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OZET

Gliomlar, en sik goriilen primer beyin kanserleridir ve biyolojileri konusunda
bilgimiz yeterli olmadigindan, kiiratif tedavileri gliniimiizde miimkiin degildir. Son
yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismelerle, 6zellikle izositrat dehidrogenaz
(IDH1 ve IDH2) ve telomeraz revers transkriptaz (TERT) promotor mutasyonlarinin
glial timor olusumu ve sagkalim ile iligkisi ortaya konulmustur. Ancak,
mitokondriyal genomdaki degisikliklerin  bu siirecteki rolii tam olarak
bilinmemektedir. Bu arastirmanin amaci, gliomlardaki niikleer ve mitokondriyal
varyasyonlarin hastalik biyolojisi iizerindeki etkisinin arastirilmasidir. ilk olarak, 300
hasta 6rnekleminde IDH1 (R132), IDH2 (R140 / R172) ve TERT promotér (C228 /
C250) mutasyonlari analiz edilmis ve mutasyon profili goz 6niinde bulundurularak 4
molekiiler alt grup (sadece IDH-mutant, sadece TERT-mutant, ¢ifte-mutant, gifte-
negatif) belirlenmistir. Bu alt gruplar arasinda IDH mutasyonuna sahip hastalar daha
Iyi hastalik seyrine sahipken, sadece TERT mutasyonu olan hastalarin daha kati
prognoza sahip oldugu gosterilmistir. ikinci asamada, 59 hastada mitokondriyal
varyasyonlar, haplogruplar ve heteroplazmi oranlart yeni nesil dizi analizi ile
belirlenmistir. Mitokondriyal varyasyon ve haplogruplar, niikleer degiskenler
(IDH/TERT durumu) ve Klinik parametrelerle (cinsiyet, DSO simiflandirmast,
morfolojik asama) karsilastirilmis ve yapilan istatistiksel analizlerin sonucunda ATP
sentaz (Mt-ATP6 p=0,041) ve arjinin tRNA (mt-TR p=0,014) genleri ile kontrol
bolgesi DLOOP (p=0,003) 6zellikle IDH ve TERT mutasyonlari olmak {izere birgok
kategoride anlamli bulunmustur. mt-TR ve DLOOP1 bélgeleri Sanger dizileme ile
dogrulanmig ve hasta sayisi arttirilarak toplam 78 hastada DLOOP1 T16126C (IDH
p=0,05), C16278T (IDH/TERT p=0,05), C16296T (IDH/TERT p=0,01), T16311C
(DSO p=0,017) varyasyonlari istatistiksel olarak anlamli1 bulunmustur. Sonug olarak,
aragtirmamiz glial tiimorlerde mitokondriyal varyasyonlarin timor biyolojisini
yansitan niikleer ve klinik degiskenler ile olan iligkisini inceleyen ilk calismadir ve

klinik 6neme sahip olabilecek varyasyonlar 6ne ¢ikarilmistir.

Anahtar Sozciikler: Gliom, Mitokondriyal DNA, Mutasyon, Niikleer DNA, Yeni

nesil dizileme



SUMMARY

Effect of Mitochondrial-genomic Diversity and Mutations on Disease Biology in
Glial Tumors

Glioma is the most common primary brain cancer, with no possible curative
treatment today due to our limited knowledge on its biology. Recently, with the
developments in the field of molecular biology, mutations especially in isocitrate
dehydrogenase (IDH1 and IDH2) and telomerase reverse transcriptase (TERT)
promoter have been shown to be related with progression and survival of glial
tumors. However, the role of mitochondrial genome variations in this process is
unknown. The aim of this study is to investigate the effect of nuclear and
mitochondrial variations in gliomas on disease biology. First of all, 300 glioma
patients were analyzed for IDH1 (R132), IDH2 (R140 / R172) and TERT promoter
(C228 / C250) mutations and 4 molecular subsets (only IDH-mutant, only TERT-
mutant, double-mutant, double-negative) were identified according to the mutation
profiles. While IDH-mutant patients were demonstrated to have better survival
among these subsets, only TERT-mutant patients had worse prognosis. In the second
part, the mitochondrial variations, haplogroups and heteroplasmy ratios were
determined for 59 patients by next generation sequencing. Mitochondrial variations
and haplogroups were correlated with nuclear variations (IDH / TERT status) and
clinical parameters (gender, WHO classification, morphological grade). As a result
of the statistical analysis, ATP synthase (mt-ATP6 p=0.041), arginine tRNA (mt-TR
p=0.014) genes and control region DLOOP (p=0.003) were found to be significant in
several categories, including the IDH and TERT status. In order to confirm mt-TR
and DLOOP1 loci and increase the patient number, Sanger sequencing was used and
DLOOP1 T16126C (IDH p=0.05), C16278T (IDH/TERT p=0.05), C16296T
(IDH/TERT p=0.01), T16311C (WHO p=0.017) variations were found to be
statistically significant in total of 78 patients. In conclusion, our study is the first to
analyze the association of mitochondrial variations with nuclear and clinical
parameters representing tumor biology and the importance of variations that may
have clinical importance were highlighted.

Keywords: Glioma, Mitochondrial DNA, Mutations, Next generation sequencing,
Nuclear DNA



1. GIRIS VE AMAC

Glial tiimorler (gliomlar) histolojik ve molekiiler olarak heterojenite gosteren ve
neuroglial progenitor hiicrelerden gelistigi diistiniilen bir tiimor grubudur (1) ve
biitlin primer beyin tiimorlerinin yaklasik %30’unu (2), malign primer beyin
timorlerinin ise %80’ini olusturmaktadirlar (3). Tedavileri tiim bilimsel, teknolojik
ve tibbi gelismelere ragmen yiiz giildiiriicii degildir. Bunun asil nedeni glial timor
biyolojisinin yeterli bilinmemesi, molekiiler tanilarin ve siniflamalarin yetersiz

olmasidir.

2013 yilinda glial tiimorler ile ilk calismaya basladigimizda, eriskin diffiiz
gliomlar histolojik  o6zelliklerine gore (oligodendrogliom, astrositom ve
oligoastrositom) smiflandiriliyordu (2007 Diinya Saglik Orgiitii santral sinir sistemi
timorleri siniflandirmasi) (4). Gliomlar ile iliskili olarak en iyi bilinen molekiiler
parametre hiicrede oksidatif strese yol agarak kanseri tetikledigi bilinen izositrat
dehidrogenaz 1 (IDH1) ve IDH2 genleriydi (5). Ayrica, artmig telomeraz aktivitesi
sonucunda telomerlerin korunmasina ve tiimorlerin senesensten (yaslanma) kagisina
olanak saglayan telomeraz revers transkriptaz (TERT) geni promot6ér mutasyonlar1 da
yeni tanimlanmist1 (6, 7). Bu nedenle, genis bir gliom hasta 6rnekleminde glial timor

biyolojisi ile molekiiler parametreleri iliskilendirebilmek 6énem tasimaktaydi.

Bu genlerin yanisira, 8024.21 kromozom boélgesindeki rs55705857
polimorfizminin  6zellikle IDH-mutant glial tliimorlere yatkinligr arttirdig
gosterilmisti (8). Calisma ekibimiz tarafindan rs55705857 polimorfizmi de analiz
edilmis ve kontrol grubu (saglikli bireyler ve farkli kanserler) ile yapilan
karsilastirmada bu polimorfizmin IDH-mutant glial tiimor gelistirme riskini 16 kata
kadar arttirdigi saptanmistir. Bu risk artisinda MYC proto-onkogeninin diizenlenme

bozuklugunun etkili olabilecegi de gosterilmistir (9).



2016 yilinda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sonucunda, sadece
patolojik kriterlere dayali olan 2007 siniflandirmasinda bir iyilestirme gerekliligi
ortaya ¢ikmustir. Siniflandirmadaki giincelleme ile molekiiler parametrelerin (IDH

mutasyonu ve 1p/19q kodelesyonu) tan1 amagli kullanilmasi 6nerilmistir (10).

Mitokondri, hiicrenin enerji ve hiicre yapi taglarinin iiretimi i¢in vazgecilmez bir
organeldir. Kanser gibi hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasinin hizli ve biiylik Olcekte
oldugu durumlarda da enerji ve yapitasi sagladigi i¢in anahtar roldedir (11).
Mitokondriyal genom niikleer genoma gore son derece kiigiik ve hiicre genomundan
farkli olarak, matrilineal kalitim gosteren ayri bir genoma sahiptir (12, 13).
Mitokondriyal genom az sayida ve hiicre sagkalimi igin Onemli genleri
kodlamaktadir. Bu genlerin kanserde degisen ihitiyaclara nasil uyum sagladigi bugiin
icin bilinmemektedir. Mitokondriyal DNA’da (mtDNA) meydana gelen agir
mutasyonlar hiicre i¢ginde normal mtDNA ile karisik halde bulunurlar (heteroplazmi)
(14, 15). Mutant mtDNA yiizdesinin artigi, enerji metabolizmasindaki hasar
arttirmaktadir. Bu durum, bazal enerji ihtiyacinin yiiksek ve mevcut deponun diisiik
oldugu beyin dokusunun kanserlerinde daha da 6n plana ¢ikmaktadir (15). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ileri evre gliom olan glioblastomlarda (GBM) mtDNA
mutasyonlar1 gosterilmistir (16, 17). Ayrica, mitokondriyal genomda insanlar ve
insan topluluklar1 arasindaki polimorfizm kombinasyonunun meydana getirdigi
haplogruplarin kanser yatkinligini direkt olarak etkileyebilecegi bildirilmistir (11,
18).

