 ve IDH 2’nin katalizledigi
reksiyonlar geri donisimlii iken IDH 3’in katalizledigi reaksiyon ise geri

doniistimsiizdiir (15,63).
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mitekondri sitozol peroksizom
kolesterol
- o sentezi izositrat
\\- NADP+
akonitaz ako li“ﬂl IDH 1
NADP izositrat 1zositrat NADPH
I NADP+
IDH 2 ;
. NADFH IDH 3 IBH1
' , }A_LLDPH Ty Gama radyasvon,UVEB,
0 o —KG — 0 KC oksijen radikalleri
Gama ve ivonize I Glutatvona
radyasyon, indir ;nme
glikoz, TNF-a ¢
o —KG DG Glutamat DH  ™u*
Glikoz ile sitimiile
Siiksinat f Glutamat insiilin sekresyonu

Sekil 1. IDH enzimlerinin enzimatik aktivitesi
2.2.8.2.1DH gen mutasyonlarinin sikhgi

Son ciddi

malignensilerde genom arastirmalar1 yapilmaya baslandi. Ilk olarak 2008’de Parson ve

yillarda genomik teknolojinin gelismesiyle, GBM gibi
ark. tarafindan yapilan genis kapsamli bir genom sekans calismasinda, GBM olgularinin
% 12’sinde IDH 1 gen mutasyonu tespit edildi (Sekil 2) (14). Daha sonra IDH1 gen
mutasyonu olmayan diger glioma olgularinda siklikla Izositrat dehidrogenaz 2 (IDH 2)
gen mutasyonunun varlig1 ortaya ¢ikarildi (22). Sonraki ¢alismalarda GBM; primer ( de
novo), sekonder ( diisiik gradli gliomalardan transformasyon) seklinde gruplandirildi.
Sekonder GBM’lerde IDHI1 ve IDH 2 gen mutasyonlarinin primer GBM’ den daha sik

oldugu bildirildi (22-24,64-66).

sekonder GBM’lerde daha sik
ardindan,diisiik gradli gliomlarda da ¢aligmalar yapildi. IDH mutasyonlar1 grade ILIII

%65-80  (67-69,80-82), 1,11

IDH mutasyonlarinin tespit edilmesinin

astrositomlarda grade oligodendrogliom ve
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oligoastrositomlarda  %70-85, pilositik astrositomlarda %5’in  altinda iken
epandimomlarda tespit edilemedi (22,64,66).

Ilk ¢alismalarda, pediatrik GBM olgularinda IDH mutasyonlarina nadiren
rastlanirken ( 22,64,67,68), Pollack ve ark.’nin 2011°de yaptig1 calismada, 14 yas tizeri
pediatrik hastalarda 6nemli oranda mutasyon tespit edildi (20 hastadan 7’sinde) ve bu
durumun geng eriskinlerdeki gibi iyi prognoz gostergesi, yiiksek gradli gliomlarin ise
geng pediatrik  hastalarda farkli bir antite olabilecegi oOne siiriildii (69). Sekans

caligmalarinda IDH 3 mutasyonuna ise rastlanmadi (67,70).

normal mutant

¢.395G=A (p.Argl32His)

Sekil 2. Krell ve ark. yaptigi ¢alismada IDH 1 geninde,

direk sekans yontemiyle 132. kodonda mutasyon
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2.2.8.3.1DH gen mutasyonlarimin karekteristigi

Parson ve ark. 20,661 adet proteini kodlayan geni inceledi ve %12 oraninda
kromozom 2q.33.3’de lokalize IDH 1 geni mutasyonu saptad: (14). Genom sekans
calismalar1 IDH mutasyonlarinin, kodonda tek niikleotid degisikligi seklinde heterozigot
olarak ortaya c¢iktigin1 gosterdi. IDH 1 mutasyonu exon 4’de 132. kodonda kodlanan
(R132) arjininin yiiksek oranda histidine (R132H) (%92) daha az olarak da serin
(R132S) ve diger aminoasitlere, IDH 2 mutasyonu ise exon 4’de 172. (R172) kodonda
kodlanan arjininin siklikla lizine (R172K) (%61), daha az oranda da metyonin (R172M)
(%22) ve diger aminoasitlere donilisiimii seklindeydi. En sik goriilen mutasyonlardaki
baz degisimi ise 395. pozisyondaki adeninin guanine doniistimiiydii (Tablo

3)(22,24,64,65,71).

Tablo 3: 132. Kodondaki IDH 1 ve 172. Kodondaki IDH 2 mutasyonlarinin siklig

IDH 1| KODON | AAA| MUTASYON | IDH 2| KODON | AAA | MUTASYON
TiP 132 SIKLIGI TiP 172 SIKLIGI
normal | C.GT Arg | - normal | A.GG Arg | -

IDH1 IDH2

R132S | AGT Ser | % 1.7 R172G | GGG Gly | %4.9

R132G | GGT Gly | %15 R172W | T.GG Trp | % 12.2
R132C | T.GT Cys | % 3.8 R172K | AAG Lys | %61

R132H | C.AT His | % 92 R172M | AT.G Met | %22

R132L |C.T.T Leu | % 0.9

R132V | GT.T Val | %0.1

2.2.8.4.IDH gen mutasyonlarinin diger malignensilerle iliskisi

IDH 1 ve IDH 2 mutasyonlariin malign gliomalarda tespit edilmesinin
ardindan diger malignensilerde de sekans calismalar1 yapilmaya baslandi.Genis
kapsamli ¢aligmalara ragmen, glioma dis1 solid tiimorlerde mutasyona diisiik oranda
rastlandi. Prostat kanseri ve metastatik melanomda IDH1 mutasyonu tespit edildi
(72,73). Kang ve ark. B-cell ALL’de IDH 1 mutasyonuna rastladi (73). Konjenital
primer AML tanili hastalarda R132, R172 ve R140Q (arjinin yerine glutamin)

mutasyonlart goriildii (74). Seiz ve ark.’nin direk sekans caligmasinda 35 gliomatozis
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cerebri tanili olguda %42 (10/34) oraninda IDH 1 mutasyonu tespit edildi (75). Supra
tentoriyal primitif néroendokrin tiimdr (sSPNET) tanist alan olgularda da sirasiyla %33

ve %6 oraninda IDH 1 mutasyonu goriildii (64,76).
2.2.8.5. IDH gen mutasyonlarinin fonksiyonel ozellikleri

IDH gen mutasyonlarinin tespit edilmesiyle kanserlerdeki rolii tartigma konusu
olmustur. Zahoo ve ark. mutasyonla IDH 1 normal fonksiyonunun kaybi ve timor
hiicrelerinde artmis hipoksi-indiiklenen faktér subiinit 1 alfa (HIF-1a) seviyelerini

gostererek IDH 1’in tiimdr supresor gen oldugu sonucuna vardi (20).

Dang ve ark. ise IDH 1 mutasyonu olan tiimor hiicrelerinde 2-hidroksiglutarat
(2-HG)’in artmis miktarlarini, in vivo gliom olusumu ve malign progresyonuna

katkisin1 gostererek, IDH 1’in tiimdr supresor degil onkogen oldugunu raporladi (21).

IDH mutasyonuyla izositratin o -KG’a oksidatif dekarboksilasyonu
azalmaktadir. Bunun sonucunda olusan metabolitlerin (a-KG, NADPH, 2-HG and HIF-
la) kanser olusumuna katkis1 ve IDH’nin tiimor supresér mii yoksa onkogen mi oldugu

heniiz netlik kazanmamustir.
2.2.8.6. IDH gen mutasyonlar: sonucu olusan metabolitler
2.2.8.6.1. a-KG

IDH mutasyonu enzimin substratina affinitesini bozar. Sonu¢ olarak o —KG
miktar1 diiser. Bununla birlikte mutant enzim yeni bir aktivasyonla o -KG’1n, 2-HG’a

dontigiimiinii saglar.

Ayn1 zamanda NADPH, NADP" déniisiimii de artar (21). Baska bir calismada
ise normal (wild-tip) ile mutant IDH goriilen tiimorler arasinda a —KG seviyeleri
arasinda anlamli fark saptanmamistir (77). Bu durum TCA’nin diger metabolitlerini

arastirma konusu yapmustir.
2.2.8.6.2. NADPH

NADPH f{iretimi, apopitozun inhibisyonu, hiicre gelisimi ve biiylimesi i¢in
gereklidir. NADPH glutatyon sentezinde kullanilir. Gulutatyon ise hiicreleri oksidatif
stresden korur ve apopitozun inhibisyonunda goérev alir. Ayrica sitozolik NADPH,
membran bagimli NADPH oksidazlarin substratidir. Hidrojen peroksit burada protein

tirozin kinazlarla indirgenir. Tirozin kinazlarin aktivasyonuyla hiicrenin yasamasi ve
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mitozu i¢in sinyal olusur (78-80-98). Bu progeste IDH 1 ve daha az olarakta IDH 2 rol
oynar. Glioblastomada total NADPH yapim kapasitesinin %65’ IDHs tarafindan
saglanir. Mutasyonda bu oran %38’e geriler. Tiimor hiicrelerinde NADPH 1n azalmis

oranlar1 ve uzamis sagkalimda ki rolii de tartigmalidir (81).
2.2.8.6.3. 2-HG

2-HG, a —-KG’mm NADPH bagimmli oksidazlarla (2-HG dehidrogenaz ) geri
oksidasyonu sonucu olusur. Normal hiicrelerdeki fonksiyonu net agiklanamamustir. 2-
HG toksik etkisini, glutamatin transaminazlar (glutamatin nitrojenini amino veya
niikleik asit biosentezinde kullanan enzimler) gibi oo —KG bagimli enzimlerin kompetetif
inhibitorii olarak gosterir. Kanser hiicreleri de normal hiicreler gibi enerji iiretimlerinin
cogunu sitozoldeki aerobik glikoliz yoluyla saglar. 2-HG, tiimér mikrogevresini
degistirerek  enerji iretiminin mitekondride, pirivatin oksidasyonuyla anaerobik
olmasina neden olur. (21,77). 2-HG, IDH 1 mutasyonu olan kanserli dokularda

normalden 100 kat daha fazla tespit edilmistir.

