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GIRIS VE AMAC

Gliomalar primer beyin tiimérleri igerisinde en sik rastlanan histolojik tiptir. Iginde
genetik mutasyonlar ve molekiiler anormallikler barindiran yiiksek dereceli glial (YDG)
timorlerde goriilen erken niiks ve kisa sagkalim; tiimdriin invazyon ve neoanjiyogenez
yolaklarinda rol oynayan molekiillerde ¢esitli mutasyonlar ve ekspresyon degisikliklerine
baglanmaktadir (1-3).

Molekiiler ve genetik olarak heterojen bir grup olan bu tiimoérlerde degisik invazyon ve
anjiyogenez yolaklari ile ilgili birgok ¢alisma yapilmakla birlikte bu ¢alismalarin tamamina
yakini hiicre Kkiiltiirlerinde ya da deneysel hayvan glioma modellerinde yapilmaktadir.
Tiimorlerin davraniglarinda tiimoriin in vivo mikro g¢evresel yapist da Onemlidir (4-7).
Dolayisiyla insan kaynakli tiimor rezeksiyon materyalleri kullanilarak yapilan c¢aligsmalarin
timor davranist ile ilgili daha aydinlatict olacagini diistinmekteyiz.

Yiiksek dereceli gliomalarda goriilen invazyonun patofizyolojisini arastirmak amaciyla
beyin tiimori nedeniyle ameliyat endikasyonu olan ve ameliyati kabul eden hastalarin patolojik
inceleme i¢in alinan tiimor drneklerinde ayn1 invazyon yolagi tizerinde yer alan SIPR1, S1PR3,
SPHK1, PLAU, CCNI1 genlerinin RNA ekspresyonunu arastirilmasi planlandi. Klinigimizde
takip olan bu hastalarin rutin takiplerinde goriilen niiks/progresyon goriilme orani ve zamanini
da takip ederek bu molekiillerdeki ekspresyon degisikliklerinin klinik 6nemini ortaya koymak
amagclandi.

Calismadaki temel hedefimiz S1PR1, SIPR3, SPHK1, PLAU, CCNI1 genlerinin RNA
ekspresyonlarinin invazyon ile olumlu ya da olumsuz iliskisini arastirmakti.

Bu c¢aligmanin amaci gliomalarin invazyon mekanizmasinda yer aldigi diisiiniilen
S1PR1, S1PR3, SPHKI1, PLAU, CCNI1 genlerinin ekspresyon miktarlarindaki artis veya
azaliglarinin invazyondaki 6neminin ortaya konmasi ve glioma hastalarinin yasam siiresine

etkisinin arastirilmasidir.



GENEL BILGILER

TARIHCE

Beyin ile ilgili girisimlerin tarihi M.O.’ye kadar dayanmaktadir. Samanlarin eski
zamanlarda viicuttan kot ruhu c¢ikarmak ve bas agrisim gidermek amagli yaptigi
trapenasyonlar bilinmektedir. ilk glioma kelimesi literatiirde 1800’de Berns ve 1804’ te
Abernety tarafindan yapilan otopsiler sonucunda raporlanmaktadir (8).

1848°de Virchow un mikroskopla birlikte “noroglia” tanimi ilk histolojik tanim olarak
kabul edilmektedir. Gliomalar ile ilgili ilk kabul goren histolojik ¢aligma 1926 yilinda Percival
Bailey ve Harvey Cushing tarafindan yapildi (8).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan beyin tiimérlerinin histolojik kdkenine dayanan
ilk stniflama 1979 yilinda yapild (9). DSO 1993 yilinda pleomorfik ksantoastrositom, merkezi
norositom, infantil desmoplastik astrositom/ganlioma ve disembriyoplastik ndéroepitelyal timor
tanimlarini siniflamaya dahil edildi (10). DSO 2000 yilinda iigiingii ventrikiiliin kordoid gliomu,
serebellar lipondrositoma, atipik teratoid/rabdoid meningioma gibi farkli histolojik varyantlari
ekledi ayrica klinik olarak farkli sagkalim ile sonuglandig bildirilen oligodendrogliomlarin 1p
ve 19q belirtegleri, teratoid/rabdoid tiimorlerin 22q/INI1 belirtecleri gibi genetik 6zellikler
siniflamaya dahil edildi (11). DSO 2007 yilinda smiflamaya anjiyosentrik glioma, papiller
gliondronal tiimor, dordiincii ventrikiiliin rozet olusturan gliondronal tiimdri, adenohipofizin
pineal bolgesi pituisitomast ve igsi hiicreli onkositomay1 ekledi, siniflama igerisinde klinik
sonuclara etki ettigi gosterilen varyantlarin listedeki yerleri degistirildi, 25 patalog 70 den fazla
uluslararast uzmanin katkilar1 ile olusturulan bu smiflama beyin tiimorlerinin standart
siiflamasi olarak tavsiye edilmektedir (12). Yillar icinde beyin tiimorlerinin dogal seyri ve

davraniglarinda histolojik 6zelliklerinin yaninda molekiiler ve genetik degisikliklerinde rol
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oynadig1 goriilmektedir. DSO 2016 yilinda ilk defa siniflamada histolojiye ek olarak molekiiler
parametreler kullanildi. 2016 siniflamasina IDH-wild tip, IDH-mutant tip, yaygin orta hat
gliomu, H3 K27M-mutant tip, RELA fiizyon pozitif ependimom, WNT ile aktive olan
medulloblastom, SHH ile aktive olan ¢ok katmanli rozetlere sahip embriyonal timdr gibi yeni
siiflamalar dahil edildi. Bu siiflama gliomalarin prognostik 6zelliklerini dikkate almaktadir.
Klinik ve prognostik 6nemi olmayan varyantlar ve smiflar silindi. DSO tarafindan 2016
siniflamasi, beyin timdorlii hastalarin sagkalim stirelerinde artisa yola acabilecek, klinik veya
biyolojik ¢alismalar1 kolaylastirmaktadir (13). DSO 2021 yilindaki besinci baskis1 yayimlayana
kadar Diinya Saglik Orgiitii Merkezi Sinir Sistemi Tiimér Taksonomisine Molekiiler Pratik
Yaklagimlar Bilgilendirme Konsorsiyumu (WHO c-IMPACT-NOW) tarafindan diizenli olarak
giincellemeler yayinlandi. Giincellemelerde molekiiler tipler ve alttipler {izerine
yogunlagsmaktadir. Kesin patolojik tani icin histolojik, molekiiler ve genetik testlerin sayisinin
artmas pratikte bazi1 zorluklar1 da beraberinde getirmektedir. DSO 2021 tan1 kriterleri sonrasi
tiim tetkikleri yapabilen merkez sayisi az oldugundan ve kiigiik merkezlerde tiim tetkikler
yapilamadigindan DSO’ye gelen veri miktar1 azaldi (14,15). DSO 2021 yilinda, smiflama
kriterlerini yerine getimek igin gerekli olan molekiiler testlerin diinya genelinde her zaman
mevcut olmamasi nedeniyle siniflamaya prognostik dnem tagiyan molekiiler belirtecler ve
histolojiyi kombine edilerek “entegre tani” terminolojisini ekledi (8,16-20). En sik goriilen
primer beyin timori olan gliomlarda, molekiiler ve genetik bozukluklarin prognoz ve
sagkalimda 6nemi anlasildik¢a, prognoz ve mortalitezi belirlemede etkili oldugu varsayilan
neoangiogenez ve invazyon ile ilgili klinik, histopatolojik ve molekiiler genetik c¢aligmalar

artmaktadir.

EPIDEMIYOLOJI

Gliomalar en sik goriilen primer beyin tiimorleridir. Yiiksek dereceli gliomalar, tiim
gliomalarin %81'ini olusturur. Glioma hastalarinin prevelansi toplumda giincel goriintiileme ve
saglik hizmetlerine erisimin artisina paralel olarak artmaktadir. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligr 2015 istatistiklerine gore Tirkiye’de santral sinir sistemi kanserlerinin goriilme
insidans1 erkeklerde yiiz binde 5,3 kadinlarda ise yliz binde 4,1’dir (21). Mladenovsk ve
arkadaslari tarafindan yliksek dereceli gliomalarin 5 yillik sagkalim orani yaklasik %10 olarak
belirtilmektedir(22)Mikro norosirurujikal tekniklerin gelismesi navigasyon,
ndromonitdrizasyon gibi cerrahiyi destekleyici cihazlarin daha yaygin kullanilmasiyla beraber
rezeksiyon miktarlari artmaktadir. Son 60 yilda noro anestezinin, sterilizasyonun, cerrahi

tekniklerin ve araclarin gelismesi ile birlikte 1949 yilinda %41,1 olan operasyona baglh
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mortalite giinlimiizde %?2-3’lerin altinda seyretmektedir (23,24).

2019 yilinda Hart ve arkadaglarinin yapmis oldugu derlemede biyopsi yapilan hastalarda
median sagkalim 85 giin, rezeksiyon yapilan hastalarda median sag kalim 171 giin olarak
bildirilmektedir (25). Incekara ve arkadaslarmin 2019 yilinda yaptiklar1 sistematik meta-analiz
caligmasinda, subtotal rezeksiyon yapilan hasta grubunun median sagkaliminin, gross total
rezeksiyon yapilan hasta grubuna gore 6,4 ay daha kisa oldugunu bildirilmektedir (26). Yiiksek
dereceli glioma hastalarina multidisipliner yaklasimlar sonucunda median sagkalim siiresi 5,5

aydan giiniimiizde 9 aya kadar artmaktadir (21,27,28).

ETIYOLOJi

Gliomanin  etiyolojisini  inceledigimizde; literatliirde  ispatlanmis  faktorler
bulunmamakla birlikte en ¢cok glioma sikligini arttirdigi kanitlanan risk faktort, yiiksek dozda
iyonize radyasyon maruziyetidir. Glioma sikliginin diisiik bulundugu grup ise atopik biinyeli
kisiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (29,30). Atopi ve glioma arasindaki ters orantinin neden-
sonug iligkisi veya patofizyolojisi net olarak ortaya konamamaktadir (31).Gliomanin
etiyolojisindeki en dnemli faktorler olarak glioma mikro ortamai, hiicrelerin kokeni ve yaslanma
ile birlikte biriken mutasyon yiikii karsimiza ¢ikmaktadir (31,32).

Ayrica literatiirde; formaldehit, non-iyonize radyasyon ve cep telefonu kaynakli
elektromanyetik dalgalar ile ilgili ¢aligmalar mevcut olup, bu faktorlerin glioma sikligini
arttirdig1 kanitlanamamaktadir (30). Vinil kloriir, pestisit, sigara, petrol rafine etme ve sentetik
kaucuk iretimi gliomalarin gelisimi ile ilgisi arastirilmakta ama net olarak
iliskilendirilememektedir (33).