Bu ¢alismanin amaci, niikleer ve mitokondriyal genomun gliom biyolojisi
lizerindeki etkisinin arastirilmasidir. Ilk asamada, biiyiik bir hasta 6rnekleminde
belirli niikleer varyasyonlar incelenecektir. ikinci asamada, mitokondriyal genom
yeni nesil yontemlerle dizilenecektir. Ortaya konacak niikleer ve mitokondriyal
varyasyonlarin timor biyolojisini yansitan klinik degiskenler ile olan iligkisi analiz

edilecektir. Arastirmanin hedefleri maddeler halinde asagida belirtilmistir:



1- Genis bir gliom hasta 6rnekleminde belirli niikleer genomik varyasyonlarin (IDH1
R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotor C250 ve C228 mutasyonlari)

incelenmesi;

2- Mitokondriyal genom i¢in yeni nesil yontemlerle dizileme yapilmasi, elde edilen
verilerin degerlendirilmesi (mitokondriyal varyasyonlarin, heteroplazmi oranlar ile

haplogruplarin belirlenmesi);

3- Saptanacak mitokondriyal varyasyonlarin belirli degiskenlerle olan iligkisinin
istatistiksel analizi [cinsiyet, DSO smiflandirmasi, morfolojik asama, niikleer genetik
degisiklikler (IDH, IDH/TERT durumu), haplogruplar];

4- Istatistiksel analiz sonucunda anlamli ¢ikan mitokondriyal bélgelerdeki
varyasyonlarin dogrulanmasi ve ¢aligilan hasta sayisinin arttirilmasi amaciyla Sanger

dizi analizi.

Bu calismada, daha yaygin arastirilmis niikleer genomun yanisira mitokondriyal
genomun da glial tiimor biyolojisine etkisi arastirilacaktir. Niikleer genomdan farkl
olan mitokondri biyolojisinin beyin timdrlerinin davranisina etkisi yeni ve az
arastirtlmig bir alandir. Literatiirde, glial tiimorlerde, mtDNA mutasyon ve
polimorfizmleri calisilan sadece birka¢ makale mevcuttur (16, 17). Literatiirden
bildigimiz kadariyla su ana kadar glial tiiméorlerde, niikkleer DNAdaki degisikliklerle,
mtDNA varyasyonlar1 ve haplogruplar1 arasinda iliski kurulabilen bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Nadiren galisilmis ve kanserdeki rolii tam olarak bilinmeyen

mtDNA genomunun arastirilmasi, son derece dnemlidir.

Bu dogrultuda, calismamiz sonucunda glial tiimoérlerin tani, tedavi ve prognozu
ile ilgili ¢cok onemli veriler elde edilebilecektir. Projemiz bu alandaki ¢aligmalar
acisindan iilkemiz i¢in Oncii olabilecek konumdadir. Cikacak sonuclardan, klinik
degeri oldugu saptanacak mitokondriyal genomik degisikliklerin, klinikte kullanimi

sOz konusu olabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glial Timorler

Primer beyin tiimorleri, santral sinir sistemindeki hiicrelerden kaynaklanan
heterojen tiimdorler grubudur ve iyi (benign) veya kotii huylu (malign) olabilirler (19).
Histolojik olarak birbirinden farkli, kendine 6zgii klinik 6zellikleri, tedavileri ve
prognozu olan 100°den fazla primer beyin timorii tanimlanmaktadir. Primer beyin
timorlerinin yaklasik %70’i malign olmayan (menenjiyomlar, hipofiz ve sinir kilifi

tiimorleri), %30’u ise malign (gliomlar) 6zelliklere sahiptir (Sekil 1) (2).

Gliomlar, sinir sistemi destek dokusu hiicrelerinden (glial hiicreler)
kaynaklanmaktadir (19) ve eriskinlerdeki malign beyin tiimorlerinin yaklasik
%80’ini  olusturmaktadirlar ~ (3).  Astrositomlar, oligodendrogliomlar  ve
ependimomlar1 (daha ¢ok pediatrik) kapsayan gliomlarin smiflandirmasi 2016

yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan giincellenmistir (10).
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Sekil 1: Primer santral sinir sistemi tiimorlerinin seyir dagilimlari. Oranlar 2012-
2016 yillarindaki verileri kapsayan CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the

United States) istatistik raporuna goére hazirlanmistir. Kaynak: Ostrom QT, Cioffi G,
Gittleman H, Patil N, Waite K, Kruchko C, et al. CBTRUS statistical report: Primary brain and other
central nervous system tumors diagnosed in the United States in 2012-2016. Neuro Oncol.
2019;21(Supplement_5):v1-v100.

2.1.1. Epidemiyoloji

2018 yilinda diinyada 300000 kadar yeni beyin timorii vakast saptanmistir (20).
Tiim kanserlerin yaklasik %]1,6’sin1 meydana getiren beyin tliimorlerinin insidansi
(3,2:100000) diger kanser tiirlerine kiyasla diisiik olsa da, mortaliteleri (2,5:100000)
tiim tedavi yeniliklerine ragmen oldukga yiiksektir (21). Genel olarak malign beyin
timorleri erkeklerde kadinlardan daha fazla goriilmektedir (insidans 3,9:100000’e
kars1 3,1:100000) (21). Primer tiimorler, beyaz wrkta diger irklara gore daha fazla
saptanmaktadir (22). Tim santral sistem tiimorleri i¢in ortalama tani yasi 59 olmakla
birlikte  (23), gliomlarin insidansi, astrositomlar c¢ocuk ve genglerde,
oligodendrogliomlar 30-40 yaslarinda ve glioblastomlar 60-70 yasinda olmak tizere

histolojilerine gore farklilik gostermektedir (22).



2.1.2. Smiflandirma

Gliomlar yakin zamana kadar genel 6zelliklerine gore sirasiyla oligodendrosit ve
astrosit hiicrelerinden meydana gelen oligodendrogliomlar (Sekil 2) ve astrositomlar
ile karigik glial temele sahip oligoastrositomlar olarak isimlendirilmekteydi (1, 4) ve
timoriin biiyiime potansiyeli ile agresifligine gore derece I’den (oligodendrogliomlar
ve astrositomlar) derece IV astrositomlar olarak tanimlanan glioblastoma multiforme
(GBM)’a kadar asamalandirilmaktaydi. Sekonder GBM’ler ise daha onceden var

olan diisiik dereceli astrositomlardan ilerleme gosteren tiimorlerdir (4, 24).
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Sekil 2: Noroglial koken agaci. Kendini yenileyen, ortak progenitér hiicreler,
olgunlagmis ndron, astrosit ve oligodendrositlere farklilasacak noéronal ve glial
progenitorleri {iretmektedir. Progenitér hiicreler heniiz tam olarak bilinmeyen

molekiiler mekanizmalarla malign 6zellikler edinmektedir. Kaynak: Huse JT, Holland EC.
Targeting brain cancer: advances in the molecular pathology of malignant glioma and
medulloblastoma. Nat Rev Cancer. 2010;10(5):319-31.



Tiimérlerin histolojik ozelliklerine gére yapilan simiflandirmada (DSO 2007
santral sinir sistemi tiimorleri siniflandirmasi), tiimorlerin 6zellikle infiltrasyon,
mitotik aktivite, nekroz, vaskiiler yapilanma gibi 6zellikleri hematoksilen ve eosin
boyali kesitlerde 151k mikroskobunda incelenmekte ve belirli proteinlerin analizi
immiinohistokimyasal olarak calisilmaktaydi (4, 24). Ancak, bu simniflandirmanin
Oznel olmasi, son 20 yilda yapilan calismalarda sik goriilen ve daha nadir beyin
tiimorii olusumlarinin genetik temelinin agikliga kavusturulmasiyla, bu degiskenlerin
tiimor smiflandirmasinda kullanilmasinin daha yararli olabilecegi anlasilmig ve 2016
yilinda DSO tarafindan siiflandirmada kapsamli bir revizyon yapilmistir (10, 25).
Boylece, siniflandirmada fenotipik 6zelliklerle birlikte izositrat dehidrogenaz (IDH)
mutasyonu ve 1pl19q kodelesyonu gibi belirli molekiiler parametrelerin de tani
amactyla kullanilmasi i¢in gerekli standartlar olusturulmus, histolojik ve molekiiler
genetik  sonuglarin  uyumsuz oldugu durumlarda smiflandirmanin = genotip
Ozelliklerine gore yapilmasi daha aydinlatici olarak degerlendirilmistir (10). Bu
smiflandirma ile tanisal kriterler, tanisal test yaklasimlari, derecelendirme (grading),
prognoz ve tedavi planlamalar1 yeniden diizenlenmektedir (19). DSO 2016 santral
sinir sistemi tlimorleri siniflandirmasindaki eriskin diffiiz gliomlarin siniflandiriimasi

Sekil 3’te 6zetlenmistir (26).

Diffiiz gliomlarin derecelendirmesi hala mitotik aktivite, vaskiiler proliferasyon
ve nekroz dzelliklerine gore yapilmaktadir (24). Konvansiyonel oligodendrogliomlar
DSO derece 11 iken, yiiksek hiicresellik, atipik sitoloji, nekroz, vaskiiler proliferasyon
gosterenler derece 11l olarak isimlendirilmektedir. Belirgin mitotik aktivitesi olan
diffiiz astrositomlar DSO derece III olarak degerlendirilirken, GBMler (DSO derece

IV) vaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz varligi ile tanimlanmaktadir (27).
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Sekil 3: Eriskin diffiiz gliomlarm DSO 2016 smiflandirmasina dahil olan molekiiler
alt tiplendirmesi. Molekiiler tan1 (IDH mutasyonu ve 1p19q ko-delesyonu durumu)
ile birlestirilmis histolojik degerlendirme, DSO 2016 smiflandirmasina dahil erigkin
diffiiz gliomlarin baslica bes alt tipi (IDH-yabanil tip GBM, IDH-mutant GBM, IDH-
yabanil tip astrositom, IDH-mutant astrositom, IDH-mutant oligodendrogliom)
tanimlanmaktadir. Kaynak: Molinaro AM, Taylor JW, Wiencke JK, Wrensch MR. Genetic and
molecular epidemiology of adult diffuse glioma. Nat Rev Neurol. 2019;15(7):405-17.

2.1.3. Etiyoloji, klinik ézellikler ve prognoz

Gliomlar genellikle beynin dort lobunda (%23,6 frontal, %17,4 temporal, %10,6
parietal, %2,8 oksipital) meydana gelmesine ragmen, nadiren beyin sap1, serebellum

ve omurilikte de bulunabilmektedirler (23).