Birbirinin ayna goriintiisii olan iki enantiomer formu vardir. (L-2-HG ve D-2-
HG ) . L-2-HG ve D-2-HG gen mutasyonlar1 ise tespit edilememistir. L-2-HG
patolojik artmis seviyeleri progresif noronal hasar ve gliomalarida igeren artmis beyin

tiimorii olusumuyla baglantili iken, D-2-HG igin bu durum tespit edilememistir (77).
2.2.8.6.4. HIF

IDH mutasyonlart sonucu o —KG’in diigen seviyeleri, pirolihidroksilazlar
(PHDs)’1n aktivasyonuna neden olur. Boylece a —KG, HIF’a indirgenir. HIF, HIF-1a ve
HIF-1p alt {initelerinden olusur. Mutasyon ile artan HIF-1a transkripsiyon i¢in niikleusa
tagiur (81). HIF-1a , diisiik oksijen seviyeleri ile aktive olan ve glukoz metabolizmasi,
anjiogenez, hiicresel motilite ile invazyon ve tiimor gelisimi igin gerekli olan diger
sinyal degisikliklerini saglayan genlerin regiilatoriidiir. IDH 1 mutasyonu olan gliomali
hastalarda artmig HIF-1a seviyeleri tespit edilmistir ama tiimorogenezdeki rolii net

degildir (20).
2.2.8.7. IDH mutasyonlarinin yas ve prognozla iliskisi

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, IDH 1 ve IDH 2 mutasyonlarinin uzun
yasam siiresi, tedaviye iyi cevap ve multivaryant analizlerde de IDH 1 mutasyonunun

bagimsiz prognostik faktdr oldugu gosterildi. Mutasyonlar genellikle gen¢ hastalarda
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ortaya cikarken pediatrik grupta nadiren rastlandi. Pediatrik grupta mutasyon gozlenen

olgular, gériilmeyenlerden daha biiyiik yasa sahipti (14,22,64,69).

Ichimura ve ark.’nin caligmasinda ise IDH 1 mutasyonunun multivaryant
analizlerde tlimor tipi, grade ve yastan bagimsiz prognostik faktér oldugu gosterilemedi
(82).

2.2.8.8.IDH mutasyonlarimin ol¢iimii

IDH mutasyonlari ¢esitli yontemlerle tespit edilebilmektedir. Yontemlerden biri
mutant IDH proteinlerinin belirlenmesidir. Spesifik antikorlar, tiimor hiicre lizatlarinda
western blot yada tiimor dokusunda immiinohistokimyasal (IHC) olarak gosterilebilir.

Bu yontemle sadece IDH 1’in R132H ve R132S mutasyonlar1 tespit edildi (83,84).

Tiimor dokusundan DNA veya RNA izolasyonuyla, PCR yontemi kullanilarak
yapilan direk sekans ve pyrosekans yontemleriyle IDH 1’in R132, IDH 2’nin R172,
R140 mutasyonlari teorik olarak %100 tespit edilebilir. Takano ve ark.yaptigi ¢calismada
IHC olarak tespit edilen, 12 adet R132H mutasyonunun sadece 9’unda sekans
yontemiyle mutasyon saptadi ve bu durumun tiimér DNA’sinin normal beyin doku
DNA’s1yla kontaminasyonun sonucu oldugunu ve IHC’nin R132H mutasyonunu tespit
etmede direk sekans yonteminden daha sensitif olabilece§ini agikladi. Yontemin

dezavantaj1 ise sadece R132H ve 132S mutasyonlarinin tespit edilebilmesiydi (85).

Setty ve ark.’nmin calismasinda pyrosekans ve direk sekans yOntemi
karsilagtirildi. 33 primer GBM tanili pediatrik olgunun 6’sinda (%18) her ikli yontemle
de mutasyon tespit edildi ve pyrosekans yontemin daha hizli ve direk sekans kadar

sensitif oldugu bildirildi (86).

Son olarak D-2-HG’nin mutasyonlu hiicrelerde artmig miktar1 gaz
kromotografi/mass  spektrometri  veya likit kromotografi/mass  spektrometri
yontemleriyle tespit edilebilir. Bu yontemler kan veya plazmada 2-hidroksiglutarik
asitiiri tanisinda kullanilmaktadir. Tiimor lizatlarinda mutasyon tayini i¢in kullanimi

heniiz standart hale gelmemistir.
2.2.9. TEDAVi

Uzun yillar glioblastomada standart tedavi cerrahi rezeksiyonu takiben

adjuvan radyoterapi idi. Daha sonra nitroziireler tedaviye eklendi. Temozolomide ile
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ilgili ¢aligmaya kadar RTOG glioblastomada RT ile etkin alternatif ajan1 bulmak icin
pek ¢ok faz iki calisma yiiriittii.

Radyasyon duyarlastiricilar ve degisik fraksiyonlar, farkli dozlar veya
teknikler (stereotaktik radyocerrahi, brakiterapi) ile ilgili ¢alismalar yapildi. Bununla
birlikte hi¢birinde sagkalima anlamli bir katki elde edilemedi ve standart tedavi olarak
kabul gormedi (4). Son calismalar cerrahinin ardindan uygulanan radyoterapi ve
radyoterapi ile birlikte TMZ kullaniminin standart tedavi oldugu gosterdi. Hedefe

yonelik ajanlar ise halen arastirilmaktadir (3).
2.2.9.1. Cerrahi

Glioblastomada standart tedavinin temelini cerrahi olusturur. Cerrahide amag
tan1 i¢in biyopsi, definitif yaklagim icin rezeksiyon, kitle etkisine bagli semptomlarin
azaltilmast icin palyatif yaklasim ve kafa i¢i basing veya hidrosefaliye bagh

semptomlar rahatlatmak i¢in sant yapmaktir (4, 55).

Subtotal rezeksiyon ve biyopsiye gore total rezeksiyonun, glioblastomada
sagkalim ve hastaliksiz sagkalima katkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir. MRG
degerlendirmesine gore tiimoriin %97’ sinden fazlasinin rezeksiyonu daha uzun

sagkalim ile iliskilidir (87).

Stereotaktik biyopsi yasli ve genel durumu kraniotomiye elverissiz hastalarda,
derin lokalizasyonlu ve kritik alanlarda lokalize lezyonlarda, lezyon birden ¢ok veya

asemptomatik ise doku tanis1 amaciyla kullanilabilir (87).

Rezeksiyon ve biyopsisinin sag kalima etkisini degerlendirmek amaciyla 1997-
2001 arasinda Kuzey Amerika’ da 52 klinikte 413 glioblastomali hasta karsilastirildi.
Rrezeksiyonun sagkalim siiresini anlamli sekilde uzattigi cok degiskenli analizlerle
saptandi. KPS skoru 70’in altinda, multifokal tiimorli ve 60 yas {stii hastalar

calismadan c¢ikarildiktan sonra da rezeksiyonun yine sag kalimi uzattig1 gosterildi (88).
2.2.9.2. Radyoterapi
2.2.9.2.1. iki Boyutlu (Konvansiyonel) External Radyoterapi

Radyoterapi glioblastomanin tedavisinde yaklasik 60 yildir kullanilmaktadir.
Beyin Timoérii Calisma Grubu (BTSG) tarafindan 1976’da radyoterapinin en iyi
destekleyici tedaviye (Best Supportive Care=BSC) kars1 sagkalim avantajin1 gosteren
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ilk randomize ¢alisma yapildi (89). Calismadaki olgularin % 90’1 GBM tanis1 almisti.
Sadece RT alanlarda ortanca sagkalim 37,5 hafta iken klasik bakim yapilan ve BCNU
alan hastalarda ortanca sagkalim sirasiyla 17 ve 25 hafta idi. BCNU ve RT
uygulanmasinda ise sagkalim 40,5 hafta olarak bulundu. Bu calismayla GBM de
postoperatif RT standart hale geldi (89).

2.2.9.2.2. Radyoterapide Hedef Voliimler

Glioblastomal1 hastalarda RT’ nin rolii arastirilirken olgulara tiim kranial igerigi
alacak sekilde tiim beyin radyoterapisi (Whole Brain Radiation Therapy=WBRT), genis
paralel karsilikli alanlar i ile 50-60 Gy dozda uyguland1 (89). 1989’da bir intergrup
calismasi tim beyin radyoterapisi ile parsiyel beyin radyoterapisini karsilastirdi.
Calismada, daha kiiclik RT voliimlerinde esit sagkalim, benzer niiks paternleri ve
parsiyel beyin RT’sinde daha iyi KPS skorlar1 saptandi (90). Parsiyel beyin
radyoterapisi uygulanan hastalarda niikslerin % 90’ i ilk timdr alanmnin 2 cm

cevresinde oldugunu gdsteren ¢alismalar vardir (90,91).

Glioblastomali olgularda MRG’de T2 veya FLAIR goriintiilerde 6dem olarak
goriilen bolge mikroskopik tlimor yayilimi i¢in riskli alandir. Bu nedenle bu voliime 45-
50 Gy doz uygulanirken, MRG’de T1 agirhikli goriintiilerde gros tiimor olarak
degerlendirilen alana 60 Gy RT uygulanir. MR spektroskopide multivoksel teknigi
kullanilarak kolin ve N-asetil aspartatdan alinan sinyal degerlerinin cerrahi sonucu elde
edilen histopatolojiyle korele oldugu belirtilmistir. MR spektroskopi tiimor sinirini
belirlemede daha spesifiktir ve timori gliozis, 6dem, nekroz ve normal dokudan ayirt

etmede spesifitesi %86, sensivitesi %90°dir (51).