Etiyolojisi halen sis perdesinin ardinda durmaya devam etmektedir. Sis perdesinin

aralanmasi i¢in daha fazla bu konuda ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

KLINIK PREZENTASYON

Gliomalarin en sik klinik prezentasyonu; bas agrisi, progresif mental kognitif
degisiklerdir. Nadir de olsa, tiimér igine kanamaya bagli KIBAS veya epileptik nobet gibi akut
prezentasyon olabilir. Yiiksek dereceli glioma hastalarinin biiylik ¢cogunlugu birkag¢ aylik kisa
klinik 6ykii ile basvururken diisiik dereceli glioma hastalar1 1-2 yil gibi daha uzun bir klinik
Oyki tariflemektedir. Diisiik dereceli gliomlarin en sik bagvuru nedeni bag agris1 ve nobet iken;
yiiksek dereceli gliomlarin en sik bagvuru nedeni, tiimoriin lokalizasyonuna bagli norolojik
fonksiyon kayiplar1 ve kitle etkisine bagli ndrolojik semptomlardir. Bas agrisinin, tiimor

boyutundaki kademeli artistan ve tiimoriin ¢evresinde olusan 6demden kaynaklandigi
4



diistiniilmektedir. Yiiksek dereceli gliomalarin en 6nemli klinik bulgusu ilerleyen norolojik
defisittir %68 (34,35). Kitle boyutunun artmas1 KIBAS’a yol acabilirken, BOS dolasim
yollarinda bas1 sonucu hidrosefali gelisebilir. Tiimor kitle etkisi ile komsulugu olan kraniyal
sinirlere basi yapabilir ve bas1 yaptigi sinirde fonksiyon kaybina yol agabilir (36). Eriskin yas
grubunda epileptik nobet ve karakter degistirmis inat¢i bas agrisi, radyolojik goriintiileme

endikasyonudur.

RADYOLOJI

Glioma tanis1 i¢in altin standart goriintiileme yontemi kraniyal MRG’dir. Kraniyal MRG
bize tiimor derecesi, komsulugu ve peritlimoral 6dem agisindan bilgi verir (37).

Diistik dereceli gliomalar (DDG) siklikla MRG’de T1 hipointens, T2 ve FLAIR’de
hiperintens goriiliir. DDG’lerde perilezyoner 6dem ayirt edilebilir. DDG’lerde nekroz, kanama
veya kalsifikasyon goriilmez (38). DDG’lerin genellikle MRG’de kontrast tutmasi beklenmez
fakat gliomalar heterojen tiimorler oldugundan, icerisinde yiiksek dereceli odaklar
(yaklasik %40) goriilebilir. Bu odaklarin bulunmasi kotii prognoz gostergesidir (37).

Yiiksek dereceki gliomlar (YDG) siklikla MRG’de T1 hipointens, T2 hiperintens
goriiliir. YDG’ler heterojen kitlesel goriinlimdedir. Tiimoriin merkezinde hemorajik odaklar,
neovaskiilerite, kistik nekrotik odaklar, goriilebilir. YDG’lerde c¢epersel kontrastlanma ve

icerisinde nekrotik kavite tipiktir, peritiimdral 6dem genelde belirgindir (Sekil 1) (39,40).

Sekil 1. Sol taraftaki goriintii T1 kontrastsiz goriintilleme, sag taraftaki goriintii
T1 kontrasth goriintiilleme, beyaz ok T1 goriintiillemede tiimor smirimi
isaret etmekte, siyah ok tiimoriin nekroze olan kismin ifade etmekte
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MR-spektroskopide; kreatin, kolin ve N-asetilaspartatin artiglarinin birbirine oranlari

degerlendirilerek tiimor derecesi saptanmaya calisilir (Sekil 2) (41,42).

Sekil 2. MRG-spektroskopi goriintiisii kreatin, kolin, N-asetilaspartat pikleri

goriillmekte

PET/MRG gibi kombine yontemler gliomalarin diisiik veya yiliksek dereceli ayrimini
yapmada, timor metababolizmasi hakkinda bilgi verdigi i¢in faydalidir (43).
Radyoterapi ve veya kemoterapi gdérmiis hastalarda niiks, progresyon, radyasyon

nekrozu ayriminda MR-perfiizyon goriintiilemesi kullanilmaktadir (44,45).

TEDAVI

Gliomalar (diisiik ya da yiiksek evreli) diffiiz infiltratif ve bilinen radyolojik
goriintlilemeler ile hiicresel diizeyde net sinirlar1 belirlenemeyen, radikal tedavisi yapilamayan
bir hastaliktir (22,24). Giintimiizde kabul goren tedavi yaklagimi gross total cerrahi ardindan
radyoterapi ile beraber kemoterapidir. YDG’ler en iyi tedaviye ragmen, tekrarlayan niiksler ile
seyreden mortal bir hastaliktir. Radikal cerrahi sonrasinda bile MR da kontrastlanmayan
alanlarda glioma hiicresine rastlanmaktadir. Gliomlarin gilinlimiizde kiiratif tedavisi
bulunmamaktadir. Hastaligin seyri; hastanin Karnofsky skoru, yas, efor kapasitesi, ek
hastaliklar ve tiimoriin mitoz sayisi, invazyon yetenegi, ¢esitli mutasyonlar1 ihtiva edip

etmemesi, radyasyon tedavisine cevabi gibi ¢ok faktore baglidir. Kombine tedavi rejimi ve
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norolojik fonksiyonu koruma gereksinimi, karsilasilan sorunlar1 da arttirmaktadir. Norolojik
fonksiyonlart korumak i¢in rezeksiyon miktarinin azalmasi niiks zamanmi ve sagkalimi
kisaltmaktadir. Mevcut tedavilerin yiiz giildiiriicii olmamas1 bilim insanlarini patofizyolojiyi ve
agresif seyri anlamaya yonelik ¢aligsmalara itmektedir. Yiiksek dereceli gliomalarin invazyon
ve anjiyogenez paternlerinin anlagilmasi ve muhtemel yeni tedavisi segeneklerinin

gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar devam etmektedir (22,26,46).

GLIOMA VE INVAZYON

Yiiksek dereceli gliomalar diisiik dereceli glial tiimorler ile karsilastirildiginda biiyiime
hizlar1 arasinda yaklasik 10 kat fark oldugu gosterilmekteddir (47). Tiimorlerde biiylime
modelleri incelendiginde klasik goriis olan 2 kat artma modeli, YDG’ de gegerli olmayip, YDG’
lerin logaritmik hiicresel ¢ogalmasi ve go¢ etmesi bu modellemeyi gegersiz kilmaktadir. YDG’
lerin ¢ogalmasinda ve go¢ etmesindeki belirleyici 6zellik invazyon kapasitesinin yiiksek olup,
invazyon, niiksleri ve hasta yasam siiresini dogrudan etkileyen bir faktor olmaktadir (48).

Gliomanin invazyonunda etkili oldugu diisiiniilen baglica 3 yolak mevcuttur. Bu
yolaklar sonic hedgehog-GLI1, Wingless/Intl (Wnt), Fosfoinositid-3-kinaz-protein kinaz B
(PBK veya AKT)(PI3K/Akt) yolaklaridir (47). invazyonda etkisi arastirilan mikro-RNA’lar:
miR-218, miR101-152, miR-491, miR-125b. PI3K/Akt yolagi hiicre metabolizmasinda,
biiylimesinde, ¢cogalmasinda ve hayatta kalmasinda rol oynar. PI3K/Akt yolaginin aktivasyonu
PI3K tarafindan kontrol edilir. Sfingozin kinaz-1 (SPHK1)’in hiicre i¢indeki invazyon
kaskatindaki gorevi olan sfingozinden sfingozin-1-fosfat (S1P1) yapimindaki fonksiyonu
meme kanseri, kolorektal kanser, cilt skuam6z hiicreli karsinomunda, pankreas kanserinde ve
gliomada rol alabilecegi diisiintilmektedir (49-53). Gliomalar invazyon yolaklarin1 kullanarak
iki sekilde invazyon yapabilir; perivaskiiler bosluklar1 kullanarak hematojen yolla veya beyin
parankimi ve beyaz cevherdeki noronlarin arasindaki boslugu kullanarak komsuluk yoluyla.
Gliomalarin bu iki yolu kullanmak i¢in kazanmasi gereken 6zellikleri sunlardir; mobilite, hiicre

dist matriksi (ECM) degistirme, kok hiicre fenotipini degistirme (Sekil 2)(47).



WHO Gliom siniflamasi

Dusuk Grade Glial Yiksek Grade Glial
111 ‘ .1V

Gliomlarin Invazyon yolaklari

Sonic hedgehog-GLI1 mikro RNA Wnt PI3K/Akt

Gliomlarin Kazanmasi Gereken Ozelik er

Hucre digi matriksi

Kok hicre fenotipini (ECM) degistirme

Mobilite «* degistirme

Sekil 3. Glioma simiflamasi, invazyon yolaklar: ve bu yolaklar1 kullanirken kazanmasi

gereken ozellikler (47)

PI3K/Akt yolaginda ekstra seliiler matriksi degistirmek suretiyle invazyonda gorev
aldig1 diisiintilen molekiiller sunlardir; SIPR1, S1PR3, SPHK1, PLAU, CCNI1. Bu molekiiller

ile ilgili simdiye kadar yapilmis calismalarda edinilen bilgiler su sekilde 6zetlenmektedir:

Sfingozin-1-Fosfat (S1P)

Sfingozin-1-fosfat (S1P) 5 liyeden olusan bir (S1P 1-5) G proteini araciligiyla sinyal
veren, mitozu ve migrasyonu diizenleyen biyoaktif bir lipittir. Beyinde S1P 1,2 ve 3 eksprese
olmaktadir. SIP1’in ve S1P3’{in hastanin sagkalim siireleri ile iligkili oldugu diistintilmektedir.
S1P2’nin hasta sagkalimi ile iliskisi gosterilememistir. Immiinblot ve inhibisyon deneyleri
S1P1 ve S1P3 biyoaktif lipitlerinin PI3K yolagina dahil oldugu diisiindiirmektedir. SIP1 ve
S1P3 iin ekspresyonunu azalmasinin hiicre proliferasyonunu arttirarak glioma malignitesine

katki sagladig1 ve sagkalimi azalttig diistiniilmektedir (4,7,54,55). SIP3’ iin de YDG’ lerde



invazyona katkida bulundugunu bildiren ¢esitli calismalar bulunmaktadir (4,56,57).
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Sekil 4. S1P iiretimi ve sfingozin kinazin gorev aldig1 asama (7)

Sfingozin Kinaz (SPHK)

Sfingozin kinaz (SPHK), SIP fosforilasyonunda rol oynayan enzimdir (Sekil 3).