Primer beyin tiimorii olan hastalarin ¢ogunda tanimlanabilir bir risk faktorii
bulunmamaktadir (19). Erigkin diffiiz gliomlarin %5’inden az1 Li-Fraumeni
sendromu, norofibromatozis, Lynch sendromu, melanom-noral sistem timor
sendromu, Ollier hastalig1 ve tiiberoz skleroz gibi tek gene baglh kalitsal kansere
yatkinlik sendromlarindan kaynaklanmaktadir (28, 29). Bu ailesel kanser
sendromlarindaki gliomagenez, spontan olarak kabul edilen gliomlardan farklilik

gosterebilmektedir (30).
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Son yillarda dizi analizi teknolojilerindeki gelismeler ve genom ¢apindaki
iligkilendirme g¢aligmalar1 (GWAS) ile gliom riskini arttirabilecek bazi varyasyonlar
tamimlanmistir. Bunlar arasinda, gliom gelisimi ile iliskilendirilmis istatistiksel
olarak en anlamli varyasyonlar 8q24 kromozomal bolgesindekilerdir (8). Ozellikle
8g24.21 bolgesinde yerlesimli rs55705857 polimorfizminin G-alelinin IDH-mutant
gliom gelistirme riskini 16 kata kadar arttirabilecegi saptanmistir. Bu risk artisinda
Ras/MAPK yolaklarmin ve reseptor tirozin kinaz (RTK) aktivasyonunun etkili
olabilecegi de gosterilmistir (9). Bu polimorfizm gliom dokular1 ve hiicre hatlarinda
ifadesinin artmis oldugu bildirilen CCDC26 geninde bulunmaktadir ve CCDC26-
SIRNA’nin  (susturucu RNA) gliom biiylimesini ve metastazi engelledigi
gosterilmistir (31). Ancak bu varyasyonun islevsel 6neminin tam olarak anlagilmasi

icin in vivo ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Iyonize radyasyona ozellikle cocukluk caginda maruz kalmak diffiiz gliomlar
icin en gii¢lii ¢evresel risk faktortidiir, ancak bu durum vakalarin az bir kismini
aciklamaktadir. Diffiiz gliom riski doza baghdir ve hem atom bombasi
kazazedelerindeki gibi diisik doz, hem de c¢ocukluk c¢agi enfeksiyonlar1 ve
kanserlerinin tedavisinde kullanilan yiiksek dozlu terapotik radyasyon gliom riskini
arttirmaktadir. Ornegin, terapotik radyasyon gliom riskini 3-7 Kat arttirmaktadir (32,
33).

Gliom hastalarinda, siddetli bas agris1 siklikla goriilen ilk belirtilerdendir. Bas
agrisi, biiyiiyen kitlenin gevre dokuya uyguladig kiitle etkisinden kaynaklanmakta ve
bu etki nedeniyle mikrovaskiiler yapida basing olusarak 6dem gelismektedir (34).
Beyindeki tiimoériin yerlesimine bagli olarak kiitle etkisiyle farkli belirtiler (frontal
bolge tiimorlerinde kisilik degisiklikleri, temporal bolge tiimorlerinde konugma
bozukluklar1 gibi) ortaya ¢ikabilmektedir. Kiitle etkisine baglh diger belirtiler, mide
bulantisi, kusma ve goérme bozukluklaridir. Sik goriilen ilk belirtilerden digeri
nobettir. Nobetlerin nedeni ise tiimoriin serebral kortekse uyguladigi iritasyon

sonucunda meydana gelen bolgesel veya genel nobetlerdir. Gliomlarin diger
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belirtileri, karincalanma hissi, gli¢ kaybi, yiiriime zorlugu ve nadir durumlarda

tiimordeki kanamaya bagli gelisen koma durumudur (35).

Bir¢cok primer beyin tiimori igin Oncelikli tedavi, hastanin hayat kalitesini
iyilestirmek ve sagkalimi arttirmak amaciyla azami giivenli rezeksiyondur (36-38).
Ancak, beyindeki fonksiyonal merkezlerin birbirine ¢ok yakin olmasi her zaman
biitiinsel rezeksiyona izin vermemektedir ve glial hiicrelerin infiltratif olmalari
nedeniyle kisa siirede relaps gelisebilmektedir. Cerrahi tedavinin yanisira radyoterapi
ve kemoterapi (standart olarak Temozolomide tedavisi) de uygulanabilen tedaviler
arasindadir (39). Ancak, tedavilerin basarilar1 tim gelismelere ragmen oldukga

kasithidir.

Gliomlarin prognozu DSO 2016 smiflandirmasindaki 5 alt tipe gore degisiklik
gostermektedir (26). Daha kotii prognoza sahip IDH-yabanil tip GBMler ile
kiyaslandiginda (ortalama sagkalim siiresi 15 ay), IDH-mutant GBMler’in prognozu
biraz daha iyidir (ortalama sagkalim siiresi 3,6 yil). IDH-yabanil tip astrositomlarin
prognozu derecelendirmeden (II veya III) bagimsizdir ve IDH-yabanil tip GBMler ile
benzerlik gostermektedir (ortalama sagkalim sadece 23 ay). Buna karsin, IDH-
mutant astrositomlarin ortalama sagkalim siiresi 9,3 yildir. Gliomlar arasinda en iyi

prognoza sahip oligodendrogliomlarda ortalama sagkalim siiresi 17,5 yildir (40-42).

2.1.4. Molekiiler parametreler

Diinya Saglik Orgiitii 2016 santral sinir sistemi tiimdrleri siniflandirmasina gére,
beyin timdrlerinin siniflandirilmasinda  ve primer ile sekonder GBMler’in
birbirinden ayrilmasinda histolojik &zelliklerden ¢ok molekiiler parametrelerin
kullanilmast 6nerilmistir (10). Bu parametreler genel olarak IDH mutasyonlarini,

1p19q kodelesyonlarini, Capicua transkripsiyonel repressor (CIC), uzak upstream
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element baglama proteini 1 (FUBP1), telomeraz revers transkriptaz (TERT)
promotdr, X-bagimli a-talasemi/mental retardasyon sendromu (ATRX) ve timor
proteini 53 (TP53) mutasyonlarini, epidermal biiyiime faktori reseptorii (EGFR) gen
alterasyonlarini, fosfataz ve tensin homolog (PTEN) mutasyon veya delesyonlarini
(10g delesyonu) ve siklin-bagimli kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A) homozigot
delesyonunu kapsamaktadir (Sekil 4) (43-47).

Histopatoloji | Astrositom | | Belirsiz | | Olgodendmgiom |
1 |
A""-J i T~ Y
IDH-yabaml tip IDH-mutart DH-mutant  [DEH-yabanl tip
| P
Diger durumlar e .y N
diglandiktan sonra ) )
1p/19 1p/18g
kodelesyonu vok kodelesyonu
CIC
ATRX, TP53 ATRX, TP53 FUBP1
TERTp
D50 Astrositom, Astrositom, (Olizodendrogliom.
derece II e il IDH. mutant IDH.-mutant ve
1p/19g-kodelesyonul
ATRX
CDKN2A CDKN2A PTEN TP53 -
. ¥ y y CDKN2A EGFR EGFRuIl
DSO ) _ - EGFRUII COKNIA
derece IT]  [rmeplastik Anaplastik G CDKN2A PTEN
lastrositom, astrositom, oligodendrogliom, PTEN TERTp
MDH-yabanil tip| IDH-mutant IDH mutant ve TERTp
1p/19g-kedelesyonu Y
DSO Glioblastom, | Glioblastom,
derece TV IDH-mutant | IDH-yabaml tip

Sekil 4: Eriskin diffiiz gliomlarin 6nemli molekiiler parametrelere gore
siniflandirilmasi. Kaynak: Park SH, Won J, Kim S, Lee Y, Park CK, Kim SK, et al. Molecular
testing of brain tumor. J Pathol Transl Med. 2017;51(3):205-23.

2.1.4.1. izositrat dehidrogenaz (IDH1 ve IDH2) mutasyonlari

Izositrat dehidrogenaz baslica karaciger, kalp kasi ve iskelet kasinda bulunan
kiicik bir proteindir (48). Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, glutamin
metabolizmasi, lipogenez, glukoz duyarliligt ve hiicresel redoks durumunun

diizenlenmesinde yer almaktadir (49, 50). IDH, oksidatif dekarboksilasyon ile
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izositrat1 a-ketoglutarata (a-KG) doniistiirmektedir (Sekil 5) ve nikotinamid adenin
dintikleotit fosfatin (NADP+) NADPH’ye indirgenmesinde énemli rol oynamaktadir
(51). IDH’mm NADP-bagimli IDH (IDH1 ve IDH2) ve NAD-bagimli IDH (IDH3)
olmak {izere in vivo iki formu bulunmaktadir (52). Bunlar arasinda antioksidan
etkilere sahip olan IDH1, sitoplazma ve peroksizomlarda bulunmakta ve lipid
sentezinde rol almaktadir. IDH2 mitokondride yerlesimlidir ve bircok dokuda sitrik
asit dongiisiinde Oonemli bir yere sahip olmakla birlikte 6zellikle hiicresel enerji

metabolizmasinda gorev almaktadir (51).

Giiniimiizde IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin akut myeloid 16semi (53), diisiik
dereceli gliomlar ve sekonder GBMler’de (5) siklikla saptandigi ancak primer
GBM’lerde nadir goriildiigii bildirilmistir (44, 54).

OH NADP* MNADPH COZ NADPH
HO OH \’(d\n/ s 2 M H
o ‘o o IDH1/2 WT o IDH1/2 Mutant o)

a—Kketoglutarat D-2-hidroksiglutarat
(0—HG) (D2-HG)

izositrat

Sekil 5: Mutant IDH enzimlerinin degismis enzim aktivitesi. IDH1 ve IDHZ2,
NADP+’yi kofaktor olarak kullanarak oksidatif dekarboksilasyon ile izositrattan o-
KG olusturulmasimi1 katalizlemekte ve reaksiyon sonucunda NADPH ve CO»
tretilmektedir. IDH1 ve IDH2’nin aktif bolgelerindeki tekrarlayan mutasyonlar
fonksiyon kazanimima neden olarak, NADPH kullanimi ile o-KG’nin D2HG’ye

doniisiimiine neden olmaktadir. Kaynak: Waitkus MS, Diplas BH, Yan H. Isocitrate
dehydrogenase mutations in gliomas. Neuro Oncol. 2016;18(1):16-26.