1979°da yapilan 2 ¢aligmada 50 Gy civar1 dozlarin yeterli olabilecegi iddia
edildi (63, 64). BTSG tarafindan yapilan 3 randomize ¢alismada (BTSG 66-01, BTSG
69-01, BTSG 72-01), 45 Gy’ den 60 Gy’e dogru doz arttirildik¢a sagkalimda da dozla
orantili artis gozlendi (60). Yapilan calismalarda 60-70 Gy arasi dozun giivenli
oldugunu bildirilse de randomize ¢aligsmalarda 60 Gy {istii dozun faydasi gosterilemedi
(51,59).

Standart fraksiyone radyoterapide, tedavi giinde bir kez haftada 5 giin (hafta
sonlar1 harig) ve fraksiyon dozu 1,8-2 Gy olacak sekilde uygulanir (51).
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RTOG’ nin prospektif, randomize faz I-1I ¢aligsmasi olan 83-02 doz eskalasyon
caligmasinda 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 ¢alismasinda 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 higbirinde sagkalima katki saptanamadi
(51, 92).

2.2.9.2.3. U¢ Boyutlu Konformal Radyoterapi

Postoperatif 60 Gy radyoterapi sonrasi lokal relapslar genellikle tiimor yataginda
olmaktadir. Ug boyutlu planlama ile tiimor yatagma verilen dozun artirilmasi miimkiin
hale gelmektedir (53). Lee ve ark. nin yaptig1 doz eskalasyon ¢alismasinda 70 Gy’den
90 Gy’ye kadar doz artir1ldi. 90 Gy’ de toksisite goriilmemekle birlikte dozun artirilmasi
ile genel sagkalim avantaji gosterilemedi. Takip goriintiilemelerinde, 90 Gy uygulanan

olgularin dahi %91’ inde niiksler eski tiimor alan1 veya tedavi alani i¢cinde bulundu (93).
2.2.9.2.4. Yogunluk Ayarh Radyoterapi (IMRT)

Bir bilgisayar programi ve klasik lineer akseleratoriin modifikasyonu ile gross
tiimor alan1 ve potansiyel mikroskopik yayilim alanina simultane olarak farkli dozlarin

uygulanmas1 miimkiin hale gelmistir (51).

Doz dagilimin1 daha iyi optimize etmeye izin veren bir yontem olan IMRT ile,
SSS’ nde ¢ok sayida bulunan kritik organa uygulanan doz azaltilarak daha uygun doz
dagilimi saglanabilir. Beyin tiimorleri i¢in doz sinirlamasi olan yapilar; optik kiazma,
optik sinirler, gozler, beyin sapi, i¢ kulak, area postrema, tutulmamis beyin, optik
korteks ve temporal loblardir. Geg yan etkiler tedavi bitiminden sonraki 6 aydan sonra
ortaya cikacagl i¢in nihai karar hastanin beklenen hayat siiresi degerlendirilerek
verilmelidir (3). IMRT heterojen voliimler igindeki farkli hiicre populasyonlaria farkli
dozlarin optimizasyonuna izin vermektedir ve bu sayede hedef volume uygulanan dozu
arttirmak IMRT ile miimkiin olabilmektedir. Hedef volume uygulanan dozu arttirmanin

yanistra WHO grade IV gliomalar gibi heterojen hiicre populasyonundan olusan,
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diizensiz sekilli tlimorleri hedef voliimii daha iyi sararak daha konformal bir sekilde

tedavi edebilmek IMRT nin en 6nemli avantajidir (2, 3).
2.2.9.2.5. Simiilasyon ve Planlama

Kisiye 0zel immobilizasyon aletleri planlama ve tedavi sirasinda
kullanilmalidir. Tedavi planlanmasinda kullanilacak BT, tedavi pozisyonu ile ayni
olacak sekilde ayarlanmalidir. Bas pozisyonu tiimériin yerine gore degisir. Kalin kesitler
optik sinir, kiazma, kohlea gibi yapilarin yeterli goriintiilenmesini engelleyeceginden
kesitler 1.25 mm’ den daha kalin olmamali ve basin {istiinden omuzlara kadar
goriintiileme yapilmalidir. MR ile fiizyon yapilan, BT temel alinarak gross tlimor
voliimii (GTV) ve planlanan hedef voliim (PTV) belirlenerek tedavi planlanmasi tavsiye

edilir. (4,51).

GBM standart RT’ sinde GTV1 kontrast tutan lezyon, cerrahi rezeksiyon
kavitesi ve 0dem alanmi icermelidir. GTV2 ise kontrast tutan lezyondur (6dem alani
hari¢). GTV hem GTV1 hem de GTV2’yi kapsamalidir. PTV1 olusturmak i¢cin GTV1’e
2 cm marj verilir. PTV2 ise GTV2+2,5 cm’dir. Serebellum, karsi hemisfer, ventrikiiller,
tentorium cerebri gibi mikroskopik tiimor yayilimimi engelleyen dogal bariyerlerin
oldugu bolgelerde smirlar modifiye edilebilir. PTV1’e 46 Gy doz 23 fraksiyonda
uygulanir, ardindan PTV2’ye 14 Gy doz 7 fraksiyonda uygulanir.

Alanlarin preoperatif goriintiilemeye gore planlanmasi en sik kullanilan protokol
olmasina ragmen postoperatif goriintiilemeye gore planlama yapilmasini ongoéren bir
gorls de vardir. Kritik yapilar alan disina ¢ikarilmali ve tolerans dozlar1 gecilmemelidir.
MRG’ de T2 goriintiisiindeki degisiklige marj verilerek tedavi alanina dahil edilmesinin
onerilme nedeni, glioma hiicrelerinin beyin parankimi boyunca tasinip tiimdr alanina
yakin g¢evre dokuyu infiltre etmesidir. Tedavi alanlari, tedavi voliimiinde homojeniteyi
saglamak ve tutulmamis beyinin o bolgesini alan disina ¢ikarmak i¢in ¢ok alanlh
olmalidir. Bu da 3D konformal (Ug boyutlu tedavi planlama ydntemi) veya IMRT ile
miimkiindiir. Tiimdr orta hatti gegmisse ilk PTV igin paralel alanlar kullanilabilir.

IMRT’de kritik yapilar1 sakinmak i¢in karsilastirmali dozimetrik analizler onerilir (3,5).
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2.2.9.3. Glioblastomada Sistemik Tedavi
2.2.9.3.1. Steroid

Glioblastomada ilk sistemik tedavi kortikosteroidlerdir. Radyoterapinin de katki
sagladigi serebral 6deme bagli semptomlart azaltmak icin kullanilirlar. Kronik steroid
kullanim1 dispepsi, oral ve 6zofageal kandidiazis, myopati ve immiinosupresyon gibi
onemli toksisitelere yol acar. Klineberg ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda oral steroid
ve RT alan hastalarin % 25’inde CD4 sayis1 200°{in altina diismiistiir (Saglikli insanda
CD4=450-1600/mm?). Bu da hastalarda pnomosistis karini pndémonisi gibi firsatgi
enfeksiyonlara yatkinligi arttirir (4,51).

2.2.9.3.2. Temozolamide (TM2Z)

Bir prodrog olan TMZ, 1980° lerde Ingiltere’ de Stevens ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmistir. TMZ ikinci kusak tek fonksiyonlu alkilleyici bir nitroimidozol
tirevidir. Yanyana bagli ii¢ nitrojen atomu igeren bir tetrozinon halkasiyla birlesen

imidozol halkasidir. Ayn1 zamanda anti-timor ilag olan mitozolomidin 3-metil tiirevidir.

Notrol pH’da spontan hidrolize ugrayarak, aktif formu monometil
triazenoimidozole karboksamide’e (MTIC) doniigserek etkisini gosteren TMZ, oral
alkilleyici bir ajandir. 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 ve kan-beyin bariyerini kolayca geger
(94). Plazmada gozlenenin %40°1 merkezi sinir sistemine ulasir. Biyoyararlanimi ise
%100’e yakindir. Yarilanma omri 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 iginde degismeden idrarla atilirken, geri
kalan 5-aminoimidozal-4-karboksamid ve tayin edilemeyen polar metobolitler seklinde
atirtlir (95).

Preklinik caligmalarda TMZ ‘in hiicre siklusunun radyosensitif faz1 olan G2/M
fazin1 bloke ettigi ve glioblastoma hiicre dizisinde radyoterapiyle eszamanli uygulandigi
takdirde hiicre gelisimini doza-bagimli inhibe ettigi goriildii. Stupp ve ark tarafindan
yapilan 60 Gy/30 fr. doz ve radyoterapi ile eszamanli 75 mg/m?%/giin TMZ ardindan 6
siklus, 28 giinde bir, 5 giin stireyle 150-200 mg/m?/giin TMZ uygulanan 64 olguluk faz
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IT caligmasinda medyan sagkalim 16 ay ve 24 aylik sagkalim % 31 olarak bulundu ve
sagkalimi uzattig1 saptandi (96).