Ekspresyonunun engellenmesi hiicrenin G1 fazin1 gegememesine neden olmakta ve hiicreyi

apoptoza zorlamaktadir. Gliomalarin %80 inin anormal yiiksek hizda G1 fazindan S fazina

ilerledigi bilinmektedir (46). SPHK1’in hiicre i¢indeki invazyon kaskatindaki gorevi olan

sfingozinden SIP yapiminin; meme kanseri, kolorektal kanser, cilt skuamoéz hiicreli

karsinomunda, pankreas kanserinde ve gliomada rol oynayip oynamadigi arastirilmaktadir.

Glioma hiicrelerinde SPHK1, pro-apoptotik gorev listelenen Bim in ekspresyonunu azaltarak

hiicrenin apoptozunu engellemektedir, bu etkisi farmakolojik ¢aligmalarda da ispatlandig: tizere

PI3K’ya bagl olarak yapmaktadir. (58—61). SPHK miktar1 S1P ve UPAR ekspresyon miktarini
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etkileyerek invazyon siirecine etki ettigi bildirilmektedir (5). Yiikksek SPHK ekspresyonu,
YDG’ lerde kisa yasam siireleri ile iliskili olarak saptanmaktadir (7).

Hiicresel iletim Ag1 Faktorii 1 (CCN1/CYR61)

Hiicresel iletim ag1 faktorii (CCN1), hiicre dis1 matriks proteinidir, hiicresel integrinleri ve
hiicre dis1 matriksi baglamak icin bir baglanti gorevi goérmektedir. Hiicresel adhezyon,
migrasyon, anjiyogenez ve invazyonda rol oynadig gosterilmektedir (5). CCN1’in sentezinde
rol alan molekiiller; Hiicre boliinmesi kontrol proteini 42’ nin homologu (CDC42), Ras homolog
gen ailesi iiye A (RhoA), miyozin baglama alt birimini (MBS), miyozin hafif zincirinin (MLC),
miyokardin ile iligkili transkripsiyon faktorii A (MRTF-A), RhoA kinazi (ROCK), aktivator
protein 1 (AP1) (Sekil 5)’te 6zetlenmektedir. CCN1 ekspresyonu yiiksek hastalarin sagkalim
stirelerinin kisa oldugunu bildiren ¢alismalar vardir. CCN1’in hiicre ¢ogalmas1 ve hiicre go¢ii
fonksiyonlarinda rol oynayarak sag kalimi azalttig1 ileri siiriilmektedir. CCN1 ekspresyonunu
azaltmak icin farmakolojik ajanlar ve onkolitik viral tedavi denemeleri yapilmaktadir (5,62—

65).

(invazyon, farkhilasma, cogalma)

Sekil 5. CCN1 geninin hiicre icinde sentez asamalar: (7)
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Urokinaz plazminojen aktivatorii (UPA)

Urokinaz plazminojen aktivatorii (UPA) aktin hiicre iskeleti olusumuna ve matrijel
olusumuna katilarak hiicre dis yiizey proteolitik aktivitesinin diizenlenmesinde rol aldigi
bildirilmektedir (6). Hiicre-hiicre dig1 matrix etkilesiminde ve hiicre i¢i sinyal iletisimde rol
almaktadir. UPAR yolaginin blokajinin proteolitik aktiviteyi azaltarak invazyon ve migrasyonu
etkiledigi bildirilmektedir. Gliomalarin daha yiiksek invazivlik ve kisa sagkalimi yiikksek UPAR
ekspresyonu ile iligkilendirilmektedir (66—68). Glioma hiicrelerinde guanin niikleotid baglayici

protein (Gi) aracili S1PR aktivasyonu ve sinyal yollar1 (Sekil 6)’da 6zetlendi.

ABC
Sanf @ SIPR1s

<D :
o
/
- @D

iny azp on

N

Sekil 6. Hiicre ici uPa sentezi (7)



GEREC ve YONTEMLER

Calismamiz, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim
Dali’nda Etik kurul onayir (Ek-1) alindiktan sonra, yiiksek dereceli gliomalarda invazyon
belirte¢lerinin ekspresyonunun ve klinik 6neminin arastirilmasi i¢in gergeklestirildi.

Arastirmamizda Mart 2020 ile Nisan 2022 tarihleri arasinda 25 aylik siirede Trakya
tiniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine bagvuran yiiksek dereceli glioma nedeni ile opere olan
29 hastanin doku 6rnekleri kullanildi. Calismaya katilan hastalar 5 ile 30 ay arasinda takip edildi.

Calismaya, 18 yas lizeri, radyolojik olarak yiliksek dereceli glioma ©n tanist ile
operasyon Onerilen ve cerrahi tedaviyi kabul eden hastalardan, patoloji sonucu yiiksek dereceli
glioma olarak teyit edilen hastalar dahil edildi. Bu hastalardan gecirilmis beyin ameliyat1 veya
tiimor nedeni ile baska bir operasyon gecirmis olan hastalar ile ¢alismaya katilmak istemedigini
beyan eden hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

Caligmaya katilan hastalarin demografik ve radyolojik verileri kayit altina alindu.
Toplam 29 hastanin cerrahi sirasinda alinan dokularindan frozen sonucu YDG olarak teyit
edilen tiimor dokular1 Trakya Universitesi Tibb1 Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar
Tan1 Merkezine (GHTM) ulastirildi ve muhafaza edildi. GHTM’ye ulastirilan dokulardan
patolojik inceleme sonrasinda sonucu YDG gelen dokular ¢aligma grubu olarak kabul edildi.
Ameliyat sirasinda ¢ikarilmis olan patolojik olarak normal raporlanmis perilezyoner dokular
kontrol grubu olarak kabul edildi.

Hastalarin operasyon oOncesi ve sonrasi timor hacimleri; T1 kontrastli manyetik
rezonans gorilintiilemelerinde agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (V= hacim, |= en biiyiik
uzunluk, w= en biiyiik genislik, h= tiimor goziiken kesit sayis1 x ¢ekim aralig) (n sayis1 3 olarak

kabul edildi) (69).
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V=" ()« (W) * (h) 69

Operasyonda %80 ve {izeri tiimor ¢ikarilan hastalar gross total rezeksiyon grubu, %50
ile %80 arasinda tiimor ¢ikarilan hastalar subtotal rezeksiyon grubu, %50 den az tiimér ¢ikarilan
hastalar biyopsi grubu olarak kabul edildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin 5-30 aylik takiplerinde, 6len hastalarin (n=22); %75
inin (n=17) ilk 9 aylik siire i¢inde 6lmesi nedeniyle, ilk 9 ay icerisinde aylik 6liim oraninin %6,4
olmasi; 9 aydan sonraki aylik 6liim oraninin %1,9 olmasi nedeniyle sagkalimin esik degeri 9
ay olarak belirlendi.

Tiimoér ve kontrol gruplarmin S1PRI1, S1PR3, SPHKI1, PLAU, CCNI1 genlerinin
ekspresyon degerleri; 9 aydan kisa ve uzun yasayan hastalarda, niiks saptanan veya
saptanmayan hastalarda, IDH mutasyonu olan veya olmayan hastalarda nasil degistigi
istatistiksel olarak karsilastirildi. Ayrica bu genlerin ekspresyon miktar1 ile Ki67% orani
arasinda istatistiksel bir iliski olup olmadigina bakildu.

Tiimdral invazyonun klinik gdstergeleri niiks ve sagkalim siiresi olarak kabul edildi.

Klinigimizde YDG nedeniyle opere olan hastalarin rutin takip protokolii: preop MRG
goriintiilemesi, post op ilk 48 saatte yapilan kontrol MRG goriintiilemesi yapilmakta.
Taburculuk sonrasi ise 3, 6, ve 12. ay MRG tetkiki ile niiks takip edilmektedir. Operasyon
sonrasindaki MRG goriintiileri kullanilarak; niiks ve sagkalim siireleri ile invazyonu

iliskilendirdik. Invazyon, rekiirrens ve sagkalim siireleri iizerinden degerlendirildi. Doku

orneklerinden RNA izolasyonu asamalari su sekildedir:
DOKULARDAN RNA iZOLASYONU VE REAL TiME PCR YONTEMIi

Total RNA izolasyonu

Doku ornekleri ameliyathanede RNA later soliisyonuna konuldu ve RNA later
sollisyonu Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi (GHTM) ne sayisal
olarak kodlanmis sekilde ulagtirildi. SIPR1, S1PR3, SPHK1, PLAU, CCNI1 genlerinin ifade
diizeyleri (ekspresyon) Real-Time PCR yontemi ile arastirildi. RNA izolasyonu kullanilacak

olan kitin protokoliine uygun olarak yapilda.

RNA izolasyonunun Asamalari
° 2 mI’lik 6rnegin lizerine 10 ml EL Buffer eklendi. Buz lizerinde, 10 dk beklendi,
2 defa alt-iist edilerek karistirildi.
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° 400 x g, 4°C’de 10 dk santrifiij edildi, listte kalan kisim atild1, pelet tutuldu.

° Pelletin tizerine 4 ml EL buffer eklendi. Pellet ¢ozildii.

° 400 x g, 4°C’de 10 dk santrifiij edildi, iistte kalan kisim atild1, pelet tutuldu.

° Pelletin iizerine 600 ul RLT buffer B-markaptoetanol karigimi eklendi. Bu
karigimin orant 1 ml RLT buffer’a 10 ul B-markaptoetanol olacak sekilde olusturuldu. Siringa
yardimziyla pellet ile karisimin homojenize olmasi saglandi. Boylece ilk agsama tamamlandi ve

olusan homojen lizat -80°C’de ilerde ¢alisilmak iizere saklandi.

RNA Orneklerin Cahsma I¢in Hazirlanmasi Asamalari

° Lizat -80°C’den ¢ikarildi ve QIAshredder kolona tek seferde yiiklendi. 12000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve kolon atild1, altta kalan lizat tutuldu.

° Toplama tiipiinde kalan lizatin tizerine 600 ul %70 ‘lik etanol eklendi ve pipetle
karigtirildi.

° QIAamp kolona yiiklenerek 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolon
tutuldu, toplama tiipii atild1 ve yeni bir toplama tiipiline kolon alindu.