Gliomlar ile IDH mutasyonu arasindaki iliski ilk olarak 2008 yilinda Parsons ve
arkadaglarinin yaptii GBM vakalarinin analizlerinde, 6zellikle daha 6nce diisiik
dereceli astrositom ge¢misi olan (sekonder GBM) geng hastalarda gosterilmistir (54).
Fonksiyon kazanimima neden olan mutasyonlar, ¢ogunlukla (%90’dan fazlasinda)
IDH1 geni 132. kodondaki arjininin histidine doniismesinden (Argl32His
mutasyonu) kaynaklanmaktadir (5) ve ayrica diisiik frekansta IDH2 geni 172.

14



kodonda da saptanmaktadir (Sekil 6) (51). IDH mutasyonlar1 neredeyse her zaman

heterozigot durumdadir (55).

Mutant IDH (mutasyonun tilirlinden bagimsiz olarak), normal enzimatik
aktiviteyi engelleyerek, bunun yerine NADPH bagimli sekilde a-KG’den D-2-
hidroksiglutarat (D2-HG) onkometabolitini (Sekil 5) iiretmektedir (56-58). IDH-
yabanil tip hiicrelerle karsilastirildiginda, IDH-mutant hiicrelerde D2-HG 50-100 kat
fazla bulunmaktadir (56, 59).

Gen Mutasyon Aminoasit degisikligi Frekans (%)

IDH1 c.395G=A R132H 835-889
C.394C=T R132C 3.9-4.1
C.394C=A R132S 15-24
c.394C=G R132G 0.6-1.3
C.395G=>T R132L 03-41

IDHZ2 c.515G=A R172K 2.4-2.7
c.515G=T R172M 0.8-1.8
CS514A=T R172W 0.0-0.7
c.514A=>G R172G 00-1.2

Sekil 6: Gliomlarda goriilen 6zgiil IDH mutasyonlariin frekanslari. Kaynak: Waitkus
MS, Diplas BH, Yan H. Isocitrate dehydrogenase mutations in gliomas. Neuro Oncol. 2016;18(1):16-
26.

D-2-hidroksiglutarat yapisal olarak o-KG’ye benzediginden, o-KG-bagimli
dioksigenazlarin Katalitik aktivitesini inhibe etmekte (60) ve sonug olarak histon
modifikasyonu ve DNA demetilasyonundaki 6nemli basamaklara zarar vermektedir
(56). CpG adaciklarindaki hipermetilasyon, timor baskilayict  genlerin
inaktivasyonuna ve epigenetik modifikasyon nedeniyle glioma kok hiicre

farklilasmasindaki gen ifadelerinin degismesine neden olmaktadir (61).

Izositrat dehidrogenaz mutasyonlarinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) ifadesini arttirarak tiimor mikroortamininin olusmasini tesvik ettigi ve GBM

kok hiicre gelisimine uygun ortam sagladigi gosterilmistir (62), VEGF
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transkripsiyonu  hipoksi ile indiiklenen faktoér-lo.  (HIF-lo) tarafindan
baglatabilmektedir ve hipoksi VEGF’de artisa neden olabilmektedir (63). IDH
mutasyonlart mikrodamar olusumunu tesvik etmek tlizere VEGF’yi indiikleyecek

sekilde HIF-1a yikimin1 engelleyebilmektedir (64).

Daha iyi prognoz ile iliskilendirilmis IDH1/2 mutasyonlari, derece Il ve llI

gliomlarin %70-80’inde, oligodendrogliomlarin ise hepsinde goriilmektedir (65).

2.1.4.2. 1p19q kodelesyonu ve FUBP1 ile CIC geni mutasyonlar

1p19q kodelesyonu 1. kromozomun kisa kolu (1p) ile 19. kromozomun uzun
kolu (19q) arasindaki resiprokal translokasyon [t(1;19)(p10;q10)] sonucu tliremis bir
dengesiz kromozom kaybina neden olmaktadir (66, 67). Oligodendroglial kokenli
tiimorlerde erken bir genetik olay olan 1p19q kodelesyonu daha iyi prognoz ve belirli
kemoterapi kombinasyonlarina yanit ile iligskilendirilmistir (47).
Oligodendrogliomlarn %80’inde bulunan 1p19q kodelesyonlar1 (68), tipik olarak
IDH mutasyonlar1 ile birliktedir (44) ve DSO 2016 siniflandirmasma gore
oligodendrogliom tanisinda IDH mutasyonu ile birlikte 1p19q kodelesyonu da olmak
zorundadir (10).

1p31.1 kromozom bdlgesinde yerlesimli FUBP1 geni ve 19913.2 kromozom
bolgesinde bulunan CIC genindeki tekrarlayan (rekiirren) mutasyonlar,
oligodendrogliomlarin sirasiyla %15-24 ve %46-53’linde 1p19q kodelesyonu (ve
IDH mutasyonu) ile birlikte saptanmaktadir (69-71). IDH1 ile birlikte CIC veya
FUBP1 mutasyonunun varligi, oligodendromlarda daha yavas olan timor

biiylimesini ve daha uzun siireli sagkalimi kismen agiklayabilmektedir (72).
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2.1.4.3. Telomeraz revers transkriptaz (TERT) mutasyonlari

Replikatif yaslanma, hiicre boliinmesi sonucunda meydana gelmektedir.
Kromozom uglarinin tamamlanmamis replikasyonu, telomerlerin giderek kisalmasina
ve boylece DNA hasar1 kontrol noktasi sinyalinin harekete ge¢cmesine ve hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olmaktadir (73). Telomer uzunlugu kok/progenitor ve
esey hiicrelerde telomeraz ile siirdiiriilmektedir (73). Telomeraz holoenzimi; birlikte
hareket ederek kromozom wuglarina tekrarlayan DNA dizileri eklemek {iizere
telomerlerin uzamasini saglayan ¢ alt iiniteden meydana gelmektedir. Bunlar, 5.
kromozomdaki TERT geni tarafindan kodlanan Kkatalitik alt iinite olan TERT,
diskeratin ve kalip telomeraz RNA komponentleridir (73, 74). TERT ifadesi
normalde hemen hemen tiim somatik hiicrelerde susturulmustur ve telomerazin
yeniden aktiflesmesi replikatif yaslanmadan kagis ig¢in Onemli bir faktér olarak

kanserin ayirici 6zelliklerinden biridir (75).

Telomeraz revers transkriptazin promotoriindeki tekrarlayan, birbirini dislayan
nokta mutasyonlar1 ilk olarak melanom ve sonrasinda primer GBM ve
oligodendrogliomlarda yiiksek siklikta olmak {izere farkli tiimdrlerde de
gosterilmistir (7, 76, 77). TERT promotoriinde gliomlarda en sik rastlanan iki
mutasyon C228T ve C250T dir ve TERT baslangi¢ noktasina gore sirasiyla -124 baz
cifti (bg) (chr5pl3.3:1295228 C>T) ve -146 bg¢ (chr5p13.3:1295250 C>T)’de
yerlesimlidirler (7). TERT promotdr mutasyonlari GA-baglanma proteini alfa tinitesi
(GABPA) olarak isimlendirilen, E26 transformasyon-spesifik (ETS) ailesi
transkripsiyon faktorii igin kriptik baglanma bolgesi yaratarak telomerazin
transkripsiyonel aktivitesinde artisa ve boylece telomer uzamasina neden olmaktadir
(Sekil 7) (78-81). TERT promotor mutasyonlart IDH-mutant gliomlarda iyi prognoz
ile, IDH-yabanil tip gliomlarda ise kotii pognoz ile iligkilendirilmistir (82).
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245bp | -146 bp -124bp -57bp
152853669 CIT | 1,205250C>T || 1,295228¢>T | | 1,295,161A5C

ATG

-2000 1000 260*
ERE DR3 AP ERISP1 AP-1 MZF2 WTH ETS EBox ETS SP1 sP1 JsP1 ETS
| BIEE e JII T Wﬁ ﬂ .
v‘// o

{ TCAAAGGCCGTC
AGTTTCAGGCAG

CGCGAGGGGTGC \ [ GGGAAGGCCCAG | | GGGAAGGCCCGG

ETS2

GCGCTTCCCACG / | CCCTCCCGGGTC | | CCCCTCCGGGCC

Sekil 7: Farkli regiilator elementler ve kansere 6zgii mutasyonlarin yerlesimi ile
TERT promotoriin yapisi. Dis1 turuncu kutucuk ile isaretli TERT promotor i¢inde ii¢
mutasyon gosterilmistir. ATG baglangi¢c kodonuna gore -57, -124 ve -146 (kirmizi
kutucuk igerisinde), pozisyonlardaki mutasyonlar ETS transkripsiyon faktorii
baglanma bolgeleri yaratmaktadir. -245 T>C polimorfizmi (yesil kutucuk igerisinde),
ise varolan ETS2 baglanma bolgesini bozmaktadir. ERE, DR30, AP-1, ER/SP1,

MZF-2, WT1 farkl regiilator elementlerdir. TSS: Transkripsiyon baslangi¢ noktast.
Kaynak: Heidenreich B, Kumar R. TERT promoter mutations in telomere biology. Mutat Res.
2017;771:15-31.