2.2.9.3.3. Diger Kemoterapotik Ajanlar

BCNU (1,3-bis-kloroetil-1-nitroziire) 1960’larda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen gilinlimiizde standart tedavi i¢inde yer almamaktadir. Nitroziire ve karmustin
kombine rejimleride dnceleri sikga 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 birakmaistir (96).
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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 Cihazi (QIAGEN)

2. Pyromark Q 24 Vakum Workstation

3. Santrifiij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)
4. Termal Cycle PCR Cihaz1 CG1-96 (Corbett)
5. Sogutmalr Santrifiij Cihaz1 (Sigma)

6. Vorteks Cihazi (Heidolph)

7. Isitici Blok TH21 (HLC Biotech)

8. Mikropipet (Gilson Eppendorf)

9. T-Shaker (Eurolone)

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

11. Mikrotom (Leica RM 2155)
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3.1.2.Sarf Malzemeleri

1.

2.

9.

DNA FFPE Tissue Kit (Ql1Aamp)
PCR Control DNA Set (EpiTect)
PCR Kit (PyroMark)

Gold Q24 Reagents (PyroMark)
Binding Buffer (PyroMark)
Denaturasyon Solusyonu (PyroMark)
Konsantre Wash Buffer (PyroMark)
Annealing Buffer (PyroMark)

Q24 Plate (PyroMark)

10. 96’11k PCR plate(Costar)

3.1.3.Primerler

1. IDH1FIDH1R,IDH1S

2. IDH2F IDH2R,IDH2S

3.2. YONTEM

Bu caligmada, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali’nda Radyoterapi ile eszamanli TMZ ve ardindan adjuvan TMZ alan veya

yalniz radyoterapi alan glioblastoma tanili1 93 olgu ele alindi.

3.2.1 Hasta Gruplarimmin Belirlenmesi

Bu ¢aligma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim
Dal1, Genetik Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. 2000-2010
tarihleri arasinda Patoloji Anabilim Dali’'nda glioblastoma tanis1 almis ve Erciyes

Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’'nda tedavisini

tamamlamis 93 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil olan olgulara yalniz radyoterapi veya RT ile eszamanh ve

sonrasinda adjuvan TMZ tedavisi uygulandi.
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RT voliimii i¢in ameliyat 6ncesi MRG’de T2-agirlikli kesitlerdeki peritiimoral
O0deme 1,5-2 cm marj verilerek klinik hedef voliim (CTV) belirlendi. Planlanan hedef
voliim (PTV) i¢in de klinik hedef voliime 5 mm °‘lik giivenlik marj1 verildi. Simiilasyon

ve tedavi sirasinda termoplastik sabitleyici bas maskesi kullanildu.

Total doz 60 Gy olacak sekilde 30 fraksiyonda 5 gilin/hafta, 2 Gy/giin dozunda
planlandi. TMZ uygulanan olgulara, radyoterapi ile eszamanli ve RT’den 1 saat 6nce
75mg/m2/giin dozunda TMZ uygulandiktan sonra radyoterapinin bitiminden 4 hafta
sonra baglayacak sekilde 6 kiir ilave TMZ uyguland1 (150-200 mg/m2/giin, 28 giinde

bir,1. giinden itibaren 5 giin siireyle).

Hastalarin parafin bloklanmig 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 yuvasina parafin blok kesitleri yerlestirildi.
Dokunun 6n yiizii bir miktar traslanarak ana dokuya ulasildi. Dért mikron kalinliginda 5
kesit almip 2 ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Bu islem Erciyes Universitesi
Patoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilip geri kalan islemler Genetik Anabilim Dalinda
yapildi.

3.2.2.2. Genomik DNA Izolasyonu

Parafinli doku kesitlerinden Genomik DNA elde edilmesi i¢cin OIAamp DNA
FFPE tissue kiti ve bu kite ait prosediir kullanilmigtir. DNA izolasyonu kritik bir

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

3. Santriflij sonrast pelet (¢Okeltinin) iistiinde yilizen kisim (slipernatant) pipetle

uzaklastirildi. Ancak pelete dokunulmadi.

4. Pelet lizerine 1ml saf (% 96-100) ethanol eklendi, yeniden vortekslendi.
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5. Oda 1sisinda karisim 14000 rpm’de 1dk santriftij edildi. Tekrar siipernatant
atild1.

6. Pelet oda 1sisinda (15 °-25° C) 10 dk inkiibasyona birakildi.
7. Pelet izerine 180 pul ATL buffer, 20 ul proteinaz-K eklendi ve vortekslendi.
8. 56°C de 1 saat inkiibasyona birakildu.

9. Ardindan 90°C de lsaat daha inkiibasyona birakildi. Siipernatantdan kurtulmak

icin yeniden 14 000 rpm de 1dk santrifiij edildi.

10. Pelet tizerine 200 pl buffer AL eklenip vortekslendi. Ardindan 200 ul 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 sliziintiiyii igeren

toplama tiipii degistirildi.

12. QIAmp MinElute kolonu dikkatle agip 500 ul Buffer AW1 eklendi. 8000 rpm de
1dk santrifiij edildi. Amac kolona tutunan DNA nin daha temiz olmas1 oldugu
icin yikama islemleri yapildi. Her islemde membrandan lizatin tamamen

stiziilmesine dikkat edildi. Her santrifiij sonras1 toplama tiipti 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.

QIAamp MinElute column tiiplin kapagi kapatildi. Oda sicakliginda 1 dk
inkiibasyona birakild1 ve son kez 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Arttk DNA

kolondan siiziilerek toplama tiiptinde birikmisti.
3.2.2.3.PCR

PCR reaksiyonu i¢in Pyromark PCR kiti kullanildi. Her bir mutasyon i¢in ayni
PCR protokolii uygulandi. Reaksiyonu hazirlamaya baslamadan 6nce biitiin bilesenler
hafifce vortekslendi ve santrifiijlendi. Her PCR yapilisinda DNA’s1iz negatif kontrol

yapildi. Bunun i¢in ayn1 miktarda su kullanildi.
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Prosediir:
1. DNA harig biitiin bilesenleri i¢eren bir reaksiyon miks hazirlandi.
2. Reaksiyon miksleri hazirladiktan sonra 20 ul PCR tiiplerine dagitildi.

3. Her bir PCR tiipline, konsantrasyonu yaklasik 2 ng/ul’ye ayarlanmis
DNA o6rneginden 5’er pl koyuldu. Bu sekilde ilgili DNA 6rneginden 25
ul’lik reaksiyon basina yaklasik 10 ng konulmus oldu.

4. Reaksiyon PCR protokoliine gore uygulandi.
3.2.2.3.1. PCR reaksiyon miks kompozisyonu:
Pyromark PCR mastermix 12.5 pl,
PCR primer F 0.5 pl,
PCR primer R 0.5 pl,
H20 6.5 pl,
Template DNA 5ul toplam 25 pl.
3.2.2.3.2.PCR protokolii:
Aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dakika
3 asamal1 dongii:
Denaturation 94°C’de 30 saniye
Annealing 60°C’de 30 saniye
Extension 72°C’de 30 saniye, dongii say1s1 45
Final extension 72°C’de 10 dakika
3.2.2.4.Pyrosequencing
Pyrosequensing islemine baslamadan once;

Kartusu ultra saf su ile bir kere yikandi ve kurumaya birakildi.Filter prob el {initesi ultra
saf su iceren kaba daldirilarak vakum pompasive iinitenin vakum anahtarini agildi. Bu
sekilde kaptaki 70 ml su gektirilererek iinite yikandi. Is1 blogu 80°C’ye ayarland1 ve
tizerine plate holder yerlestirildi. Soliisyonlar, niikleotitler, enzim ve substrati, sekans

primerleri ve PCRreaksiyonlar1 oda sicakligina ¢ikarildi.

29



3.2.2.4.1.Assay dosyalarinin hazirlanmasi

IDH paneli pyrosequencing testinin ilk kullaniminda, assay dosyalarinin
hazirlanmasi1 gereklidir. Sonraki kullanimlarda ilk kullanimda hazirlanmis olan assay
dosyalar1 kullanildi. Example Files klasorii igerisinde yeni bir klasor acilip“IDH” ismi
verildi. Bu sekilde hazirlanmis olan assay dosyalar1t Q24 software’in sol tarafinda

“Example Files” altinda goriildi.

Prosediir:

IDH1
1) Pyromark Q24 software ara¢ gubugunda "New AQ Assay” ’i secildi.
2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilim yazildi.
TGAYGACCTATGATGATAGGTTTTACCCA
3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilim yazildu.
GTGCTACTGAC
4) Arag ¢ubugunda “kaydet”e tiklanarak assay IDH1 olarak kaydedildi.
IDH2
1) Pyromark Q24 software ara¢ gubugunda "New AQ Assay” secildi.
2) “Sequence to analyze” kismina asagidaki dizilim yazild1.
GCARGCACGCCCATGGCGACCAGGTAGGC
3) “Dispensation order” kismina asagidaki dizilim yazildu.
CGTCAGCAC
4) Arag gubugunda “kaydet”e tiklanarak assay IDH2 olarak kaydedildi.

3.2.2.4.2.Run dosyasi olusturma

Prosediir:
1. Pyromark Q24 software ara¢ gubugundan “New run” ikonuna tiklandi.

2. “Instrument Method” olarak kutucuga tikladiginda karsimiza ¢ikan tek alternatif
secildi. (Pyromark Q24 Method 001 Rev. A).
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3. Plate setup hazirlandiktan sonra Q24 software ara¢ ¢ubugunda “Tools” kismina
tiklayip “Pre Run Information™ secildi. Acilan sayfada, enzim, substrat,

niikleotit miktarlar1 ve plate setup’1 goriildii.

4. Hazirlamis oldugumuz run dosyasini bilgisayarda uygun bir yere kaydedildi ve
dosya kapatildi. Daha sonra run dosyasi Q24 cihazinda kullanilmak iizere

USB’ye kaydedildi.