° Kolonun iizerine 700 RWI Buffer eklendi, 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Kolon tutuldu, toplama tiipii atildi ve yeni bir toplama tiipiine kolon alindu.

° Kolonun iizerine 500 ul RPE Buffer eklendi, 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Kolon tutuldu, toplama tiipii atildi ve yeni bir toplama tiipiine kolon alindu.

° Kolonun iizerine tekrar 500 ul RPE Buffer eklendi, 11000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edildi. Kolon tutuldu, toplama tiipii atild1 ve yeni bir toplama tiipiine kolon alindi.

° Kolon bos bir sekilde 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon tutuldu,
toplama tiipii atildi1 ve kolon 1.5 ml’lik bir tiipe aktarildi.

° Kolona 40 ul RNase free su, kolonun tam ortasina gelecek sekilde konuldu ve
10000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij bittikten sonra, kolon atildi, 1.5 mI’lik tiipte RNA
elde edilmis olundu. Bu asamadan sonra, RNA 24 saat i¢inde cDNA’e ¢evrildi.

RNA’nin ¢cDNA’ya Cevrilmesi

RNA stabil bir molekiil olmadigindan dolay1 reverse transkriptaz reaksiyonu ile
cDNA’ya cevrildikten sonra ¢alisildi. Bu reaksiyona gec¢ilmeden dnce, izole edilen RNA’larin
konsantrasyon ve saflik degerleri 6l¢iildii. Bu 6l¢tim, NanoDrop cihazinda, RNA modiilii
kullanilarak yapildi [Nanodrop 2000C, Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri].
260/280 oran1 2’den biiyilk ve RNA konsantrasyonu 10 ul/ng ‘in altinda oldugunda RNA

izolasyonu tekrar ayni 6rnek kullanilarak tekrarlandi. Bu asamadan sonra, RNA’nin cDNA’ya
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cevrilmesi iglemi yapildi, bunun i¢in RT? HT First Strand Kit kullanildi. Bu islemde ilk olarak
8 ul RNA ile 6 ul GE2 buffer 200 ul’lik PCR tiipiine koyuldu, karistirildi ve SensoQuest
Thermocycler cihazinda 37°C ‘de 5 dakika tutuldu. Islem bittikten sonra karisimin iizerine, 6
ul BC4 transkriptaz buffer eklendi ve tekrardan karistirildi SensoQuest Thermocycler cihazinda
42°C ‘de 15 dakika ve ardindan 95°C ‘de 5 dakika beklendi. Ardindan, 91 ul RNase free su
koyuldu elde edilen cDNA’lar -20°C ‘de saklandi. Cevrilmeyen RNA’lar ise -80°C ‘de
saklanmaya devam edildi.

Real-Time PCR c¢aligsmalar1 sonunda Ct degeri elde edildi. Ct degeri cihaz tarafindan
floresan sinyal miktarinin saptanabilmesi i¢in gereken minimum degerin (esik degerini) gectigi
dongii sayisina verilen isimdir. Ct degeri ekspresyon miktarmi gostermektedir. Istatistik analiz
yapabilmek i¢in Ct degerlerinin kantitatif bir deger olan 2”(-AACt) degerlerine ¢evrilmesi
gerekmektedir. Bu islem su sekilde yapilmaktadir.

AACt degerlerinin saptanabilmesi icin gerekli adimlar;
1. Uglii tekrar seklinde ¢alisilacak drnekleri ortalama Ct (Cycle treshold) degeri alindi.
2. Ortalama Ct ACt degerlerinin hesaplamasi i¢in ¢alisilan genlerin Ct degerlerinden,
Housekeeping genin Ct degeri ¢ikartildi ve ACt degeri saptandi:
ACt =Gen Ct-Housekeeping Gen Ct
3. ACt degerleri calisilan kontrol gruplari dahil tim 6rnekler i¢in hesaplandi.
4. ACtdegerleri saptandiktan sonra AACt hesaplandi. Calisilan genlerin ACt degerlerinden,
kontrol gruplarinin ortalama ACt degerlerini ¢ikarildi ve AACt degerleri elde edildi.
AACt = Calisilan genlerin ACt degerleri — Kontrol gruplarim ortalama ACt
degerleri

Calismamizda 2"(-AACt) degerleri ekspresyon miktari olarak adlandirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Stirekli degiskenlerin dagilimini degerlendirmek i¢in Shapiro — Wilk testi kullanildi.
Stirekli degiskenler i¢in tanimlayict istatistikler, normal dagilim gosterip gdstermemelerine
gore ortalama + standart sapma veya medyan (¢eyrekler arasi aralik) olarak ifade edildi. Siirekli
degiskenler i¢in ek olarak istatistiksel sapmaya yol acabilecek 10 kat ve tizeri asiri sagilmisg
degerler diglanarak normalizasyon uygulandi. Uygunluga gore T testi, Mann Whitney — U, tek
yonlii ANOVA ve Kruskal Wallis testleri yapildi.

Proje kapsaminda elde edilen veriler The jamovi project (2021) jamovi (Version 2.2)

(licretsiz ve acik kaynak) program ile yapildi, p < 0,05 olarak kullanildi.
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BULGULAR
Calismamiza 8’1 kadin (%27,5); 21°1 ise erkek (%72,4) toplam 29 hasta dahil edildi.
Caligmaya katilan hastalarin yas ortalamasi 57,72 yil idi (kadinlarin yas ortalamasi 56,12;

erkeklerin yas ortalamasi 58,28 yil).

Tablo 1. Hasta ozellikleri

Sagkalim Yasayan (n) (%) | Olenler(n) (%) Sagkalim siiresi(ay)
Kadin 4 (%50) 4 (%50) 6,7+4,03
Erkek 3 (%14) 18 (%86) 7,23 £6,84

Calismaya katilan hastalarin %24’ (n=7) halen sag; %751 ise (n=22) calisma siiresi
ierisinde vefat etti. Olenlerin ortalama sagkalim siiresi 7,67+ 6,75 ay idi. Kadinlarin %50’si
(n=4) halen yasamakta, 6len kadinlarin (n=4) ortalama sagkalim siiresi 6,7+4,03 ay idi.
Erkeklerin %14’ (n=3) halen yasamakta, 6len erkeklerin (n=18) sagkalim siiresi ortalamasi
7,23 £6,84 ay idi (Tablo 1). Kadin ve erkek cinsiyetleri arasinda dlenlerin ortalama sagkalim

stireleri agisindan anlamli fark goriilmedi (p=0,434).
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Yasayan hasta sayisi
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Sekil 7. Yasayan hasta sayisinin ayhk takibi

Calismaya dahil edilen 29 hastanin 5-30 aylik takiplerinde aylara gore yasayan hasta
sayist (Sekil 7)’de gosterildi. Olen hastalarin (n=22); %75 inin (n=17) ilk 9 aylik siire icinde
Olmesi, ilk 9 ay igerisinde aylik O6lim oraninin %6,4 ve 9 aydan sonraki aylik oliim
oraninin %1,9’a olmasi nedeniyle sagkalimin esik degeri 9 ay olarak belirlendi.

Calismaya katilan hastalarin timor lokalizasyonu olarak en sik temporal lob (%31)
goriiliirken; farkli timor lokalizasyonlar1 arasinda ortalama sagkalim siireleri agisindan anlamli
fark goriilmedi (p=0,468). Tiimor lokalizasyonlar ile ortalama tliimdr boyutu arasinda anlamli
fark goriilmedi (p=0,226).

Yirmi dokuz hastanin 14 tanesine gross total; 10 tanesine subtotal; 5 tanesine biyopsi
diizeyinde rezeksiyon yapildi. Gross total rezeke edilen hastalarda operasyon dncesi ortalama
tiimor hacmi 48,97+39,2 cm?, operasyon sonrasi ortalama tiimdr hacmi 2,14+1,67 cm? olarak
hesaplandi. Gross total rezeksiyon grubundaki 14 hastadan 6 tanesinde niiks saptandi, niiks
saptanan hastalarin tamami kaybedildi. Gross total grubunda niiks saptanan hastalarin
operasyon ile niiks arasindaki siire 6,25+1,51 ay idi. Niiks saptanan hastalarin sagkalim stiresi
ortalama 6,67+5,31 ay olarak saptandi. Gross total rezeksiyon grubunda 8 hastada niiks
izlenmedi. 4 hasta halen yasamakta, 4 hasta tiimdr dis1 nedenlerle kaybedildi. Olmiis olan
hastalarin sagkalim siiresi ortalamas1 10,51+8,32 ay olarak saptandi.

Subtotal rezeksiyon grubu 10 hastadan olusmaktaydi. Subtotal rezeke edilen hastalarda
operasyon Oncesi ortalama tiimér hacmi 33,2+20,9 ¢cm?, operasyon sonrasi ortalama timor
hacmi 19,9+12,6 cm® olarak hesaplandi. Subtotal rezeksiyon yapilan 9 hastada niiks saptandu,

1 hastada niiks saptanmadi. Subtotal grubundaki niiks saptanan hastalarin operasyon ile niiks
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arasindaki siiresi 4,81+2,74 ay idi. 3 hasta halen yasamakta, 7 hasta kaybedildi. Olmiis olan
hastalarin sagkalim siireleri ortalamasi 8,78+4,64 ay idi.

Biyopsi diizeyi rezeksiyon grubu 5 hastadan olugmakta idi, operasyon oncesi ortalama
tiimoér hacmi 26+8,44 cm3 iken operasyon sonrasinda ortalama tiimér hacmi 21£6,72 cm?
olarak bulundu. Biyopsi diizeyinde rezeksiyon grubunda bulunan 5 hastanin tamami kaybedildi.
Biyopsi grubundaki hastalarin operasyon ile progresyon arasinda gegen siire 2,08+1,44 ay idi.
Biyopsi grubundaki hastalarin ortalama sagkalim siiresi 5,55+2,30 ay idi. Eksizyon tiirlerine
gore bulgularimizi (Tablo 2)’te 6zetledik.

Gross total eksizyon, subtotal eksizyon ve biyopsi gruplari niiks olup olmamasi
acisindan karsilastirildiginda; Gross total cerrahi grubu ile subtotal ve biyopsi gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark oldugunu gordiik (p=0,003). Subtotal grubu ve biyopsi grubu

niiks olup olmamasi agisindan karsilastirildiginda aralarinda anlaml fark olmadigi gériildii.