2.1.4.4. Diger molekiiler parametreler

Oligodendrogliomlar ve IDH-yabanil tip GBMler’in aksine IDH-mutant
astrositomlarda TERT promot6ér mutasyonlari seyrektir. Bu tiimorlerde telomer
uzunlugu alternatif bir mekanizma ile, ¢ogunlukla TP53 mutasyonlar1 esliginde,
ATRX genindeki mutasyonlar ile saglanmaktadir. ATRX, 6lim (death) domaini iliskili
DAXX proteini ile birlikte telomerlerde kromatin yapisini idame ettiren ATRX
proteinini kodlamaktadir (74). ATRX degisiklikleri (alterasyon), artmis telomer
homolog rekombinasyonu ve sonrasindaki telomer uzamasi ile karakterize alternatif

telomer uzamasi ile oldukga iligkilidir (83).

Epidermal biiylime faktorii reseptoriic (EGFR), proliferasyon, sagkalim, gog¢ ve

timorogenez gibi ¢esitli sinyal yolaklarinin ve fizyolojik yanitlarin baglica
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aktivatoriidiir. EGFR, GBM hastalarinin %40’mda artmis haldedir ve genellikle
yiiksek dereceli klasik tiimorlerle iligkilidir. GBM’de EGFR’nin fazladan onlarca
kopyast bulunabilmektedir (84). EGFR artis1 olan hastalarin yaklasik yarisinda,
ekzon 2-7’nin delesyonundan (EGFRVIII) kaynaklanan siirekli aktif mutasyon
bulunmaktadir (85). EGFRvVIII, “double minute” olarak isimlendirilen kii¢iik
ekstakromozomal DNA pargalar1 tarafindan ifade edilmektedir (86). EGFR artis1 ya
da mutasyonunun genellikle kotii sagkalimla iliskili oldugu bildirilmistir (87, 88). Bu
molekiiler belirtecin  RTK inhibitorlerine yanit igin gdsterge olabilecegi
degerlendirilmektedir. Ancak bu timdrler RTK inhibitor tedavisine yanit vermesine

ragmen, tedaviye direngli hale gelebildigi de bildirilmistir (89).

Timor proteini 53 (TP53), 17p13.1 kromozomal bolgesinde yerlesimli tipik bir
timor baskilayict gendir. P53 proteini, hedef genlerinin ifadesini saglamak tizere
farkl hiicresel streslere yanit vermektedir, boylece hiicre dongiisiintin durdurulmast,
apoptoz, yaslanma, DNA tamiri veya metabolik degisiklikleri tetiklemektedir (90).
Mutant TP53 genleri veya yabanil tip pS3°ten daha uzun siireli yarilanma Oomriine
sahip agir1 ifade edilen anormal p53 proteini Li-Fraumeni sendromu ve herediter
gliomlar da dahil olmak tizere farkli kanserler ile iliskilendirilmistir (91). P53 sinyal
yolagt GBMler de dahil olmak {izere astrositik tiimdrlerde bozulmus baslica
yolaklardandir. Derece II ve III astrositik tiimorlerde oldukca yiiksek oranda TP53
mutasyonlart ve/veya p53 agsir1 ifadesi goriilmekle birlikte bu mutasyonlar
oligodendromlarda nadirdir (92). Genellikle astrositik tiimérlerde ve IDH-yabanil tip
GBMler’de saptanan TP53 mutasyonlari, proteinin niikleer birikimine neden olan
yanlis anlamli mutasyonlardir (93). TP53 mutasyonlari GBM’de onkogenik
olmalarina ragmen, GBM ilerlemesi igin PTEN gibi baska genlerin de mutasyona

ugramasi gerekmektedir (94).

Hiicre biliylimesi, proliferasyonu, metabolizmasi, motilitesi, sagkalimi ve
apoptoz gibi hiicresel siireglerde 6nemli rol oynayan PI3K/AKT yolagmin normal

dis1 aktivasyonu bir¢ok kanserde tlimor hiicrelerinin sagkalimini ve proliferasyonunu
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desteklemektedir (95, 96). PI3K yolagi normalde EGFR ve diger biiyime faktorleri
tarafindan aktive edilmektedir (97). GBMlerin %15’inden azinda PI3K aktive edici
mutasyon goriilmesine ragmen, neredeyse biitin GBMler bu yolakta artmis
aktiviteye sahiptir. PTEN bu yolagin negatif regiilatoriidiir ve GBMler’in %40’a
yakini bu proteinde mutasyona sahipken, yaklasik %70’inde PTEN lokusunda
heterozigosite kayb1 (10q LOH) saptanmaktadir (97).

Hiicre dongiisiinii etkileyen sinyal iletim sistemindeki degisiklikler gliomda
kontrolsiiz hiicre biiylimesinin ortak mekanizmasidir. GBM’de bu durum siklikla
CDKN2A ve/veya CDKN2B’nin homozigot delesyonu (%50-60), diger siklin-bagiml
yolak genlerinde kopya sayisi degisiklikleri (yaklasik %20) veya retinoblastom-
iligkili protein (RB1) yolagmin genlerinde mutasyon (%7-10) seklinde olmaktadir
(92, 98). Homozigot CDKN2A ve/veya CDKN2B delesyonlart IDH-mutant
astrositom (99) ve IDH-mutant GBMler’de koétii prognoz ile iliskilendirilmistir (100,
101). Ancak bu etki hiicre dongiisii yolagindaki diger bozukluklarin varhiginda
azalmaktadir (26).

2.2. Mitokondri

2.2.1. Mitokondrinin yapisi ve fonksiyonu

Mitokondriler, hemen hemen biitiin o6karyotlarda bulunan, sitoplazmada
yerlesimli, ¢ift birim zarla gevrili, kendi ribozomlar1 ve DNA’s1 olan, temel olarak
solunum ve enerji tiretiminde gorevli organellerdir. Organizasyonu morfolojik ve
fonksiyonel olarak birbirinden ayr1 dort bolim seklindedir: (i) trafigi spesifik
tagtyicilar (transporter) ve kanallarla saglanan, iyonlar ve kiigiik molekiillere
gecirgen dis zar; (i) matriks ve sitozol arasinda protein, lipid ve metal iyonlarinin

degisimi, apoptotik yolagin baslamasi gibi 6nemli siireglerin meydana geldigi zarlar
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aras1 bosluk; (iii)) matriksi cevreleyen ve iyonlarin, metabolitlerin, proteinlerin
Ozellesmis tasiyicilardan tasinmasini saglayan, ige dogru kivrimlarinda (krista)
solunum komplekslerinin bulundugu i¢ zar; (iv) mitokondriyal DNA (mtDNA) ile
sitrik asit dongiisii ve yag asitlerinin beta-oksidasyonu gibi 6nemli biyokimyasal

yolaklarla iligkili proteinleri barindiran matriks (Sekil 8) (102-104).

Zarlar arasi
bosluk Ntills Dis zar Krista
Ribozom ic zar
ATP sentaz
} parcaciklan
Granul i
L‘ DNA 1b
“ 3
o 5 )
L o
+ k ) &c« “ ,

Sekil 8: Mitokondrinin yapisi. Kaynak: Frey TG, Mannella CA. The internal structure of
mitochondria. Trends Biochem Sci. 2000;25(7):319-24.

Mitokondrinin en 6nemli rolii hiicreye harcanabilir durumdaki enerjiyi oksidatif
fosforilasyon ile iiretilen adenozin trifosfat (ATP) seklinde saglamaktir (105). Bu
temel gorevin yanisira, 1s1 Uretimi, apoptoz, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve
detoksifikasyonu, hiicre i¢i Ca*? diizenlenmesi, lipid metabolizmasi, steroid hormon
ve hem sentezi gibi hiicre i¢in fizyolojik 6neme sahip siireclerde de goérev almaktadir

(106).
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Oksidatif fosforilasyon sistemi i¢ mitokondriyal zarda gomiilii 5 protein
kompleksi ve 2 elektron tasiyiciyr kapsamaktadir (103). Solunum sirasinda,
elektronlar sitrik asit dongiisii tiriinleri olan NADH ve suksinattan sirasiyla kompleks
I ve kompleks II aracilifiyla ubikinona transfer edilirler. Daha sonra kompleks III ve
sitokrom c’den gegerek kompleks IV’te sonlanirlar. Elektronlar kompleks I, 111 ve IV
boyunca ilerlerken, agiga cikan enerji protonlart mitokondriyal matriksten i¢ zar
boyunca zarlar arasi bosluga pompalamak i¢in kullanilmaktadir. Bu siiregte,
kompleks IV oksijeni suya indirgemektedir (106, 107). Meydana gelen
elektrokimyasal gradyan sonucunda kompleks V olan ATP sentazda, adenozin
difosfat (ADP) ile fosfatin birlesmesiyle ATP sentezi i¢in gerekli hareketlenme
saglanmaktadir (108). Boylece, yiiksek enerjili fosfat tiretimi, elektron transferini i¢
zar boyunca meydana gelen proton translokasyonuna birlestirmek tizere
saglanmaktadir (Sekil 9).

Oksidatif ~ fosforilasyon = komplekslerinin ~ birlesme  mekanizmasinda

mitokondriyal genlerle birlikte niikleer genler de rol almaktadir (Sekil 9).

2.2.2. Mitokondriyal genom

Mitokondriyal genom ilk olarak 1963 yilinda Margit Nass and Sylvan Nass
tarafindan tanimlanmis ve izole edilmistir (109). Ancak, ilk eksiksiz mtDNA dizisi
mtDNA Cambridge referans dizisi (Cambridge Reference Sequence - CRS) olarak
18 yil sonra, 1981 yilinda yaymlanmistir (12). Glinimiizde mtDNA genomu
niikleotit numaralandirmasi i¢in, Anderson ve arkadaslar1 (12) tarafindan sunulmus
dizinin modifiye edilmis hali olan revize CRS (rCRS - revised Cambridge Reference
Sequence) kullanilmaktadir (110).
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Sekil 9: Oksidatif fosforilasyon sisteminin protein  kompleksleri. Kompleks
isimlerinin altinda komplekslerin meydana gelmesini saglayan niikleer ve

mitokondriyal gen sayilart belirtilmistir. UQ: Ubikinon. Kaynaklar: Kuhlbrandt W.
Structure and function of mitochondrial membrane protein complexes. BMC Biol. 2015;13:89. Schon
EA, DiMauro S, Hirano M. Human mitochondrial DNA: Roles of inherited and somatic mutations.
Nat Rev Genet. 2012;13(12):878-90.