3.2.2.43. PCR Uriinlerinin  Streptavidin  Sepharose bilyelerine

immobilizasyonu

Bu protokol DNA’nin PyroMark Q24’te analizi yapabilir hale gelmesi igin

streptavidin sephorose bilyeleriyle imbilizasyonunu saglamaktir.
Prosediir:

1. Streptavidin Sepharose bilyelerini igceren sise nazik bir sekilde calkalanarak

homojen bir soliisyon elde edildi.

2. Daha once anlatildigi sekilde hazirlanan mastermix miktari,toplam reaksiyon

say1st i¢in gereken miktardan yaklasik %10 daha fazla olacak sekilde hazirlandi.

3. 24 kuyucuklu PCR plate’t veya strip kullanilarak her bir kuyucuga 70 pl

mastermix koyuldu.

4. Run dosyasinda tanimlandigi sekilde her bir kuyucuga 10 pl ilgili PCR iiriiniinii

eklendi.
5. PCR plate’inin veya striplerin kapagi sizdirma olmayacak sekilde kapatildi.

6. Plate veya stripler birkac kere ters-yiiz ettikten sonra c¢alkalayiciya koyuldu ve
oda sicakliginda 1400 rpm’de 5-10 dakika ¢alkanda.

3.2.2.5. Pyrosequencing icin 6rnek hazirlama
Prosediir:

1. Q24 Plate’in her bir kuyucuguna run dosyasinda hazirlandig1 sekilde 0.8 pl

sekans primeri ve 24.2 pl annealing buffer koyuldu.

2. PCR plate veya stripleri ve Q24 plate’i ayni oriyantasyonda olmasina

dikkatedilerek vakum ¢aligma alaninda ilgili yerlere yerlestirildi.

3. Vakum pompasinin diigmesi ve el {initesinin iistiindeki vakum anahtar1 agildi.
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4. Filtre problar1 PCR plate’in veya striplerin dikkatlice {istiine getirilerektiiplerin

icine daldirildi ve 15 saniye kadar tutarak bilyeler yakalandi.
5. Eliinitesi %70 etanol kabina daldirilarak 5 saniye bekletildi.
6. El linitesi “Denaturation Solution” igeren kaba daldirilarak 5 saniye bekletildi.
7. El Unitesi “Washing Buffer” iceren kaba daldirilarak 10 saniye bekletildi.

8. El {initesi dikey bigimde 90°’yi geckin bir agiyla 5 saniye tutularak filtre

problarindan sivinin uzaklastirilmasi saglandi.

9. El iinitesi Q24 plate flizerine getirilip orda tutarak {initenin istiindeki

vakumanahtar1 ve vakum pompasinin diigmesini kapatildi

10. El iinitesinin problar1 Q24 plate kuyucuklarma daldirilip hafifce

sallanarakBilyeler sekans primerini iceren buffer’a birakildu.
11. El {initesi su igeren kaba daldirarak 10 saniye ¢alkalandi.

12. El initesi su iceren diger kaba daldirilarak vakum pompasi ve {initeninvakum

anahtar1 agildi. Bu sekilde kaptaki 70 ml su ¢ektirildi.

13. El tinitesi dikey bi¢cimde 90°’yi ge¢kin bir agiyla 5 saniye tutularak filtre

problarindan sivinin uzaklastirilmasi saglandi.
14. El iinitesi vakum anahtarinin ve vakum pompasinin diigmesini kapatildi.

15. Q24 plate’i onceden 80°C’ye getirilmis plate holder {izerine konarak 80°C’de 2
dakika tutuldu.

16. Q24 plate’i plate holder iizerinden kaldirilarak oda sicakliginda en az 5 dakika
bekletildi.

3.2.2.6. Pyromark Q24 Sistemin Cahistirilmasi

Bu protokol Pyromark gold Q24 ayiracin Pyromark Q24 Sistemine yiiklenip

sonuglar1 almamiza yardimer olur.
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Prosediir:

1. Pre Run information report’da yazan miktarlardaki niikleotitler, enzim ve

susbtrat1 kartusa konuldu.
2. Kartus ve Q24 plate’i cihaza yerlestirildi.
3. Run dosyasini iceren USB’yi cihaza takildi.
4. Meniiden ok tuslar1 yardimiyla “Run” komutunu se¢ildi.

5. Run islemi yaklasik 25 dakika siirdii. Run bittikten sonra ve cihaz run

dosyasinin USB’ye kaydedildigini dogruladiktan sonra “Close”a basild1.
3.2.2.7. Sonuclarin Analizi
Prosediir:

1. Pyromark Q24’te ¢alisilmis run dosyasini iceren USB’yi bilgisayara takilarak

run dosyasi bilgisayara ‘Analizler’ adl1 klasore kopyalandi.

2. Dosya acildiktan sonra run dosyasini analiz etmek icin ‘Analyze’ boliimiinden

‘Analyze all wells’ butonuna tiklanarak sonuglar alindu.

Sonuglarin degerlendirilmesinde her dokuz hasta i¢in bir kontrol DNA 6rnegi

kullanild1. Kontrol DNA 6rnegi i¢in saglikli dondr kani kullanildi. Olgularin R132H ve

R172K mutasyon durumu incelendi. % 10’un {lizerinde baz degisimi olmasi1 mutasyon

pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 3 ve Sekil 4).

Sample ID 13

A8: TGAYGACCTATGATGATAGGTTTTACCCA

175
150
125
100
75
50
25
0

Sekil 3. Normal (wild tip) IDH 1 geni bulunduran hasta
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Sample ID 10

A6 TGAYGACCTATGATGATAGGTTTTACCCA

Sekil 4. Mutasyona ugramis (mutant tip) IDH 1 geni bulunduran hasta
3.2.3. Istatistiksel Yontem

Veriler IBM SPSS Statistik 20 (Statistical Package for the Social Sciences)
istatistik paket programinda degerlendirildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilimina
Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Kategorik degiskenler arasindaki iliskiye bakarken Ki-
kare testinin exact yontemi kullanildi. Grup iginde genel sagkalimlar ve progresyona
kadar gecen siireler Kaplan Meier Testi (log-rank) ile karsilastirildi. Gruplara gore
yaslar arasindaki farka Mann-Whitney U testi ile bakildi. Tekli ve ¢oklu Cox regresyon
analizi ise genel ve progresyonsuz sagkalimlar i¢in bagimsiz degiskenlerin belirlenmesi

i¢in yapild1. Istatistiksel anlamlilik p < 0.05 degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. GENEL BULGULAR

Toplam 93 olgunun 59 (% 63.4)’ u erkek, 34 (% 36.6)’ i kadin idi. Olgularin 63
(% 67.7)’ 1 60 yas altinda iken, 30 (% 32.3) olgu 60 yas ve lizeri idi. Olgularin medyan
yasi 53 (19-73) olarak bulundu.

Timor yerlesimi 16 (% 17.2) olguda frontal lob, 24 (% 25.8) olguda parietal
lob, 15 (% 16.1) olguda temporal lob, 2 (% 2.2) olguda oksipital lob, 2 (% 2.2) olguda
bazal ganglia, 2 (% 2.2) olguda beyin sap1, 5 (% 5.4) olguda serebellum ve 27 (% 29)
olguda multilobar idi. Olgularin 90 (% 96.8)’inda kitle tek iken, 3 (% 3.2)’ tinde multipl
kitle mevcuttu. Tiim olgularin 73 (% 78.5)’ iine total rezeksiyon, 17 (% 18.3)’ sine
subtotal rezeksiyon ve 3 (% 3.2)’ line biyopsi yapildi.

Olgularin 54 (% 58.1)’ line radyoterapi ve TMZ uygulanirken, 39 (% 41.9)’ una

sadece radyoterapi uygulandi.

Olgularin tamaminda niiks goriildii. Niiks yeri 40 (% 43) olguda radyoterapi
alan1 icinde, 39 (% 41.9) olguda radyoterapi alan1 disindaydi ve 14 (% 15) olguda hem
alan i¢inde hem de alan disindaydi. Niiks sonrasi ikinci seri tedavide; 19 (% 20.4)
olguya sadece TMZ, 2 (% 2.2) olguya sadece RT, 3 (% 3.2) olguya RT + TMZ
uygulanirken, 69 (% 74.2) olguya herhangi bir tedavi uygulanmadi (Tablo 3).

Olgulara ait DNA o6rnekleri incelendiginde IDH 1 gen mutasyonu (R132H)
goriilen olgu sayis1t 9 (% 9.7) iken, mutasyon goriilmeyen olgu sayis1 84 (% 90.3) idi.
IDH 2 gen mutasyonuna (R172K) ise rastlanmadi.
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Tablo 4 : Olgularin genel 6zellikleri

OZELLIKLER

n (%)

Hasta sayisi

93 (%100)

Cinsiyet
Erkek 59 (% 63.4)
Kadin 35 (% 35)
Yas
<60 67 (% 67)
=60 30 (% 32.3)
IDH 1 Mutasyonu
Goriilen 9 (%9.7)
Goriilmeyen 84 (% 90.3)
Timor yerlesimi
Frontal lob .
Parietal lob 16 (O/o 17.2)
Temporal lob 24 (f 25.8)
Oksipital lob 150(/0 16.1)
Bazal ganglion 2 (f) 2.2)
Beyin sap1 g ( (;0 gg)
Serebellum (00 .2)
Multilobar 5(%5.4)
27 (% 29)
Tiimor sayisi
Tek 90 (% 96.8)
Multipl 3 (%3.2)
Cerrahi

Total rezeksiyon
Subtotal rezeksiyon
Biyopsi

73 (% 78.5)
17 (% 18.3)
3(%3.2)

Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide

Radyoterapi

54 (% 58.1)
39 (% 41.9)

Niiks yeri
Alan ici
Alan dis1
Alan ici + alan dis1

40 (% 43)
39 (% 41.9)
14 (% 15)

Ikinci seri tedavi
Temozolomide
Radyoterapi
Radyoterapi + temozolomide
Uygulanmadi

19 (% 20.4)
2 (% 2.2)
3(%3.2)
69 (% 74.2)
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4.1.1. Genel Sagkalim Sonuclari ve Prognostik Faktorler

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

cinsiyet, tedavi ve IDH 1 gen mutasyonunun prognostik 6nemi arastirildi.