Tablo 2. Eksizyon tiirlerine gore verilerimizin tablosu

(n) | PreV PosV Niiks siiresi
(ay)
Gross total | 14 | PreV=48,97+39,2 cm*® | PosV=2,14+1,67 cm?
eksizyon
Niiks var 6 6,25+1,51 ay
Olii 6 | Sagkalim 6,67+5,31 ay
Niiks yok 8
Sag 4
Olii 4 | Sagkalim 10,51+8,32
ay
Subtotal eksizyon | 10 | PreV=33,2+20,9 cm3 PosV=19,9+12,6 cm3
Niiks var 9 4,81+£2,74 ay
Sag 2
Olii 7 | Sagkalim 8,78+4,64 ay
Niiks yok 1
Sag 1
Biyopsi diizeyi | 5 | PreV=26+8,44 cm3 PreV=21+6,72 cm3 Progresyon
eksizyon siiresi (ay)
Olii 5 | Sagkalim Ort. 2,08+1,44 ay
5,55+2.30 ay

(PreV= operasyon Oncesi tiimdr hacmi, PosV= operasyon sonrasi timor hacmi)

Calismaya alinan hastalarin patolojik tanilar su sekildedir: %93’ii (n=26) glioblastoma
derece 4, %6’s1 (n=3) derece 3 astrositom. Hastalarin %93’linde (n=27) IDH Wild tip, %6’sinda
(n=2) IDH Mutant tip, %17’sinde (n=5) IDH-1 pozitifligi oldugu goriildii. Ki67% degerinin
medyan degeri (27,2+16,1) idi (Tablo 3).
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Tablo 3. Patolojik veriler

Patolojik veriler n Yasayan (n)/ 6len | Olenlerin sagkalhm
(n) siiresi (ay)
Derece
Derece 3 3
Derece 4 26
Molekiil
IDH Wild 27 7/ 20 7,9+4,71
IDH Mutant 2 -/ 2 5,35+3,42
IDH-1 5 -/ 5 8,32+7,11
Ki67% 27,2+16,1

IDH Wild tip saptanan 27 hastanin; 7’si halen yasamakta, 6len 20 kisinin ortalama
sagkalim siiresi 7,9+4,71 ay olarak goriildii. IDH Mutant tip saptanan 2 hastanin da 6lmiis
oldugu goriildii ortalama sagkalim siiresi 5,35+3,42 olarak goriildii.

IDH subtipleri 9 ay ve daha kisa yasayanlar ile 9 aydan uzun yasayanlar istatistiksel
olarak karsilagtirlldiginda anlamli fark goriilmedi (p=0,498). IDH subtipleri niiks olup
olmamasi acisindan karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p=0,366).

Ki67% degerleri 9 ay ve daha kisa yasayanlar ile 9 aydan uzun yasayanlar agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p=0,023). Ki67% degerleri niiks olup
olmamasi acisindan karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark izlendi (p=0,488).

S1PR1, S1PR3, SPHK1, CCNI1, PLAU genlerinin real time pcr 2*-AACt verilerinin
istatistiksel degerleri asagidaki gibidir:

S1PR1 geninin ¢aligma grubundaki 28 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (2,20)
ortanca degeri (0,196) standart sapmasi (4,69) olarak bulundu. S1PR1 geninin kontrol
grubundaki 25 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (0,908) ortanca degeri (0,390) standart
sapmast (0,984) olarak bulundu.

S1PR3 geninin ¢alisma grubundaki 21 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (4,95)
ortanca degeri (3,60) standart sapmasi (5,40) olarak bulundu. S1PR3 geninin kontrol
grubundaki 20 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (1,687) ortanca degeri (1,311) standart
sapmast (1,551) olarak bulundu.

SPHK1 geninin ¢aligsma grubundaki 27 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (1,91)
ortanca degeri (0,88) standart sapmasi (4,29) olarak bulundu. SPHKI1 geninin kontrol
grubundaki 24 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (1,23) ortanca degeri (0,57) standart
sapmast (2,11) olarak bulundu.

CCNI1 geninin ¢alisma grubundaki 28 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (2,28)

ortanca degeri (0,57) standart sapmasi (4,367) olarak bulundu. CCNI1 geninin kontrol
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grubundaki 24 hastanin 2"-AACt degeri; ortalama degeri (1,679) ortanca degeri (0,481) standart
sapmast (3,95) olarak bulundu.

PLAU geninin ¢alisma grubundaki 20 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (3,57)
ortanca degeri (2,52) standart sapmasi (3,56) olarak bulundu. PLAU geninin kontrol
grubundaki 25 hastanin 2*-AACt degeri; ortalama degeri (1,679) ortanca degeri (0,551) standart
sapmast (3,001) olarak bulundu.

S1P1, S1PR3, SPHKI1, CCNI1, PLAU genlerinin ¢alisma ve kontrol gruplarinda
eksprese oldugu goriildii. Bu genlerin istatistiksel degerleri (Tablo 4)’da 6zetlendi. S1P1,
S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ¢alisma ve kontrol grubundaki ekspresyon miktarlari
karsilastirildiginda; SIPR3 geninde istatistiksel anlamli fark goriildi (p=0,021) (Tablo 5).

S1PR3’iin kontrol grubunda ¢aligsma grubuna goére daha az eksprese oldugu goriildii.

Tablo 4. S1IPR1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin real time pcr 2™-AACt

verilerinin istatistiksel tanim

n Ortalama Ortanca Standart sapma
S1PR1 Calisma grubu 28 2,207 0,196 4,699
S1PR1 Kontrol grubu 25 0,908 0,390 0,984
S1PR3 Caligma grubu 21 4,965 3,605 5,408
S1PR3 Kontrol grubu 20 1,687 1,311 1,551
SPHK 1 Calisma grubu 27 1,915 0,887 4,293
SPHK1 Kontrol grubu 24 1,232 0,577 2,114
CCNI1 Caligma grubu 28 2,282 0,573 4,367
CCNI1 Kontrol grubu 24 1,679 0,481 3,955
PLAU Caligma grubu 20 3,570 2,522 3,568
PLAU Kontrol grubu 25 1,679 0,551 3,001

Tablo 5. S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ¢alisma ve kontrol grubundaki

ekspresyon miktarlarinin karsilastirilmasi

Paired Samples T-Test

Statistic p
S1PR1-C S1PR1-K Wilcoxon W 28.0 0.244
S1PR3-C S1PR3-K Wilcoxon W 78.0 0.021
SPHK1-C SPHK1-K Wilcoxon W 38.0 0.635
CCN1-C CCN1-K Wilcoxon W 47.0 0.946
PLAU-C PLAU-K Wilcoxon W 63.0 0.244
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Calisma grubunun RNA gen sonuglari tablosu (Tablo 6).

Tablo 6. Calisma grubu 2”-AACt verileri

Ornek no Cahisma Calisma Cahisma Cahisma Calisma
S1PR1 SPHK1 S1PR3 CCN1 PLAU

C1 552,5649 7940,422 25709,25 0,020193 1336474
¢2 0,380245 0,382889 3,605002 0,178006 0,550953
C3 0,161544 0,976032 4,18434 0,309927 10,05611
¢4 12,77277 3,193194 272,4788 15,03236 6101,719
C5 0,130761 0,51943 2,034959 0,521233 6,475538
C6 0,129408 0,936272 1,176907 0,926588 4,40762
Cr 0,050942 1,013959 1,723092 1,574616 9,513657
c8 0,013322 0,539614 0,433769 3,000078 1,172835
¢9 0,202361 1,29684 4,40762 0,046231 0,041378
C10 0,342696 0,873573 5,856343 3,784231 4,823231
C11 0,245705 0,534033 4,515858 0,64842 3,41054
C12 20,04263 0* 666,287 2628,456 809,0023
C13 0,30566 22,08508 64,22219 12,95108 302,3341
C14 0,5 5,445256 31,12496 0,673617 81,00842
C15 2,056228 0,240444 2,378414 0,17739 0,429283
C16 7,835362 0* 907,0259 0* 256

Cl7 0,17254 0,887279 2,732081 1,641483 5,426417
C18 0,121582 0,919179 19,7667 0,307786 38,31932
C19 1,808759 0,285436 18,63574 1,693491 12,16783
Cc20 0* 0* 349,7063 0,70466 50886,66
C21 8,544523 0,002678 7332,045 0* 1739209
C22 0,078836 1,82134 2,703822 0,447513 0,849685
C23 0,094405 1,741101 2,114036 2,034959 2,648178
Cc24 0,271684 1,419123 12,38052 0,413225 2,394957
C25 0,03901 0,64842 0,942785 0,714497 0,747425
C26 0,61132 7,594737 4,301978 0,624165 3,363586
C27 0,117848 1,918528 5,37029 0,358489 1,872544
C28 4,958831 97,34264 69,79249 15,08455 43,86505
C29 0,104748 1,274561 0,015679 0,476319 0,724471
C30 0,189465 0,600818 4,976047 0,221442 0,316439

*veriler 2 kez galisildi, ekspresyon saptanmadi.
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Kontrol grubunun RNA gen sonuglar1 tablosu (Tablo 7).

Tablo 7. Kontrol grubu 2”*-AACt verileri

Ornek no Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
S1PR1 SPHK1 S1PR3 CCN1 PLAU
K1l 48644,87 57,48047 51776,15 9607,864 3050,859
K2 0,283221 1,053361 1,630145 0,273573 0,200963
K3 0,389582 0,734584 0,82932 0,510506 0,192776
K4 0,136787 354395,3 711,6381 78,79324 916007,6
K5 0,895025 0,469761 4,084049 0,316439 1,394744
K6 0,333325 1,591073 2,958775 0,680657 0,99654
K7 1,148698 0,562529 1,42405 1,079228 0,550953
K3 0,130308 0,392292 0,510506 0,147624 0,149685
K9 0,920188 0,174948 0,397768 0,929805 13,50105
K10 0,737135 0,167822 0,474671 1,109569 0,091505
K11 0,250868 0,25 0,5 0,329877 0,126219
K12 0,003799 0* 0,053475 0,022561 0,061002
K13 1,993081 0* 85,03589 0* 0*
K14 0,388234 1,113422 6,126232 0,659754 1,30586
K15 69,55103 0* 6165,491 5556,651 11706,32
K16 1,85961 0* 77,70847 19,22618 0*
K17 0* 517,3511 0* 86,22295 0*
K18 2,136131 58,08123 586,0988 4,515858 3,160165
K19 4,40762 0* 109,8964 5,115942 3,850378
K20 1,618884 10,23188 62,24992 0,144586 6,430808
K21 139993,5 269513,9 18116,29 84695,64 28526,2
K22 1,287882 1,128964 1,448942 2,049114 5,314743
K23 1,301342 0,590496 0,942785 0,174948 0,209497
K24 2410,305 0,190122 1,197479 0,22688 0,232451
K25 1,310393 0,411796 0,671286 0,744839 0,136313
K26 0,115023 1,443929 1,808759 1,046085 1,79005
K27 0,326465 3,434262 2,938337 0,438303 0,750019
K28 0,315344 2,353813 3,530812 0,450625 1,172835
K29 1,068065 2,242332 2,436821 0,00586 0,995947
K30 0,229251 1,489677 3,863745 0,418994 0,747946

*veriler 2 kez ¢alisildi, ekspresyon saptanmadi.
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S1P1, S1PR3, SPHKI1, CCNI, PLAU genlerinin ¢alisma ve kontrol gruplarmin
ekspresyonlarinin korelasyonlarina bakildiginda bulunan anlamli sonuglar asagidaki gibidir:

Calisma grubunda S1PR1 ve SIPR3 genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda istatistiksel
anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=0,007 spearman rho=0,579).