[nsan mitokondriyal genomu, histonlart olmayan, 16569 bg¢ (16,6 kb)
biiytikligiinde, ¢ift zincirli, dairesel bir DNA molekiiliidiir. Oksidatif fosforilasyon
sistemini olusturan 5 kompleksin dordiinii (kompleks I, III, IV ve V) kodlayan 13
polipeptidin yanisira, 22 transfer RNA (tRNA) ve mitokondriyal protein sentezi i¢in
gerekli 12S ve 16S ribozomal RNAlar (rRNA) olmak iizere toplam 37 genden
olugsmaktadir (Tablo 1) (12). Mitokondriyal genomda hi¢ intron yoktur ve biitiin
genler birkag istisna disinda birbirine bitisiktir. Hafif (light — L) ve agir (heavy - H)
olarak isimlendirilen iki mtDNA zinciri, baz kompozisyonlar1 agisindan oldukga
farklidir. Agir zincir piirinler, hafif zincir ise pirimidinler agisindan zengindir. ki
zincirdeki genlerin dagilimi asimetriktir. L-zinciri sadece ND6 geni ile bazi t-RNA
kodlayan genleri barindirirken, 12S ve 16S ribozomal RNAlar ve tRNAlar ile
proteinleri kodlayan genlerin ¢ogu H-zincirinde bulunmaktadir. Yaklasik 1 kb

uzunlugundaki kodlanmayan bolge (Displacement loop, D-loop), H-zincir
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replikasyon orijinini ve her iki zincirin transkripsiyonu icin gerekli promotdrleri
barindirmaktadir (Sekil 10) (111).

Tablo 1: Mitokondriyal DNA gen yerlesimleri*

Gen / Bolge ismi Kodladig1 protein / tRNA / rRNA Yerlesim Biiyiikliik (b¢)
DLOOP2 Kodlamayan bdlge 1-576 576
MT-TF Fenilalanin (F) tRNA 577-647 71
MT-RNR1 12S rRNA 648-1601 954
MT-TV Valin (V) tRNA 1602-1670 69
MT-RNR2 16S rRNA 1671-3229 1559
MT-TL1 Losin (L) tRNA 1 3230-3304 75
MT-ND1 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 3307-4262 956
MT-TI [zoldsin (I) tRNA 4263-4331 69
MT-TQ Glutamin (Q) tRNA 4329-4400 72
MT-TM Metiyonin (M) tRNA 4402-4469 68
MT-ND2 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 4470-5511 1042
MT-TW Triptofan (W) tRNA 5512-5579 68
MT-TA Alanin (A) tRNA 5587-5655 69
MT-TN Asparajin (N) tRNA 5657-5729 73
MT-TC Sistein (C) tRNA 5761-5826 66
MT-TY Tirdzin (Y) tRNA 5826-5891 66
MT-CO1 Kompleks IV (Sitokrom c oksidaz) 59047445 1542
MT-TS1 Serin (S) tRNA 1 7446-7514 69
MT-TD Aspartik asit (D) tRNA 7518-7585 68
MT-CO2 Kompleks 1V (Sitokrom c oksidaz) 7586-8269 684
MT-TK Lizin (K) tRNA 8295-8364 70
MT-ATP8 Kompleks V (ATP sentaz) 8366-8572 207
MT-ATP6 Kompleks V (ATP sentaz) 8527-9207 681
MT-CO3 Kompleks IV (Sitokrom ¢ oksidaz) 9207-9990 784
MT-TG Glisin (G) tRNA 9991-10058 68
MT-ND3 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 10059-10404 346
MT-TR Arjinin (R) tRNA 10405-10469 65
MT-ND4L Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 10470-10766 297
MT-ND4 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 10760-12137 1378
MT-TH Histidin (H) tRNA 12138-12206 69
MT-TS2 Serin (S) tRNA 2 12207-12265 59
MT-TL2 Losin (L) tRNA 2 12266-12336 71
MT-ND5 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 12337-14148 1812
MT-ND6 Kompleks | (NADH dehidrogenaz) 14149-14673 525
MT-TE Glutamik asit (E) tRNA 14674-14742 69
MT-CYB Kompleks IIT (Sitokrom c rediiktaz) 14747-15887 1141
MT-TT Treonin (T) tRNA 15888-15953 66
MT-TP Prolin (P) tRNA 15956-16023 68
DLOOP1 Kodlamayan bolge 16024-16569 546

(*) MITOMAP veritabanindan alinmigtir (112).
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Sekil 10: Mitokondriyal DNA. Insan mtDNA’s1 agir (H, dis cember) ve hafif (L, ic
g¢ember) zincirden meydana gelmektedir. L-zinciri tarafindan kodlanan genler
dairesel DNA’nin i¢inde, H-zinciri tarafindan kodlanan genler ise dairenin disinda
listelenmistir. Protein kodlayan genler oksidatif fosforilasyon igin gerekli
kompleksleri kodlamaktadir (Kompleks I: turuncu, kompleks III: mor, kompleks IV:
pembe, kompleks V: sar1). Kodlamayan D-loop bolgesi L- ve H- zincirlerinin
promotorlerini  (LSP, HSP1, HSP2) ve H-zincir replikasyon orijinini
barindirmaktadir (On). Kaynak: van der Wijst MG, van Tilburg AY, Ruiters MH, Rots MG.

Experimental mitochondria-targeted DNA methylation identifies GpC methylation, not CpG
methylation, as potential regulator of mitochondrial gene expression. Sci Rep. 2017;7(1):177.

Mitokondriyal DNA’nin genetik kodu evrensel genetik koda gore bazi
farkliliklar gostermektedir (12). Insan niikleer kodundaki “UGA” stop kodonu
mitokondriyal genomda triptofan, “AUA” (izoldsin) 1ise metiyonin olarak
kodlanmaktadir. Arjinini kodlayan “AGA” ve “AGG” ise mitokondride tartigmali

olarak standart olmayan stop kodonu olarak bilinmektedir (112).

Oksidatif fosforilasyon komplekslerinde yer alan diger tiim alt iiniteler ile

bunlarin birlestirilmesi ve mtDNA’nin idame ve ifadesi igin gerekli tiim proteinler
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niikleer DNA (nDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Kisaca, mitokondriyal proteom 37
mtDNA genin yanisira, yaklasik 1500 nDNA tarafindan kodlanan mitokondriyal geni
de kapsamaktadir (113). Bu proteinler, mtDNA replikasyonu (POLyA ve B,
TWINKLE), transkripsiyon/translasyon (TFAM, TFB1 M, mTERFs, LRPPRC) veya
mitokondriyal dNTP havuzunun dengeli idamesi (maintenance) (TP, TK, ANT1 ve
RRM2B) i¢in gereklidir (104).

Mitokondriyal DNA’nin, evrim hizi niikleer DNA’ya gore 10-20 kat daha
fazladir ve bu yiizden mutasyonlara daha agiktir. Ayn1 zamanda, solunum sirasinda
olusan serbest oksijen radikallerinin de direkt hedefidir. Koruyucu histonlarin
eksikligi, intronik bdlgelerin olmamasi, tamir mekanizmalarinin etkin olmamasi,
mtDNA’daki replikasyon hizinin yiiksek olmasi ve mtDNA polimerazin diisiik
dogrulugu (fidelity) mtDNA mutasyonlarinin daha fazla olmasinin nedenlerindendir
(114, 115).

Mendel kalitim yasalarina gore kalitilan diploid niikleer DNA’dan farkli olarak,
mtDNA 6zellikle matrilineal kalitim gostermektedir (13).

2.2.2.1. Heteroplazmi ve esik degeri etkisi

Her insan hiicresinde yiiz ile birka¢ bin arasinda mitokondri bulunmaktadir. Her
mitokondri, i¢inde 10 kopyaya kadar mtDNA’y1 niikleoid olarak isimlendirilen

niikleoprotein yapilar i¢erisinde paketlenmis halde barindirmaktadir (116).

Daha cok enerji ihtiyaci olan hiicre ve dokularda genellikle daha fazla mtDNA
bulunmaktadir. Cogunlukla tim mtDNA kopyalar1 birbiriyle aymidir ve bu
homoplazmi olarak isimlendirilmektedir (14). Ancak, mtDNA replikasyonu veya

tamiri sirasinda meydana gelen hatalar, mutant bir mtDNA molekiilii olusumuna
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neden olabilmekte ve bunlar nedeni bilinmeyen mekanizmalar ile klonal olarak
¢ogalarak sonunda heteroplazmi olarak isimlendirilen yar1 kararli bir durum meydana
gelebilmektedir. Heteroplazmide ayni organel/hiicre/doku igerisinde mutant ve
yabanil tip genomlar farkli oranlarda birlikte bulunmaktadir (15). Diisiik orandaki
heteroplazminin normal hiicrelerde de olabildigi, bir dokuda mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu meydana gelebilmesi i¢in mtDNA’nin mutasyon yiikiiniin
minimum Kritik biyokimyasal esik degeri (genellikle %70-90) asmasi gerektigi
gosterilmistir (Sekil 11) (14). Doku ve organlarin enerji gereksinimleri birbirinden
farkli oldugundan, mutant mtDNA oraninin semptomatik etkisi organlara gore

farklilik gostermektedir (15).

Biyokimyasal

| 2
'L. Yabanil tip mtDNA ® Mutant mtDNA ‘ asik degeri

B Y 80 Y 50 )

Sekil 11: Mitokondriyal heteroplazmi ve biyokimyasal esik degeri etkisi. Ayni1 hiicre
icerisinde yabanil tip ve mutant mtDNA birlikte bulunabilir. Eger mutasyon
patojenik ise, hiicre biyokimyasal esik degeri asilip solunum zinciri etkilenmeden
once, bu varyanti yliksek oranda tolere edebilmektedir. Cogu mtDNA mutasyonunun

haplo-yetersiz olduguna isaret etmek iizere, genellikle bu oran >%80’dir. Kaynak:
Stewart JB, Chinnery PF. The dynamics of mitochondrial DNA heteroplasmy: Implications for human
health and disease. Nat Rev Genet. 2015;16(9):530-42.
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2.2.2.2. Haplogrup

Bireyler arasindaki mtDNA varyasyonlarinin ¢ogu, kontrol bolgesinin iki hiper
degisken bolgesinde (HV1 - hypervariable region 1, pozisyon 16024 — 16383 ve
HV2 - hypervariable region 2, pozisyon 57 - 372) yer almaktadir (117). Ugiincii bir
hiper degisken bolge de (HV3 - hypervariable region 3, pozisyon 438 - 574)

tanimlanmustir (118).