Hastalarin 60 yasin altinda olmasinin, 60 yasin iizerinde olmasina gére GS’de iyi
prognostik 6zellik oldugu gosterildi (OR: 1,72, %95 GA: 1,09-2.71, p = 0.01). Ancak
yasin HS’de 1yi prognostik 6zellik oldugu gosterilemedi (OR: 1,12, %95 GA: 0,72-1,74
, p = 0.6). IDH 1 gen mutasyonu bulunan olgularda medyan yas 38 (30-57) iken
mutasyon goriilmeyenlerde medyan yas 55 (19-73) idi ve istatiksel olarak anlamliyd1 ( p
=0.003). Cinsiyetin GS ve HS’de prognozda etkili olmadigi goriildii (GS; OR: 0,96, %
95 GA: 0,62-1,48, p = 0.8, HS; OR: 1,12, % 95 GA: 0,72-1,74, p = 0.7). Cerrahinin
(total rezeksiyon), GS ve HS’de prognoza etkisi anlamli bulundu (GS; OR: 1,67, % 95
GA: 1,00-2.77, p = 0.04, HS; OR: 1,77, % 95 GA: 1,05-2,97, p = 0.02). Tedaviye TMZ
eklenmesinin GS ve HS’de prognostik 6nemi oldugu saptandi (GS; OR: 1,94, % 95 GA:
1,25-3,01, p = 0.03, HS; OR: 1,75, % 95 GA: 1,13-2,71, p = 0.01).

IDH 1 gen mutasyonu bulunan olgularda medyan GS; 22 (3-67) ayken, HS; 8
(3-57) aydi. Ancak GS ve HS’de prognoza etkisi istatiksel olarak anlamli degildi (GS;
OR: 1,64, % 95 GA: 0,78-3,45, p = 0.07, HS; OR: 1,76, % 95 GA: 0,80-3,86, p = 0.1)
(Tablo 5) (Sekil 5 ve Sekil 6)

Tablo 5: Olgularin sagkalim tablosu

SAGKALIMLAR MEDYAN (ay)
Genel sagkalim 10
Hastaliksiz sagkalim 6
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Tablo 6: Genel prognostik faktorler tablosu

OZELLIKLER GENEL HASTALIKSIZ
SAGKALIM SAGKALIM
P p
Yas (< 60) p=0.01 p=0.6
Cinsiyet p=0.8 p=0.7
Cerrahi (total rezeksiyon) p=0.04 p=0.02
Radyoterapiye TMZ ilavesi p=0.03 p=0.01
IDH 1 gen mutasyonu p=0.07 p=0.1
L0
e 1 Mutand IDH 1
= Wild IDH 1
E:
T
cﬁ a, &
E
£
%
a, 4
a,z
a, 0

| | | | | |
0,00 20,00 40,00 &0,00 0,00 100, 00

Genel Sadkaim (ay)

Sekil 5. IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgularda GS Egrisi
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0,00 10,00 20,00 30,00 40 00 50,00 &0 0

Hastalksiz Sagkalm (ay)

Sekil 6. IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgularda HS Egrisi
4.2. IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgulara Gore Genel Bulgular

IDH 1 gen mutasyonu goriilen 9 (%9.7) olgunun 7 (% 77.8) si erkek, 2 (%
22.2)’ si kadin idi. Olgularin tamami (% 100) 60 yas altinda iken, medyan yas1 38 (30-
57) idi.

Tiimor yerlesimi 1(%11.1) olguda frontal lob, 1(% 11.1) olguda parietal lob, 1
(%11.1) olguda temporal lob, 6 (% 66.7) olguda multilobar idi. Olgularin 9 (%

100)’1nda kitle tek idi. Ogularin 8 (% 88.9)’ine total rezeksiyon, 1(% 11.1)’ine subtotal
rezeksiyon yapildi.

Olgularin 5 (% 55.6)’ ine sadece RT, 4 (%44.4)’line ise RT ve TMZ uygulandi.
Niiks yeri 4 (% 44.4) olguda radyoterapi alani icinde, 4 (% 44.4) olguda radyoterapi
alan1 disindaydi ve 1 (% 11.1) olguda hem alan i¢inde hem de alan disindaydi. Niiks
sonrasi ikinci seri tedavide; 4 (% 44.4) olguya sadece TMZ uygulanirken 5 (% 55.6)
olguya herhangi bir tedavi uygulanmadi (Tablo 6).
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Tablo 7: IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgulara Gore Genel Bulgular

OZELLIKLER

n (%)
Hasta sayis1 9 (%100)
Cinsiyet
Erkek 7 (% 77.8)
Kadin 2 (% 36.6)
Yas 9 (% 100)
<60 0 (% 0)
> 60
Tiimor yerlesimi
Frontal lob 1(%11.1)
Parietal lob 1(%11.1)
Temporal lob 1(%11.1)
Multilobar 6 (% 66.7)
Tun}r(;( sayis1 9 (% 100)
Multipl 0(%0)
Cerrahi
Total rezeksiyon 8 (% 88.9)
Subtotal rezeksiyon 1(% 11.1)
Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide 4 (%44.4)
Radyoterapi 5 (% 55.6)
Niiks yeri
Alan igi 4 (% 44.4)
Alan dis1 4 (% 44.4)
Alan igi + alan dis1 1(% 11.1)
Ikinci seri tedavi
Temozolomide 4 (% 44.4)
Radyoterapi 0 (% 0)
Radyoterapi + temozolomide 0 (% 0)
Uygulanmadi 5 (% 55.6)

4.2.1. Sagkalim Bulgular

IDH 1 gen mutasyonu goriilen 9 olguda medyan genel sagkalim 22 (3-67) ay ve
hastaliksiz sagkalim 8 (3-57) ay olarak bulundu. (GS; OR: 1,64, % 95 GA: 0,78-3,45, p
=0.07, HS; OR: 1,76, % 95 GA: 0,80-3,86, p = 0.1)

Mutasyon goriilen olgulardan radyoterapi ile TMZ uygulanan ve sadece

radyoterapi  uygulanan gruplarin  genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
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degerlendirilmesi Kaplan-Meier Metodu ile yapildi. RT ile TMZ uygulanan ve sadece
RT uygulanan grupta medyan genel sagkalim 44 (% 95 GA: 7.60-106.42) aya karsin 8
(% 95 GA: 2.63-13.32) ay olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (
p =0.002) (Sekil 7).

Radyoterapi ile TMZ uygulanan ve sadece RT alan grupta medyan hastaliksiz
sagkalim 17 (% 95 GA: 0.0-42.62 ) aya karsin 5 (% 95 GA: 0.70-9.29) ay olarak
bulundu ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p = 0.07) (Tablo 7).

Tablo 8: IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgularda GS ve HS

TEDAVE | s | w95GA D HS | 9% 95GA D
RT  +| 44ay | 7.60-106.42 17ay | 0.0-42.62
T™Z

0 =0.002 0=0.07
- 82y | o139 5ay | 0.70-9.29
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: - RT+TMZ
- RT
0. 8= —
g
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]
5
=
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= -
i
o,z
p = 0.005
0,0
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Genel Safkalm (ay)

Sekil 7. IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen; RT+TMZ ve Yalniz RT Alan Olgularda
GS Egrisi

4.2.2 Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler istatiksel olarak degerlendirilirken Cox Regresyon Testi
kulanildi. IDH 1 gen mutasyonu goriilen olgularda GS yoniinden RT’ye eklenen TMZ
‘in prognostik 6nemi oldugu saptandi (OR:3.40, %95 GA: 1,66-6,98, p = 0.001).
Hastalarin  tamami 60 yas altinda oldugu i¢in yasin prognostik Onemi
degerlendirilemedi. Cinsiyetin ise prognozda etkili olmadig1 goriildii (OR: 0,78, % 95
GA: 0,40-1,52, p = 0.4) (Tablo 8).
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Tablo 9: IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilen Olgularda Prognostik Faktorler

OZELLIKLER OR % 95 GUVEN | p
ARALIGI

Radyoterapiye Temozolomide | 3.40 1,66-6,98 0.001

ilavesi

Cinsiyet 0,78 0,40-1,52 0.4

4.3. IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilmeyen Olgulara Gore Genel Bulgular

IDH 1 gen mutasyonu goriilmeyen 84 (% 90.3) olgunun, 52 (% 61.9)’ si erkek,
32 (% 38.1)’ si kadind1. Olgularin 54 (% 64.3)’ i 60 yas altinda iken, 30 (% 35.7)’ u 60
yas ve tizeriydi. Olgularin medyan yas1 55 (19-73) idi.

Tiimor yerlesimi 15 (% 17.9) olguda frontal lob, 23 (% 27.4) olguda parietal lob,
14 (% 16.7) olguda temporal lob, 2 (% 2.4) olguda oksipital lob, 2 (% 2.4) olguda bazal
ganglia, 2 (% 2.4) beyin sap1, 5 (% 6.0) olguda serebellum ve 21 (% 25.0)’ inde
multilobar idi. Olgularin 81 (% 96.4)’ inde kitle tek iken, 3 (% 3.6)’ iinde multipl kitle
mevcuttu. Tim olgularin 65 (% 77.4)" ine total rezeksiyon, 16 (%19)’ sima subtotal

rezeksiyon ve 3 (% 3.6)’ line de biyopsi yapildi.