Kontrol grubunda SIPR3 ve SPHKI genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda
istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=<0,001 spearman rho=0,882).

Kontrol grubunda S1PR3 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda istatistiksel
anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=0,002 spearman rho=0,653).

Calisma grubunda CCN1 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlari arasinda istatistiksel
anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=0,008 spearman rho=0,586).

Kontrol grubunda SPHK 1 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlari arasinda istatistiksel
anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=0,005 spearman rho=0,566).

Korelasyonlarin dagilimlar1 (Tablo 8)’da gosterildi.
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Tablo 8. S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ¢calisma ve kontrol gruplarinin ekspresyonlarinin korelasyonu

Correlation Matrix

S1PR1-C  SI1PR1-K S1PR3-C  S1PR3-K  SPHK1-C SPHKI1-K CCN1-C CCN1-K PLAU-C PLAU-K
S1PR1-C Spearman's rho —
p-value —
S1PR1-K Spearman's rho -0.002 —
p-value 0.993 —
S1PR3-C Spearman's rho 0.579 ** 0.011 —
p-value 0.007 0.968 —
S1PR3-K Spearman'’s rho 0.295 0.095 0.304 —
p-value 0.207 0.699 0.271 —
SPHK1-C Spearman's rho -0.213 0.073 0.034 -0.225 —
p-value 0.287 0.734 0.886 0.354 —
SPHK1-K Spearman's rho -0.036 -0.237 0.342 0.882 ***  -0.398 —
p-value 0.868 0.288 0.180 <.001 0.060 —
CCN1-C Spearman's rho -0.121 0.198 -0.253 -0.098 0.331 -0.213 —
p-value 0.547 0.351 0.267 0.689 0.099 0.330 —
CCN1-K Spearman's rho 0.090 0.350 -0.029 0.044 0.001 -0.155 0.331 —
p-value 0.676 0.102 0.913 0.860 0.996 0.480 0.123 —
PLAU-C Spearman's rho 0.014 -0.075 0.132 0.314 -0.041 0.410 0.586 ** 0.068 —
p-value 0.957 0.767 0.577 0.273 0.866 0.115 0.008 0.805 —
PLAU-K Spearman's rho -0.154 0.245 0.265 0.653 ** -0.143 0.566 ** -0.155 0.287 0.331 —
p-value 0.462 0.249 0.286 0.002 0.505 0.005 0.470 0.173 0.194 —

Note. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
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IDH mutasyonu olan ve olmayan hastalarda; S1P1, S1PR3, SPHK1, CCNI1, PLAU

genlerinin ekpresyonlarinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (Tablo 9).

Tablo 9. IDH mutasyonu olan ve olmayan hastalarda; S1P1, SIPR3, SPHK1, CCNI,
PLAU genlerinin ekpresyonlar

Independent Samples T-Test

Statistic p
S1PR1-C Mann-Whitney U 18.00 0.529
S1PR1-K Mann-Whitney U 13.00 0.373
S1PR3-C Mann-Whitney U 2.00 0.286
S1PR3-K Mann-Whitney U 7.00 0.800
SPHK1-C Mann-Whitney U 14.00 0.331
SPHK1-K Mann-Whitney U 14.00 0.431
CCN1-C Mann-Whitney U 11.00 0.196
CCN1-K Mann-Whitney U 11.00 0.304
PLAU-C Mann-Whitney U 5.00 0.600
PLAU-K Mann-Whitney U 8.00 0.146
Group Descriptives
Group N Mean Median SD SE
S1PR1-C IDH-wild 26 2.363 0.196 4.846 0.950
IDH-mutant 2 0.1723 0.1723 0.189 0.1333
S1PR1-K IDH-wild 23 0.883 0.388 0.995 0.207
IDH-mutant 2 1.1913 1.1913 1.134 0.8017
S1PR3-C IDH-wild 20 5.166 3.895 5.467 1.223
IDH-mutant 1 0.9428 0.9428 NaN NaN
S1PR3-K IDH-wild 19 1.732 1.424 1.580 0.363
IDH-mutant 1 0.8293 0.8293 NaN NaN
SPHK1-C IDH-wild 25 1.159 0.887 1.533 0.307
IDH-mutant 2 11.3667 11.3667 15.158 10.7183
SPHK1-K IDH-wild 22 1.310 0.577 2.192 0.467
IDH-mutant 2 0.3673 0.3673 0.519 0.3673
CCN1-C IDH-wild 26 1.932 0.499 3.977 0.780
IDH-mutant 2 6.8328 6.8328 8.653 6.1183
CCN1-K IDH-wild 22 1.809 0.555 4112 0.877
IDH-mutant 2 0.2553 0.2553 0.361 0.2553
PLAU-C IDH-wild 19 3.718 2.648 3.602 0.826
IDH-mutant 1 0.7474 0.7474 NaN NaN
PLAU-K IDH-wild 23 1.816 0.748 3.095 0.645
IDH-mutant 2 0.0964 0.0964 0.136 0.0964

Ki67% degerleri ile; S1P1, SIPR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekpresyonlari
arasinda korelasyona bakildiginda; Kontrol grubunda CCN1 gen ekspresyonu ortalamalart ile
Ki67% degeri arasinda istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon saptandi (p=007

spearman rho=0,561).
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9 ay ve daha kisa yasayan hastalar ile 9 aydan uzun yasayan hastalarda; S1P1, S1PR3,
SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekpresyonlarina bakildiginda; kontrol grubundaki S1PR1
ve CCN1’de istatistiksel anlamli fark goriildi (p degerleri sirasiyla, p=0,048, p=0,009) (Tablo
11). SIPR1 ve CCNI genlerinin 9 ay ve daha kisa yasayan hastalarda daha az eksprese
oldugu goriildii.

Tablo 10. 9 ay ve daha kisa yasayan ile 9 aydan uzun yasayan hastalarda; S1P1, S1IPR3,
SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekpresyonlari

Independent Samples T-Test

Statistic p
S1PR1-C Mann-Whitney U 84.0 0.599
S1PR1-K Mann-Whitney U 39.0 0.048
S1PR3-C Mann-Whitney U 42.0 0.387
S1PR3-K Mann-Whitney U 41.0 0.757
SPHK1-C Mann-Whitney U 75.0 0.479
SPHK1-K Mann-Whitney U 51.0 0.277
CCN1-C Mann-Whitney U 87.0 0.693
CCN1-K Mann-Whitney U 26.0 0.009
PLAU-C Mann-Whitney U 46.0 0.796
PLAU-K Mann-Whitney U 45.0 0.101
Group Descriptives
Group N Mean Median SD SE
S1PR1-C sagkalim < 9ay 16 2.826 0.231 5.401 1.3502
sagkalim >9 ay 12 1.380 0.187 3.621 1.045
S1PR1-K sagkalim < 9ay 15 0.579 0.326 0.609 0.1572
sagkalim >9 ay 10 1.401 1.295 1.246 0.394
S1PR3-C sagkalim < 9ay 11 4.851 2.114 6.031 1.8183
sagkalim >9 ay 10 5.089 4.243 4.955 1.567
S1PR3-K sagkalim < 9ay 13 1.594 1.197 1.372 0.3806
sagkalim >9 ay 7 1.861 1.449 1.950 0.737
SPHK1-C sagkalim < 9ay 15 2.152 0.874 5.539 1.4303
sagkalim >9 ay 12 1.619 0.932 2.081 0.601
SPHK1-K sagkalim < 9ay 14 1.689 0.649 2.675 0.7149
sagkalim >9 ay 10 0.592 0.501 0.553 0.175
CCN1-C sagkalim < 9ay 16 2451 0.499 4.636 1.1589
sagkalim >9 ay 12 2.057 0.636 4.173 1.205
CCN1-K sagkalim < 9ay 14 0.398 0.374 0.360 0.0961
sagkalim >9 ay 10 3.474 0.988 5.800 1.834
PLAU-C sagkalim < 9ay 10 3.248 2.522 3.050 0.9646
sagkalim >9 ay 10 3.891 2.618 4.164 1.317
PLAU-K sagkalim < 9ay 15 0.833 0.232 1.601 0.4133
sagkalim >9 ay 10 2.947 1.548 4.130 1.306
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Niiks olan ve olmayan hastalarda; S1P1, SIPR3, SPHK1, CCNI1, PLAU genlerinin
ekpresyonlarma bakildiginda; kontrol grubunda PLAU gen ekspresyon ortalamalarinda
istatistiksel anlamli fark goriildii (p=0,044) (Tablo 12). Kontrol grubundaki PLAU geninin niiks

olan hastalarda daha az eksprese oldugu goriildii.