Insanlar ve insan topluluklar1 arasinda dzellikle hiper degisken bolgede rCRS’ye
gore saptanan farkliliklarin ~ (polimorfizmler) kombinasyonu haplogruplar
belirlemekte kullanilmaktadir (Sekil 12A) (119). Mitokondriyal DNA ozellikle
maternal gecisli oldugundan, haplogruplar, insanlarin etnik kokenleri ve diinya
capinda yer degistirimleri hakkinda fikir vermektedir (Sekil 12B) (120). Tiirk
populasyonundaki haplogruplarin oranlart Sekil 12C’de verilmistir (121). Bu
varyasyonlar mitokondriyal fonksiyon degisikliklerine neden olabildigi i¢in kanser
de dahil olmak iizere bir¢ok hastalikla iligskilendirilmislerdir (11, 122).
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Sekil 12: Mitokondriyal haplogrup dagilimlari. A. Mitokondriyal filogenetik agacin
sadelestirilmis hali. Avrupali (mavi), Afrikali (kirmizi), yerli Amerikali / Asyali

(yesil), Avrasya (sar1). Kaynak: Mitchell SL, Goodloe R, Brown-Gentry K, Pendergrass SA,
Murdock DG, Crawford DC. Characterization of mitochondrial haplogroups in a large population-

based sample from the United States. Hum Genet. 2014;133(7):861-8. B. Mitokondriyal
haplogruplarin etnik kokene gore dagilimlart (MITOMAP veritabanindan alinmistir
(112)). C. Tirk popiilasyonundaki haplogrup dagilimlart (Eupedia veritabanindan

almmustir (121)).

29



2.2.3. Mitokondriyal mutasyonlar ve hastalik iliskisi

Literatiirde mitokondriyal mutasyonlar, ¢ogunlukla sinir sistemi ve kasa iliskin
dokular1 etkileyen farkli mitokondriyal hastaliklar (mitokondriyal sitopatiler) ile
iliskilendirilmistir  (123). Mitokondriyal sitopatilerin  molekiiler-hiicresel ve
biyokimyasal belirtileri oksidatif fosforilasyon enzim komplekslerine ait polipeptit
zincirlerindeki  bozukluklar, transkripsiyon siirecindeki hatalar, mitokondriyal
genomdaki tRNA ve rRNA mutasyonlari ile iligkilidir (124).

Primer mtDNA hastaliklar1, ¢ogunlukla maternal kalitilan nokta mutasyonlari ile
genellikle embryonik gelisim sirasinda de novo meydana gelen biiyiik delesyonlardan
kaynaklanmaktadir (125). Nokta mutasyonlari tim mtDNA kodlayan genlerde
bulunmaktadir. En sik gériilen hastaliklar: (i) esas olarak tRNAMEY (16sin) genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan mitokondriyal ensefalopati, laktik asidoz, inme benzeri
epizodlar (MELAS); (i) tRNA-S (lizin) genindeki mutasyonlardan kaynaklanan
miyoklonik epilepsi, “ragged red” lifler (MERRF); (iii) kompleks I genlerindeki
(ND1, ND4 ve ND6) mutasyonlardan kaynaklanan Leber’in herediter optik atrofisi
(LHON); (iv) ATP6 mutasyonlar: ile iliskili noropati, ataksi, retinitis pigmentosadir
(NARP). Kompleks III ve IV’ii kodlayan genlerle de iligkilendirilmis farkli klinik
tablolar bulunmaktadir (126, 127).

Biiyiik delesyonlar homoplazmik durumda hayatla bagdasamayacagindan,
mMtDNA yeniden diizenlenme sendromlari hemen her zaman heteroplazmiktir ve
Klinik tablolart ¢ok farkli siddetlerde olabilmektedir (126, 127). Delesyonlarin
biiytikliikkleri birkag yiiz bazdan birgok kilobaza kadar olabilmekte ve genellikle
birden c¢ok gen etkilenmektedir. mtDNA’nin yeniden diizenlenmesi ile iligkili
sendromlar kopyalanma (duplikasyon) kaynakli, maternal kalitim gosteren tip 2
diyabet ve sagirliktan; sporadik biiyiikk tek delesyon veya ¢oklu daha kiiciik

delesyonlar ile iliskili olan, erigkin baslangi¢li kronik progresif eksternal oftalmopleji
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(PEO), ¢ocukluk veya gen¢ donem baslangigcli multisistem Kearns Sayre sendromu
(KSS) veya perinatal, oOliimciil Pearson sendromuna (PS) kadar dagilim

gostermektedir (125-127).

2.2.4. Mitokondriyal varyantlar ve kanser iliskisi

Mitokondri, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinin oldukca hizli ve biiylik olgekte
oldugu kanser durumunda enerji ve yapitasi sagladigi i¢in anahtar roldedir.
Mitokondriyal genlerde mutasyonlar siklikla saptanmasina ragmen, bunlar
mitokondriyal enerji metabolizmasini inaktive edici nitelikte degil, biyoenerjik ve

biyosentetik durumu degistirecek sekildedir (11).

Niikleer ve / veya mitokondriyal genomda somatik mutasyona sahip bireylerin
oraninin kanser tiirline bagl olarak %13 ile %63 arasinda farklilik gosterebilecegi
bildirilmistir (128). mtDNA varyasyonlar farkli kanser tiirlerinde veya sadece bir
timor tipinde saptanabilmektedir (129).

Timor olusumu ile iliskili olabilecek, 6zellikle mitokondriyal solunum zincir
proteinlerini kodlayan genler olmak {izere birgok mitokondriyal gende somatik
mutasyonlar bildirilmistir (130). Bu mutasyonlar es anlamlidan (Synonymous) ¢ok es
anlaml1 olmayan (non-synonymous) somatik mtDNA degisikliklerini kapsamaktadir
(128, 131). Timorogenez ile iliskili en ¢ok kompleks I genlerinde varyasyon
saptanirken (132), sadece mtDNA tarafindan kodlanan kompleks III (sitokrom b, mt-
CYB geni) i¢in bildirilmis somatik varyasyon sayisi, mesane kanseri istisna olmak
tizere, oldukg¢a nadirdir (133). Protein kodlayan genler arasinda, kompleks I ve IV
degisikliklerinin ~ tiimorogenezi  tetiklemekte  daha  etkili olabilecegi
degerlendirilmektedir (134).
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Mitokondri  tarafindan kodlanan tRNAlar’da diger solunum zinciri
hastaliklarinda siklikla mutasyonlar bildirilmesine ragmen (135), kanser ile
iliskilendirilen varyasyonlarin sayist olduk¢a azdir. Bunun nedeni, tRNA
mutasyonlarinin ikincil yapilar1 etkilemesi (136) ve “stem” ile “loop” bolgelerinde
kararsizliga (instabilite) neden olarak mitokondriyal fonksiyonu degistirmesidir
(137). Benzer sekilde, rRNA mutasyonlarinin etkileri protein kodlayan genlerdeki
degisikliklere gore oldukga kotiidiir (135), bu nedenle rRNA modifikasyonlar1 daha

da nadirdir.

Kanser arastirmalarinda mitokondriyal genomun kodlayan bolgelerinin yanisira
kodlamayan ancak mitokondriyal replikasyon ve transkripsiyonda etkili olan D-loop
kontrol bolgesinin analizi biiyiik dnem tagimaktadir (138). D-loop bolgesinin somatik
mutasyonlar: ileri evre kanserlerde daha sik saptanmaktadir (139) ve artmis
mutasyon sayilar1 bazi kanserlerde kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (140). Farkli

kanser tiirlerinde bildirilmis mitokondriyal mutasyonlar Tablo 2’de 6zetlenmistir

(130).

Nokta mutasyonlarinin yanisira mtDNA’da saptanan delesyonlar da farkli
kanserler ile iliskilendirilmistir. mt-CYB geninin asir1 ifadesi nedeniyle artmis hiicre
biiyiimesine yol agan 21 bg delesyonu (141) mesane kanserlerinde (142) ve 5 tRNA
geni ile 7 protein kodlayan geni kapsayan 4977 bg biiylikliigiindeki delesyon meme,
kolorektal, mide ve bas-boyun gibi farkli kanser tiirlerinde en sik saptanan yapisal

varyasyonlardir (130, 143).

Farkli kanserlerde mitokondriyal kopya sayis1 da degisiklik gosterebilmektedir.
mtDNA kopya sayisinin bazi kanserlerde (tiroid, pankreas, prostat gibi) arttig1
bazilarinda (mesane, meme, kolorektal, mide gibi) ise azaldig1 gdsterilmistir ancak
yapilan farkli caligmalardaki sonuglar birbiriyle ¢elismektedir (130). Kopya sayist

degisikliklerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekte; artigin hasarli oksidatif
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fosforilasyonu telafi etmek amaciyla (130), azalmis kopya sayisinin ise
replikasyonda rolii olan D-loop bdlgesindeki mutasyonlardan kaynaklanabilecegi

(139) degerlendirilmektedir.