Mutasyon goriilmeyen olgularin 50 (% 59.5)’ sine RT ve TMZ, 34 (% 40.5)
olguya sadece RT uygulandi.

Niiks yeri 36 (% 42.8) olguda radyoterapi alani iginde, 24 (% 28.5) olguda
radyoterapi alan1 disinda ve 14 (% 16.6) olguda hem alan i¢cinde hem de disindaydi.
Niiks sonrasi ikinci seri tedavide; 15 (% 17.9) olguya sadece TMZ, 2 (% 2.4) olguya
sadece RT, 3 (% 3.6) olguya RT + TMZ uygulanirken, 64 (% 76.2) olguda herhangi bir
tedavi uygulanmadi (Tablo 9).
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Tablo 10: IDH 1 Gen Mutasyonu Goériilmeyen Olgulara Gore Genel Bulgular

OZELLIKLER n (%)
Hasta sayis1 84 (% 90.3)
Cinsiyet
Erkek 52 (% 61.9)
Kadin 32 (% 38.1)
Yas
<60 54 (% 64.3)
> 60 30 (% 35.7)
Tiimor yerlesimi
Frontal lob 15 (% 17.9)
Parietal lob 23 (% 27.4)
Temporal lob 14 (% 16.7)
Oksipital lob 2 (% 2.4)
Bazal ganglion 2(%2.4)
Beyin sap1 2(%2.4)
Serebellum 5(% 6.0)
Multilobar 21 (% 25.0)
Timor sayisi
Tek 81 (% 96.4)
Multipl 3 (% 3.6)
Cerrahi
Total rezeksiyon 65 (% 77.4)
Subtotal rezeksiyon 16 (%19)
Tedavi
Radyoterapi + Temozolomide 50 (% 59.5)
Radyoterapi 34 (% 40.5)
Niiks yeri
Alan i¢i 36 (% 42.8)
Alan dis1 24 (% 28.5)
Alan i¢i + alan dis1 14 (% 16.6)
Ikinci seri tedavi
Temozolomide 15 (% 17.9)
Radyoterapi 2 (% 2.4)
Radyoterapi + temozolomide 3 (% 3.6)
Uygulanmadi 64 (% 76.2)
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4.3.1. Sagkalim Bulgular

IDH 1 gen mutasyonu goriilmeyen 84 olguda medyan genel sagkalim 10 (2-84)
ay ve hastaliksiz sagkalim 6 (2-22) ay olarak bulundu ve istatiksel olarak anlamlilik

saptanmadi (p = 0.08).

Mutasyon goriilmeyen olgulardan RT ile TMZ uygulanan ve sadece RT
uygulanan gruplarin genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim degerlendirilmesi Kaplan-
Meier Metodu ile yapildi. RT ile TMZ uygulanan ve sadece RT uygulanan grupta
medyan genel sagkalim 12 (% 95 GA: 9.41-14.59) aya karsin 8 (% 95 GA: 4.57-11.42)
ay olarak bulundu ve istatistiksel olarak anlamli idi (p = 0.009) (Sekil 8).

RT ile TMZ uygulanan ve sadece radyoterapi alan grupta medyan hastaliksiz
sagkalim 7 (% 95 GA: 5.47-8.52) aya karsin 6 (% 95 GA: 5.55-6.44) ay olarak bulundu
ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p = 0.01) (Tablo 10) (Sekil 9).

Tablo 11: IDH 1 Gen Mutasyonu Gériilmeyen Olgularda GS ve HS

TEDAVI P
GS % 95 GA p HS % 95 GA
RT +| 12ay 9.41-14.59 7 ay 5.47-8.52
T™MZ
0.009 0.01
RT 8 ay 4.57-11.42 6 ay 5.55-6.44
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Sekil 8. Wild Tip IDH 1 Gdriilen; RT+TMZ ve Yalniz RT Alan Olgularda GS Egrisi
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Sekil 9. Wild Tip IDH 1 Gdriilen; RT+TMZ ve Yalniz RT Alan Olgularda HS Egrisi
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4.2.2 Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler istatiksel olarak degerlendirilirken Cox Regresyon Testi
kulanildi. Mutasyon goriilmeyen olgularda GS ve HS’da radyoterapiye eklenen
temozolomidin prognostik dnemi oldugu saptandi (OR:1.78, %95 GA: 1.13-2.81, p =
0.01). Bu olgularin sagkaliminda 60 yasin altinin 60 yas ve lizerine gore iyi prognostik
ozellik oldugu gosterildi (OR: 1.66, % 95 GA: 1.04-2.63, p = 0.03). Cinsiyetin ise
prognozda etkili olmadigi goriildii (OR: 1.01, % 95 GA: 0.65-1.59, p = 0.9) (Tablo 11).

Tablo 12: IDH 1 Gen Mutasyonu Goriilmeyen Olgularda Prognostik Faktorler

OZELLIKLER OR % 95 GUVEN ARALIGI | p
Radyoterapiye Temozolomide

) _ 1.78 1.13-2.81 0.01
ilavesi

Yas (< 60) 1.66 1.04-2.63 0.03
Cinsiyet 1.01 0.65-1.59 0.9

Ayrica mutant IDH 1+ RT+TMZ, mutant IDH 1+ RT, wild tip IDH 1+ RT+TMZ
ve wild tip IDH 1+ RT uygulanan gruplar genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
acisindan Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Mutant IDH 1+RT+TMZ uygulanan
grupla diger gruplar arsinda GS’ da istatistiksel fark saptanirken (p =0.002), HS’ da
anlaml fark saptanmadi (p = 0.07) (Sekil 10).
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Sekil 10. Bizim ¢alismamiza gére m IDH1+ RT+TMZ, m IDH1+ RT, w IDH 1+
RT+TMZ ve w IDH 1+ RT uygulanan olgularin genel sagkalimi
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S. TARTISMA VE SONUCLAR

Yiiksek dereceli gliomalar tiim malign beyin tiimdrlerinin % 77°sini olusturur.
GBM, en sik goriilen ve en agresif seyreden primer beyin tiimdridiir (5). Hastalarin %
70’ inde bir y1l i¢inde niiks gelismektedir (12). Standart tedavi yaklagimi, miimkiin olan
en genig rezeksiyon ve radyoterapi ile eszamanli TMZ ve ardindan adjuvan TMZ

tedavisidir (12,13).

Yiiksek gradli gliomalar, c¢esitli gen ekspresyon degisiklikleri gosterir.
Prognostik faktorlerin belirlenebilmesi i¢in molekiiler diizeyde pek c¢ok calisma
yapilmistir. Bu ¢aligmalara gére; EGFR ve MDM2 asir1 ekspresyonu, mutasyonu veya
PTEN, RB1 veya CDKN2A kaybi i¢eren de novo glioblastomalar yasli hastalarda daha
siktir ve kotli prognoz gostergesidir (45,46,48). Her-2/neu asir1 ekspresyonu da kotii
prognoz gostergesidir (2). 1p/19q heterozigotisite kaybi 1yi sagkalimla iligkiliyken, 10q’
da heterozigotisite kayb1 kotii prognoza neden olur (58). PDGFR ile ligandlarinin asir
ekspresyonu ve TP53 mutasyonu geng hastalarda siktir ve iyi prognoza isaret eder (59).

MGMT promoter metilasyonu iyi prognoz gostergesidir (61).

Kromozom 2q.33.3’deki IDH 1 geni tarafindan kodlanan IDHs, izositratin o —
KG’a oksidatif dekarboksilasyonunu katalizlerler. Mutasyonlar sonucu enzim aktivitesi
azalir ve bunun sonucu ortaya cikan metabolitlerin kanser olusumuna katkisi ve

IDH’nin tiimor supresoér veya onkogen oldugu heniiz net olarak anlasilamamistir
(20,21).

49



IDH mutasyonu ilk kez 2008 yilinda Parson ve ark. tarafindan tespit edildi.
Calismada toplam 149 GBM tanili olgunun 18’inde (%12) IDH 1 mutasyonu saptandi.
Mutasyonlarin ¢ogu R132H seklindeyken, iki hastada R132S mutasyonu bulundu.
MutantIDH 1 goriilen hastalarin ortalama yast 33 iken, wild tip IDH 1 goriilen
hastalarin ortalama yas1 53 idi (p < 0.001, T testi). Mutasyon goriilen olgularda medyan
genel sagkalimimn artmis oldugu saptand:r (3.8 yila kars1 1.1 yil, p < 0.001, Log Rank
testi). Mutasyonlarin sekonder GBM’ lerde primerlerden daha sik goriildiigii bildirildi (
p < 0.001, Binomial testi) (14).

Yan ve ark. IDH1 gen mutasyonu olmayan diger glioma olgularinda siklikla IDH
2 gen mutasyonunun varlig ortaya ¢ikardi. IDH 2 mutasyonu, (siklikla R172K) diisiik
gradli gliomalarda nadiren goriiliirken, primer glioblastomalarda rastlanmadi.
Mutasyonlar sekonder GBM’de primer GBM’den daha sikti. IDH 1 veya IDH 2
mutasyonu tastyan olgular digerlerinden daha gengti (32’ye kars1 59 yas, P < 0.001 ).
Medyan genel sagkalim ise 65 aya karsi 20 aydi1 ve istatiksel olarak anlamliydi ( P <
0.001, Long Rank testi) (22).

IDH mutasyonlarinin sekonder GBM’lerde daha sik tespit edilmesinin
ardindan, diisiik gradli gliomlarda da calismalar yapildi. IDH mutasyonlar1 grade 11,111
astrositomlarda  %65-80 (67-69,80-82), grade II,I1l  oligodendrogliom ve
oligoastrositomlarda  %70-85, pilositik astrositomlarda %5’in  altinda iken

epandimomlarda tespit edilemedi (22,64,66).