Tablo 11. Niiks olan ve olmayan hastalarda; S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU

genlerinin ekpresyonlari

Independent Samples T-Test

Statistic p

S1PR1-C Mann-Whitney U 44.0 0.070

S1PR1-K Mann-Whitney U 49.0 0.288

S1PR3-C Mann-Whitney U 45.0 0.799

S1PR3-K Mann-Whitney U 30.0 0.353

SPHK1-C Mann-Whitney U 58.0 0.352

SPHK1-K Mann-Whitney U 45.0 0.372

CCN1-C Mann-Whitney U 64.0 0.430

CCN1-K Mann-Whitney U 35.0 0.081

PLAU-C Mann-Whitney U 43.0 0.877

PLAU-K Mann-Whitney U 33.0 0.044
Group Descriptives

Group N Mean Median SD SE

S1PR1-C niiks yok 8 0.327 0.139 0.605 0.214

niiks var 20 2.958 0.289 5.400 1.207

S1PR1-K niiks yok 8 1.415 1.218 1.389 0.491

niiks var 17 0.669 0.333 0.647 0.157

S1PR3-C niiks yok 7 4.859 2.732 6.353 2.401

niiks var 14 5.017 3.895 5.134 1.372

S1PR3-K niiks yok 6 1.013 1.183 0.678 0.277

niiks var 14 1.976 1.414 1.744 0.466

SPHK1-C niiks yok 8 0.743 0.570 0.577 0.204

niiks var 19 2.408 0.936 5.062 1.161

SPHK1-K niiks yok 7 0.557 0.563 0.560 0.212

niiks var 17 1.509 0.735 2.455 0.595

CCN1-C niiks yok 8 1.104 0.677 0.941 0.333

niiks var 20 2.753 0.467 5.095 1.139

CCN1-K niiks yok 8 1.867 1.063 1.929 0.682

niiks var 16 1.585 0.429 4.713 1.178

PLAU-C niiks yok 7 3.438 1.173 4.264 1.612

niiks var 13 3.640 2.648 3.324 0.922

PLAU-K niiks yok 8 3.555 2.475 4.437 1.569

niiks var 17 0.796 0.201 1.520 0.369
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TARTISMA

Yiiksek dereceli gliomalar giincel tedavilere ragmen erken niiks ve kisa sagkalim siiresi
olan bir hastaliktir. YDG’lerde kisa sagkalim ile ilgili en 6nemli faktdrlerden biri invazyondur.
Invazyon ile ilgili molekiiler galisma sayis1 son yillarda artmaktadir. Gliomanim invazyonunda
etkili oldugu diisiiniilen baslica 3 yolak mevcuttur. Bu yolaklar sonic hedgehog-GLI1, Wnt,
PI3K/Akt yolaklaridir. Biz ¢aligmamizda PI3K/Akt yolagini inceledik.

Calismamizda PI3K/Akt yolaginda yer alan SIPR1, S1PR3, SPHK1, PLAU, CCNI1
genlerinin ekspresyon miktarlarini in vivo kosullarda real-time per yontemi ile inceledik. Canli
insan tiimor rezeksiyon materyalleri (¢calisma grubu) ve perilezyoner lokalizasyonda histolojik
olarak normal tanimina uyan beyin dokusunda (kontrol grubu) bu genlerin tamaminin eksprese
oldugunu gordiik. Yoshida ve arkadaglart 2010 yilinda yapmus olduklar1 ¢alismada, normal
beyin dokusunda S1P1-2-3-5 in eksprese oldugunu ama S1P4 iin eksprese olmadigini bildirdiler.
(4). Guan ve arkadaslar1 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, glioma hiicrelerinde SPHK1’in
eksprese oldugunu bildirdiler (61). Li ve arkadasalar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada glioma
hiicrelerinde PLAU’nun ekprese oldugunu bildirdiler (70). Haseley ve arkadaglar1 2012 yunda
yaptiklart ¢alismada CCN1’in glioma hiicrelerinde eksprese oldugunu bildirdiler (71).
Literatiirde yer alan bu galismalar PI3K/Akt yolaginda yer alan bu genlerin ekspresyonlarinin
insan beyninde eksprese oldugunu ve gliomlarda ekspresyonlarinin degistigini géstermektedir.
Biz ¢caligmamizda ayn1 yolakta yer aldiklari tekil calismalarla gdsterilmis bu genlerin, hem canli
insan beyin dokusu ve gliomunda eksprese olup olmadiklarini teyid etmek hem de bu genlerin
gliom patogenezinde birlikte rol oynayip oynamadiklarini aragtirmay1 hedefledik.

S1PR1, S1PR3, SPHK1, PLAU, CCN1 genlerinin galisma ve kontrol gruplarinda her
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zaman eksprese oldugunu gordiik. Calisma ve kontrol grubundaki ekspresyon miktarlarini
karsilastirdigimizda; Caligma grubunda, S1IPR3 geninin ekspresyonun kontrol grubuna gore
artigim1 gordiik (p=0,021). Benzer sckilde, Young ve arkadaslart 2007 yilinda yaptiklari
calismada, glioma hiicrelerinde S1P1, S1P2 ve S1P3’{lin yiiksek ekspresyonunun gliomanin
proliferasyonunu arttirdigini bildirdiler (57).

Calismamizda, S1PR1, S1PR3, SPHKI1, CCN1 VE PLAU genlerinin gliomlarda
ekspresyonlarinda kendi iclerinde korelasyon olup olmadigina baktigimizda ¢alisma ve kontrol
gruplarinda goriilen istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar su sekildedir:

Calisma grubunda S1PR1 ve S1PR3 genlerinin ekspresyon oranlari arasinda istatistiksel
anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon (p=0,007 spearman rho=0,579); CCN1 ve PLAU
genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon
(p=0,008 spearman rho=0,586) goriildii.

Kontrol grubunda ise; SIPR3 ve SPHK1 genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda istatistiksel
anlamli yliksek oranda pozitif korelasyon (p=<0,001 spearman rho=0,882); SIPR3 ve PLAU
genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon
(p=0,002 spearman rho=0,653); SPHK1 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlar1 arasinda
istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon (p=0,005 spearman rho=0,566) goriildii.
Bu korelasyonlar bize bu genlerin gliom patogenezinde birlikte rol oynayabileceklerini
diistindiirmektedir. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda bu genler arasinda korelasyon olup
olmadig1 hi¢ calisilmamakla birlikte bu genlerin ayni yolakta yeralan bagka genler ile
gosterilmis korelasyonlar1 bulunmaktadir. Yoshida ve arkadaslar1 2010 yilinda yapmis olduklari
calismada S1P1-2-3-5’ in beyinde eksprese oldugunu ve birbirleri ile korelasyon gdsterdigini
belirtmektedir (4). Hait ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada SPHKI1’in apoptoz
diizenleme gorevinde SI1P subtipleri ile iligkisini arastirdiginda aralarinda korelasyon
gordiiklerini belirttiler (72). Li ve arkadaglar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢calismada PLAU nun
yiiksek ekspresyonunun tiimoriin derecesi, IDH mutasyonu durumu ve 1p19q durumu ile korele
oldugunu bildirdiler (70). Uneda ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, CCN1’in
ekspresyonunun glioblastoma hiicreleri ile korelasyon gosterdigini ama glioblastoma kok
hiicresine benzeyen hiicreler ile korele olmadigini bildirdiler (73).

Calismamizda IDH mutasyonu olan ve olmayan hastalarda; S1P1, S1PR3, SPHKI,
CCNI1, PLAU genlerinin ekpresyonlarinda anlamli fark gormedik. Calisilan IDH mutant gliom
sayisinin iki olmasi nedeniyle istatistiksel olarak bir yorum yapmamiz da miimkiin olmamuistir.
Dowdy ve arkadaglari 2020 yilinda yapmis olduklar1 deneysel ¢alismada, IDH mutasyonun

engellenmesinin S1P ekpresyonunu arttirdigini belirttiler (74). Li ve arkadaglar1 2021 yilinda
29



yaptiklar1 ¢alismada PLAU’nun yiiksek ekspresyonunun tlimoriin derecesi, IDH mutasyonu
durumu ve 1p19q durumu ile iligkili oldugunu bildirdiler (70). Yaptigimiz literatiir taramasinda
IDH mutasyon durumu ile SPHK1 ve CCN1 arasinda karsilastirmaya rastlanilmadi.

Calismamizda Ki67% degerleri ile; SIP1, SIPR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin
ekpresyonlart arasinda korelasyona baktigimizda, kontrol grubunda CCN1 gen ekspresyonu
ortalamalari ile Ki67% degeri arasinda istatistiksel anlaml1 yliksek oranda pozitif korelasyon
goriildli. Yaptigimiz literatlir taramasinda Ki67% degeri ile S1P1, S1PR3, SPHK1, CCNI1,
PLAU genlerinin ekpresyonlar1 arasindaki korelasyon ile ilgili yayin bulamadik.

Calismamizda 9 ay ve daha kisa yasayan ile 9 aydan uzun yasayan hastalarin; S1P1,
S1PR3, SPHKI1, CCNI1, PLAU genlerinin ekpresyonlara bakildiginda; Kontrol grubundaki
S1PR1 geninin, 9 ay ve daha kisa yasayanlarda daha az eksprese oldugu goriildii. Kontrol
grubundaki CCN1 geninin, 9 ay ve daha kisa yasayanlarda daha az eksprese oldugu goriildii.
Young ve arkadaslart 2007 yilinda yaptiklart ¢alismada gliomalarda S1P1 ve S1P3’iin CCN1
ekspresyonunu arttirdigin1 dolayisiyla hiicre invazyonunu arttirarak sagkalimi kisalttigini
belirttiler (57). Haseley ve arkadaglart 2012 yilinda yaptiklart ¢alismada, CCNI
ekspresyonunun yiiksek olmasini kisa sag kalim ile iliskilendirmektediler (71). 9 aydan kisa
yasayan hastalarda CCNlekspresyonu diisiik bulmamiz taradigimiz literatiir sonuglar ile
uyusmamaktadir.

Calismamizda niiks olan ve olmayan hastalarda; S1P1, SIPR3, SPHK1, CCN1, PLAU
genlerinin ekpresyonlarina baktigimizda; kontrol grubundaki PLAU geninin niiks olan
hastalarda daha az eksprese oldugu goriildii. Li ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
PLAU’nun yliiksek ekspresyonunu niikslerle ve kisa sagkalim ile iligkilendirmektedirler (70).

Bizim ¢alismamiza dahil edilen hasta ve kontrol grubunun 6rnek sayisinin az olmasi bir
dezavantaj olmakla birlikte caligmaya dahil edilen her kontrol spesmeninin ayni timor
hastalarindan alinmis olmasi, calisma ve kontrol gruplar1 arasindaki varyasyonlar
azaltmaktadir. Calismamizda istatistiksel anlamli sonucglarin ¢ogunlugunu kontrol grubunda
gormemiz ilging bir bulgudur. Yiksek dereceli glioma hastalarinda, ¢alisma grubu tiimoriin
nekroze alanlar igeren merkez kisimlarindan olugsmakta iken perilezyoner kisim mikroskopik
olarak ve histolojik olarak normal beyin dokusundan olugmakta idi. Yaygin genetik
anormalliklerin eslik ettigi bir hastalik olan gliomalarda, perilezyoner dokular ile tiimor
merkezindeki dokular genetik olarak benzer ekspesyon degisikliklerini farkli derecelerde
gostermis olabilir.