Krell ve ark. yaptig1 calismada 47 primer GBM olgusunda %12 oraninda (6/47)
IDH 1 mutasyonu (R132H) bulurken, IDH 2 ve IDH 3 mutasyonuna rastlanmadi (70).

Hilmani ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada, Fasli 34 primer GBM olgusunda IDH 1
ve IDH 2 mutasyonuna rastlanmadi. Mutasyonlarin primer ve sekonder GBM ayirimi
icin kullanilabilecegi ve operasyon oncesi KPS skorunun primer GBM i¢in 6nemli

prognostik faktor oldugu bildirildi (97).

Bizim ¢alismamizda 93 primer GBM olgusu incelendi ve 9 (%9.7) olguda IDH
1 (R132H) mutasyonu bulundu. IDH 2 mutasyonu ise bulunamadi. IDH 1 mutasyonu
bulunan hastalarin hepsi 60 yas altindaydi ve medyan yas1 38 idi. Mutasyon
goriilmeyenlerde medyan yas 55° di ve istatiksel anlamlilik saptandi (p = 0.003).
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Sanson ve ark.’nin 404 olguluk (100 grade 2, 121 grade 3, 183 grade 4
glioma)¢alismasinda IDH 1 mutasyonu primer GBM olgularinda %6 bulundu.
Hastalarin sagkalimi sirasiyla 27,4 aya karsi 14 aydi ve istatiksel olarak anlamliydi (p <
0.01). Mutasyonun yas, grade , genomik profil, MGMT metilasyonu ve tedaviden
bagimsiz prognostik faktor oldugu ¢ok degiskenli analizlerle gosterildi (65).

Uno ve ark.’nmin Birezilyali 161 olguluk (155 primer, 6 sekonder GBM)
calismasinda, primer GBM olgularinda % 9.7 (15/155), sekonder GBM olgularinda %
66.7 (4/6) oraninda IDH 1 mutasyonu saptandi. Biitiin mutasyonlar R132H
mutasyonuydu. Mutasyon goriilen hastalar digerlerinden gengti. Mutasyon kadinlarda
erkeklerden fazla tespit edildi (p = 0.041). Tim GBM olgularinda medyan sagkalim
mutant grupta 19 ay mutasyonsuz grupta ise 9 aydi fakat istatiksel olarak anlamli
degildi (p = 0.07) . Bu duruma hasta sayisinin yetersiz olusu ve sekonder GBM
olgularinda mutasyona literatiirden daha az rastlanmasinin neden olabilecegi bildirildi

(98).
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Bizim c¢alismamizda da primer GBM olgularinda % 9.7 siklikta R132H
mutasyonu saptandi. Cinsiyet agisindan fark saptanmadi ( p = 0.08). Medyan sagkalim
22 aya kars1 10 aydi fakat istatiksel fark saptanmadi (p = 0.07). Hastaliksiz sagkalim 8
aya kars1 6 aydi ve istatiksel fark saptanmadi (p = 0.1). Medyan sagkalimin uzamis
olmasina ragmen, istatiksel fark saptanmamasma Uno ve ark.’nin ¢aligmasinda oldugu
gibi hasta sayisinin yetersiz olusu ve c¢alismamizda sadece IDH 1 (R132H)

mutasyonunun arastirilmasinin neden olabilecegi diistiniildii.

Setty ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢calismada 47 hastada pyrosekans ve direk
sekans yontemleri karsilastirildi. 33 primer pediatrik GBM olgusunun 6 (%18)’ sinda ve
14 grade III astrositom olgusunun 5 (%35)’ inde her iki yontemlede R132H mutasyonu
saptandi. Pyrosekans yoOnteminin sensitivitesi, mutant ve wild tip plazmidler diliie
edilerek degerlendirildi. Yontemin % 5 mutasyonu dahi saptayabildigi, direk sekans

kadar sensitif oldugu aciklandi (86).

Yan ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada, 118 primer GBM olgusu pyrosekans yontemi ile
incelendi. 19 olguda (%16) IDH 1 mutasyonu (%89.5 R132H, %10.5 R132S) bulundu.
Mutasyon olanlar olmayanlara gére daha gengti (ortalama yas 40.3’¢ kars1 48.6, p =
0.002, T testi). Tiimor lokalizasyonu, mutant tipte %84.2 oraninda frontal lob iken, wild
tipte bu oran %36.4 idi (P < 0.001). Medyan hastaliksiz sagkalim 497 giine kars1 342
giin iken ( p = 0.026, Log Rank testi) medyan genel sagkalim 568 giine kars1 457 giindii
( p = 0.029 Log Rank testi). IDH 1 mutasyonunun prognostik dnemi oldugu bildirildi.
Ancak cinsiyet, yas, operasyon oncesi KPS skoru, rezeksiyon sekli, temozolamid
kemoterapisi gibi faktorlerden bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilemedi.
Caligmada mutasyonun bat1 iilkelerinden daha sik goriilme nedeninin, Cin toplumunda
diisiik gradl1 gliomalarin daha sik goriilmesi ve cerrahi 6ncesi mutasyonla yiiksek grade
transformasyon olabilecegi belirtildi. Ayrica IDH 1 mutasyonu ve frontal lob timort

birlikteligi i¢in ise daha fazla ¢aligmaya gereksinim oldugu vurgulandi (99).

Bizim c¢alismamizda da primer GBM olgularinda, mutasyon analizi igin
pyrosekans yontemi kullanildi. Mutant grupta, tiimor lokakizasyonu agisindan anlaml

fark saptanmadi.

Yas (< 60), cerrahi (total rezeksiyon), ve tedaviye TMZ eklenmesi, bagimsiz iyi
prognostik faktorler olarak belirlenirken, cinsiyet ve IDH1 mutasyonunun bagimsiz

prognostik faktor oldugu gosterilemedi.
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Aslan ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada 100 primer GBM olgusu incelendi. MGMT
metilasyonunun olmasi iyi prognostik faktor olarak saptandi ( p = 0.02). Tedaviye TMZ
eklenmesinin de prognostik 6nemi oldugu saptandi (p = 0.002). Ayrica metile grupta
tedaviye TMZ eklenmesinin, GS ve HS’da uzamaya neden oldugu bildirildi (p < 0.001).

Standart tedavi yaklasimi (RT ile eszamanli TMZ ve ardindan adjuvan
TMZtedavisi) ile tedavi edilen olgularda ilk ¢alisma Bujko ve ark. tarafindan yapildi.
58 olgunun incelendigi calismada %14 (8/58) RI132H mutasyonu tespit edildi.
Mutasyon tespit edilen hastalarin 6’s1 sekonder GBM’di. Mutasyonun medyan
hastaliksiz sagkalim ve medyan genel sagkalimda uzamaya neden olusu istatiksel
olarak anlamliyd: (P < 0.001). Buna ek olarak mutant IDH 1 tastyan olgular, MGMT
metilasyonlu grupta daha fazlaydi fakat istatiksel anlamlilik saptanmadi (100).

Song Tao ve ark.’nin ¢aligmasinda 79 sekonder GBM tanili olgunun 58’inde
(%73) IDH 1 veya IDH 2 mutasyonu tespit edildi. IDH mutasyonu, MGMT metilasyonu
ve 1p19q delesyonunun, tek degiskenli analizlerde (sirastyla p < 0.001, p < 0.001, p =
0.0039) ve cok degiskenli analizlerde de (sirasiyla p < 0.001, p < 0.001, p = 0.035)
uzamis hastaliksiz sagkalima neden oldugu gosterildi. Sekonder GBM olgularinda, IDH
mutasyonu ( p = 0.001) ve MGMT metilasyonu (p = 0.011)’nun temozolamide iyi

yanita neden oldugu saptandi.

Sekonder GBM olgularinda TMZ’ e en iyi yanitin ise, IDH mutasyonu ve
MGMT metilasyonunun her ikisininde bulundugu olgularda oldugu bildirildi (101).

Bu calismada, mutasyon bulunan ile bulunmayan primer GBM olgulari, standart
tedavi rejimi (RT ile eszamanli TMZ ve ardindan adjuvan TMZ) veya yalniz RT
uygulananlar olmak tizere dort gruba ayrildi. RT’ye TMZ eklenen mutant grupta GS,
44 aydi1 ve diger gruplara gore istatiksel olarak anlamli sekilde uzadigr saptandi (p =
0.002). HS ’ de ise fark saptanmadi (p =0.07).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda IDH 1 ve IDH 2 gen mutasyonlarinin sikligi
wklar aras1 farklilik gostermekle birlikte; sekonder GBM’ ler ile grade II-11l
gliomalarda, primerlerden daha siktir, gen¢ yasta ortaya c¢ikar ve iyi prognoz
gostergesidir. Diistik gradeden yiliksek grade transformasyonda prediktif 6nemi vardir.
Primer GBM olgularinda prognostik 6nemi halen tartismalidir. Literatiirde sekonder
GBM ve disiik gradli gliomalarda mutasyon goriilen olgularda, tedaviye TMZ
eklenmesinin, mekanizmasi bilinmemekle birlikte prognoza olumlu etkisi gosterilmistir.
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Sekonder GBM” ler tiim olgularin sadece % 5’ini olusturmasina ragmen primer GBM
olgularinda mutasyonun tedavi cevabina etkisini gosteren caligmaya rastlanmamistir.
Calismamizda mutant grupta  tedaviye eklenen TMZ’nin prognozu artirdigi
gosterilmistir. Fakat tedavi yaniti belirlenmesi igin prospektif genis olgu sayisi olan
caligmalara ve klinik sonucu iyilestirmek icin de alternatif tedavi rejimleri

uygulamalarina ihtiyag vardir.
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