Caligmamizda ayni yolak iizerinde yer alan genlerin taze timor ve perilezyoner normal

beyin dokularindaki ekspresyon miktarlarinda meydana gelen anlamli degisiklikleri ve genler
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arasindaki anlamli korelasyonlar1 gdstermenin; bu yolak ile ilgili yapilabilecek daha genis
kapsamli ¢aligmalar i¢in bir temel oldugunu diisiiniiyoruz. Calistigimiz gen ekspresyonlarinin
protein ekspresyonu karsiliklarinin olup olmadigimi gérmek anlamli olurdu. Mevcut
calismamizin biit¢esi nedeniyle ¢alismamiza Western Blot c¢alismasi ekleyemedik. Anlamli
ekspresyon degisikliklerinin protein ekspresyonu diizeyinde de gerceklesip gerceklesmedigini
anlamak iizere bir devam c¢alismasi planlamamizin anlamli oldugunu diisiiniiyoruz.

Sonug olarak, PI3K/Akt yolagimin yiiksek dereceli gliom patogenezinde aktif bir yolak
oldugunu diisiiniiyoruz. Calistigimiz genlerin bu yolagin isleyisinde 6nemli rol oynayan genler
olabilecegine inaniyoruz. Daha biiyiik 6rnek gruplart ve protein ekspresyonu destegi ile
yapilacak daha biiylik 6l¢ekli caligmalar, bu genlerin, glioma invazyonunun modifiye edilmesi
icin kullanilabilecek hedefler olup olamayacagi veya prognostik dnem tasiyip tasimadiklari

konusunda bizi yonlendirecektir.
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SONUCLAR

Gliomalarin invazyon mekanizmasinda yer aldigi diisiiniilen S1PR1, S1PR3, SPHKI,

PLAU,

CCNI1 genlerinin ekspresyon miktarlarindaki degisikliklerin niiks ve sagkalim ile

iligkisinin ortaya konmasi ve glioma hastalarinin yasam siiresine etkisini gdzlemlemek i¢in

yaptigimiz ¢alismanin sonuglart sunlardir:

1.

S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin canli insan timor rezeksiyon
materyalleri (¢alisma grubu) ve perilezyoner lokalizasyonda histolojik olarak normal
tanimina uyan beyin dokusunda (kontrol grubu) eksprese oldugu goriildii.
S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ¢alisma ve kontrol grubundaki
ekspresyon miktarlar1 karsilagtirildiginda; SIPR3 geninde istatistiksel anlamli fark
goriildii (p=0,021). Calisma grubunda, S1IPR3 geninin ekspresyonun kontrol grubuna
gore arttig goriildii.
S1PR1, SIPR3, SPHK1, CCNI1 VE PLAU genlerinin ekspresyon miktarlari ¢alisma ve
kontrol gruplar1 kendi i¢lerinde incelendiginde bazi gen ekspresyonlarinin birbirleri ile
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir; istatistiksel anlamli sonuglar sunlardir:
Calisma grubunda S1PR1 ve S1PR3 genlerinin ekspresyon oranlari arasinda
istatistiksel anlaml1 yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildi (p=0,007 spearman
rho=0,579).
Kontrol grubunda S1PR3 ve SPHKI1 genlerinin ekspresyon oranlari arasinda
istatistiksel anlamli1 yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildii (p=<0,001 spearman
rho=0,882).
Kontrol grubunda S1PR3 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlari arasinda
istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildii (p=0,002 spearman

rho=0,653).
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iv. Calisma grubunda CCN1 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlari arasinda
istatistiksel anlamli yiliksek oranda pozitif korelasyon goriildii (p=0,008 spearman
rho=0,586).

v. Kontrol grubunda SPHK1 ve PLAU genlerinin ekspresyon oranlari arasinda
istatistiksel anlaml yiliksek oranda pozitif korelasyon goriildii (p=0,005 spearman
rho=0,566).

Bu korelasyonlar bizlere c¢alistigimiz genlerin tiimor patogenezinde birlikte rol
oynadiklarini diistindiirdii.

4. IDH mutasyonu olan ve olmayan hastalarda; S1P1, SIPR3, SPHK1, CCNI1, PLAU
genlerinin ekpresyonlarinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi.

5. Ki67% degerleri ile; S1P1, S1IPR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekpresyonlari
arasinda korelasyona bakildiginda; Kontrol grubunda CCN1 gen ekspresyonu
ortalamalari ile Ki67% degeri arasinda istatistiksel anlaml1 yiiksek oranda pozitif
korelasyon goriildii (p=007 spearman rho=0,561).

6. 9 ay ve daha kisa yasayan ile 9 aydan uzun yasayan hastalarda; SIP1, S1IPR3, SPHK1,
CCN1, PLAU genlerinin ekpresyonlarina bakildiginda; kontrol grubundaki S1PR1 ve
CCN1’de istatistiksel anlamli fark saptandi (p degerleri sirasiyla, p=0,048, p=0,009).
Kontrol grubundaki SIPR1 geninin, 9 ay ve daha kisa yasayanlarda daha az eksprese
oldugu goriildii. Kontrol grubundaki CCN1 geninin, 9 ay ve daha kisa yasayanlarda
daha az eksprese oldugu goriildii.

7. Niiks olan ve olmayan hastalarda; S1P1, S1IPR3, SPHK1, CCNI1, PLAU genlerinin
ekpresyonlarina bakildiginda; kontrol grubunda PLAU gen ekspresyon ortalamalarinda
istatistiksel anlamli fark saptandi. Kontrol grubundaki PLAU geninin niiks olan

hastalarda daha az eksprese oldugu goriildii.

Bu sonuglar, SIP1, SIPR3, SPHK1, CCNI1, PLAU genlerinin ekspresyonunun insan

gliomalarinda niiks ve sagkalim siireleri ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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OZET

Gliomalar primer beyin tiimorleri igerisinde en sik rastlanan histolojik tiptir. Erken
donemde tekrarlayan niiksler ile invaziv seyreden bu tiimdrlerin ortalama sagkalim siiresi 1-2
yildir (2). Iginde genetik mutasyonlar ve molekiiler anormallikler barindiran YDG’lerde
goriilen erken niiks ve kisa sagkalim tlimoriin invazyon ve neoanjiyogenez yolaklarinda rol
oynayan molekiillerde ¢esitli mutasyonlar ve ekspresyon degisikliklerine baglanmaktadir (3).
Molekiiler ve genetik olarak heterojen bir grup olan bu tiimoérlerde degisik invazyon ve
anjiyogenez yolaklar1 ile ilgili birgok ¢alisma yapilmakla birlikte bu ¢aligmalarin tamamina
yakini hiicre kiiltiirlerinde ya da deneysel hayvan glioma modellerinde yapilmistir. Tiimdrlerin
davraniglarinda tiimdriin in vivo mikro c¢evresel yapisi dnemlidir. Dolayisiyla insan kaynakl
tiimor rezeksiyon materyalleri kullanilarak yapilan ¢alismalarin timor davranisi ile ilgili daha
aydinlatici olacagini diisiinmekteyiz.

Yaptgimiz ¢alismada 29 hastadan elde edilen insan beyin tiimdr materyalleri ve
perilezyoner normal beyin dokusu kullanildi. PI3K/Akt yolaginda rol oynadig1 kabul edilen
S1P1, SIPR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekspresyonlar1 incelendi. Calismamiza dahil
edilen genlerin hepsinde ekspresyon goriildii. Calisma grubunda S1PR3’iin kontrol grubuna
gore ekspresyonunun arttigi goriildii. Calisma grubunda; SIPR1- SIPR3 ve CCNI1- PLAU
genleri arasinda istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildii. Kontrol
grubunda; S1PR3- SPHKI1, SIPR3- PLAU ve SPHK1- PLAU genleri arasinda istatistiksel
anlaml yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildii. Ki67% degeri ile kontrol grubu CCN1
ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli yiiksek oranda pozitif korelasyon goriildii. Kontrol
grubunda, 9 ay ve daha kisa yasayan hastalarda; SIPR1 ve CCNI1 ekspresyonun azalmis oldugu

goriildii. Kontrol grubundaki PLAU geninin niiks olan hastalarda daha az eksprese oldugu
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goriildii. Sonug olarak, S1P1, SIPR3, SPHK1, CCN1, PLAU genlerinin ekspresyonunun insan

gliomalarinda niiks ve sagkalim siireleri ile iliskili olabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Glioma, Sfingozin-1-fosfat, Neoplazm invazivitesi, Sfingozin

kinaz, Urokinaz plazminojen aktivatorii

35



INVESTIGATION OF THE EXPRESSION OF INVASION MARKERS
AND CLINICAL SIGNIFICANCE OF INVASION MARKERS IN HIGH-
GRADE GLIOMAS

SUMMARY

Gliomas are histologically the most common type among primary brain tumors. The
average patient survival time of these tumors are 1-2 years. These tumors have an invasive
course, with recurrences in the early period. (2). Early relaps and short survival seen in HGGs,
which contain genetic mutations and molecular abnormalities, are attributed to various
mutations and expression changes in molecules that play a role in the invasion and
neoangiogenesis pathways of the tumor (3). Although many studies have been conducted on
different invasion and angiogenesis pathways of these tumors, which are a molecularly and
genetically heterogeneous group, almost all of these studies have been conducted in cell cultures
or on experimental animal glioma models. The in vivo microenvironmental structure of the
tumor is important for the behavior of tumors. Therefore, we think that studies using human-
derived tumor resection materials will be more enlightening about tumor behavior.

In our study, human brain tumor materials and perilesional normal brain tissue obtained
from 29 patients were used. We examined the expressions of S1P1, SIPR3, SPHK1, CCNI,
PLAU genes, which are considered to play a role in the PI3K/Akt pathway. Expression of all
of these genes were observed in our study. It was observed that the expression of SIPR3 has
increased in the study group compared to the control group. There was a statistically significant
high positive correlation between expression of SIPR1- S1PR3 and CCN1- PLAU genes in the
study group. Also, there was a statistically significant high positive correlation between the
expression of SIPR3- SPHK1, SIPR3- PLAU and SPHK1- PLAU genes. Furthermore, there

was a statistically significant high positive correlation between CCN1 expression and Ki67%
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value in the control group. As for patients, the patients who lived less than 9 months; S1PR1
and CCN1 expression were decreased. In the control group it was observed that the PLAU gene
expression in the control group was less in patients with relapse. These results suggest that

S1P1, S1PR3, SPHK1, CCN1, PLAU genes may be associated with invasion, relapses, and

survival.

Keywords: Glioma, Sphingosine-1-Phosphate, Neoplasm Invasiveness, Sphingosine

kinase, Urokinase plasminogen activator
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