Mitokondrideki mutasyonlar, yapisal varyasyonlar ve kopya sayisi
degisikliklerinin disinda mitokondriyal proteoumun pargasi olan niikleer genlerdeki
mutasyonlar da mtDNA’da kopya sayisi ve stabilite degisikliklerine neden

olabilmekte ve boylece kanser olusumu ve gelisiminde rol alabilmektedir (144, 145).
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Tablo 2: Farkli kanser tiirleri ile iliskilendirilmis mtDNA mutasyonlari®*

Timor tiirii

D-loop varyasyonlari

Diger mitokondriyal genlerde sikhikla saptanan
varyasyonlar

Vakalarin %57'sinde nokta

Protein kodlayan genler (ND3, ND4, ND5 ve CYB) ile

Mesane . rRNAlar'da es anlamli ve es anlamli olmayan nokta
ve indel mutasyonlari
mutasyonlart
Vakalarin %16-43'tinde Mutasyonlar ATP6'da ATP8'den daha sik, vakalarin
Meme nokta ve indel mutasyonlari; %9'unda ND5 mutasyonlari; ND3 (G10398A) 6nemli
%29'unda D310 instabilitesi  olabilir (ama tartismalr)
Protein kodlayan genlerde ve tRNAlar'da diigiik
Vakalarin %7-40"'inda nokta siklikta, rRNAlar'da daha yiiksek siklikta
Kolorektal ve indel mutasyonlari; %23- mutasyonlar; tim genlerde es anlaml ve es anlamli
44'inde D310 instabilitesi olmayan nokta mutasyonlari; vakalarin %56'sinda es
anlamli olmayan mutasyonlar
. Vakalarin %4-48'inde nokta Protein kodlayan genlerde e anlaml \:e es anlamli
Mide - olmayan nokta mutasyonlari; tRNAlar'da nokta ve
ve indel mutasyonlari r
indel mutasyonlari
Cogu D310 instabilitesi ile ~ Protein kodlayan genlerde (ND4, ND5, ve Kompleks
Bas ve bovun iligkili olmak {izere IV) es anlamli ve es anlaml1 olmayan nokta
g YU akalarin %21-37'sinde mutasyonlari; tRNA ve rRNAlar'da nokta ve indel
nokta ve indel mutasyonlar1  mutasyonlari
Vakalarin %23-35'inde Protein kodlayan genlerde (6zellikle Kompleks 1) es
Akciger nokta ve indel mutasyonlar1; anlamli ve es anlamli olmayan nokta mutasyonlari;
%20'sinde D310 instabilitesi tRNA ve rRNAlar'da nokta ve indel mutasyonlari
0 _§7'qj
VALl SAD OV o kodlayan genlerde (ND4) es anlamli ve es
Yumurtalik Lot ve md.e I mL_Jtasy_onlarl, anlaml1 olmayan nokta mutasyonlari; rRNA'da nokta
D310 instabilitesi nadiren B ————— ’
olabilir utasyo
Protein kodlayan genlerde (CO1, Kompleks I) es
Prostat DLOOP'ta birkag mutasyon; anlamli ve es anlamli olmayan nokta mutasyonlari;

D310 instabilitesi hi¢ yok

tRNA ve rRNAlar'da nokta ve indel mutasyonlari;
metastaz ile birlikte mutasyon yiikiinde artig

(*) Listedeki mtDNA varyasyonlar1 kanser tiirleri igin en iyi karakterize edilmis olanlar1 temsil
etmektedir. Arastirmalar genellikle somatik nokta mutasyonlar ve homopolimer degisikliklerini
kapsamak tizere kiiglik insersiyon / delesyonlar (indel) iizerinde yogunlasmaktadir. D310, D-loop
bolgesinde 310. baz yakiinda bulunan Cytosine (C) niikleiotidi tekraridir. Kaynak: Hertweck KL,
Dasgupta S. The landscape of mtDNA modifications in cancer: A tale of two cities. Front Oncol.
2017;7:262.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Hasta ornekleri

Bu calismaya, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Beyin ve Sinir
Cerrahisi Bolimii’nde gliom nedeniyle ameliyat olan hastalardan, daha once,
TUBITAK 1125149, 1001 projesinde ¢alisilmis, 300 goniillii birey dahil edilmistir.
Bu hastalardan aydinlatilmis onam alindiktan sonra (EK 1), ameliyat oncesinde
EDTA’l1 tiiplere alinan periferik kan 6rnekleri eppendorf tiiplere boliinerek -80°C’de
saklanmig ve ameliyat sirasinda c¢ikarilan tiimor oOrnekleri sivi azot igerisinde
saklanmigtir. Takipte olan hastalarin ¢alismaya katilmak istemesi durumunda, bu
hastalarin Acibadem Universitesi Tibbi Patoloji Laboratuvari’nda oda sicakliginda
saklanan parafin bloklarindan 50 mikronluk kesit alinarak ¢alismaya dahil edilmistir.
Ayrica, mtDNA yeni nesil dizi analizi ¢caligmasinda kullanilan normal beyin dokusu
ile 30 hastaya ait tiimor / periferik kan drneklerinden elde edilmis ekzom analizi
verileri Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi

ogretim iiyesi Prof. Dr. Koray Ozduman tarafindan igtenlikle saglanmistir.

[lk asamada 300 hastada belirli niikleer genomik varyasyonlar (IDH1 R132,
IDH2 R140 ve R172, TERT promotér C250 ve C228 mutasyonlari) incelenmis,
ikinci asamada ise bu hastalar arasindan 29 hasta secilerek 1 normal beyin dokusu ile
birlikte mtDNA yeni nesil dizi analizi yapilmistir. 29 hasta, Ek 3’te listelenen ve
parafin kesit olmayan hastalar arasindan 6zellikle farkli patoloji, morfolojik asama ve
IDH / TERT gruplari olacak sekilde segilmistir. Ikinci asamanin istatistiksel analizleri
toplam 59 hastada (secilen 29 hasta ve ekzom analizi yapilan 30 hasta)

gerceklestirilmistir. Sanger dizi analizinde ise mtDNA analizi yapilan 59 hasta ve
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niikleer genomik varyasyon analizi yapilan hastalardan 19 tanesi olmak iizere toplam

78 hasta kullanilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Calkalayici: Maxi-Mix 111, type 65800 — Barnstead / Thermolyne, ABD
Cekerocak: Tezsan, Tiirkiye

Dizi analizi cihazi: GeXP Genetic Analysis System — Beckman Coulter Life
Sciences, ABD

Elektroforez gii¢ kaynagi: Power-Pac-Basic — Bio-rad, ABD

Elektroforez tanki: Horizon 11.14 — Whatman-Biometra, Almanya

Florometrik kantitasyon: Qubit Fluorometer — Thermo Fisher Scientific, ABD
Fragman analizi cihazi: 3130XL Genetic Analyzer — Applied Biosystems, ABD
Hassas terazi: Adventurer Pro — Ohaus, ABD

Isitic1 blok: Thermo Block TDB-120 — Biosan, Letonya

Jel goriintiileme sistemi: ChemiDoc MP — Bio-rad, ABD

Manyetik plaka: Beckman Coulter Life Sciences, ABD

Mikropipet seti: Pipetman (P10, P20, P200, P1000) — Gilson, ABD

pHmetre: Inolab — WTW, Almanya

Santrifiij: Biofuge pico — Heraeus, Almanya

Spektrofotometre: NanoPhotometer Pearl — Implen, Almanya

Termal dongii cihazi: DNA Engine, PTC-200 — Biorad MJ Research, ABD
Vorteks: Velp Scientifica, italya

Yeni nesil dizi analizi cihazi: MiSeq FGx — Illumina, ABD
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3.1.3. Kimyasallar ve kitler

Bu c¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler asagida belirtilen iretici

firmalardan temin edilmistir (Tablo 3):

Tablo 3: Kimyasal ve kitlerin temin edildigi firmalar

KIMYASAL / KIiT URETICI FIRMA
DNA izolasyonu

Etanol Merck, Almanya
Ksilen Sigma-Aldrich, ABD
Potasyum dihidrojen fosfat anhidrus (KH,PO4)  Sigma-Aldrich, ABD
Potasyum kloriir (KCI) Sigma-Aldrich, ABD
QlAamp DNA mini kit Qiagen, ABD
Sodyum fosfat anhidrus (Na2HPO4) Sigma-Aldrich, ABD
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich, ABD
PZR

Deoksintikleotit trifosfatlar (ANTP) Promega, ABD
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich, ABD
GoTaq Flexi DNA polimeraz Promega, ABD
Steril distile su Eczacibasi-Baxter, Tiirkiye
Agaroz Jel

Agaroz Applichem, Almanya

Borik asit Sigma-Aldrich, ABD

EDTA Applichem, Almanya

Etidyum bromiir (EtBr) Sigma-Aldrich, ABD
Generuler 100 bp DNA ladder Thermo Scientific, ABD
Generuler 1 kb DNA ladder Thermo Scientific, ABD
Tris-Base Sigma-Aldrich, ABD

Yiikleme boyas1 Thermo Scientific, ABD
Restriksiyon enzim kesimi

Pvul restriksiyon enzimi Thermo Fisher Scientific, ABD
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Tablo 3 (devam): Kimyasal ve kitlerin temin edildigi firmalar

PZR iiriin saflastirma

ExoSAP-IT Affymetrix, ABD

Sanger dizileme

GenomelLab DTCS - Quick Start Kit  Beckman Coulter Life Sciences, ABD

Mineral yag Sigma-Aldrich, ABD

Separation Gel, LPA 1 Beckman Coulter Life Sciences, ABD
Minidizileme

Hi-Di Formamide Applied Biosystems, ABD

L1Z-120 size marker Applied Biosystems, ABD

POP-7 polimer Applied Biosystems, ABD

SNaPshot Multiplex Kit Applied Biosystems, ABD

Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizi

Agencourt AMPure XP Beads Beckman Coulter Life Sciences, ABD
Agencourt CleanSEQ System Beckman Coulter Life Sciences, ABD
LA Tag DNA polimeraz TaKaRa Bio, ABD

MiSeq Reagent Kit v2 [llumina, ABD

Nextera XT DNA Library Prep Kit [llumina, ABD

Qubit dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific, ABD

3.1.4. Cam ve plastik malzemeler

Soliisyon ve tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan cam siseler (250,
500 ve 1000 ml) isolab (Almanya) firmasindan alinmistir. Eppendorf tiipler (200,
500, 1500 pl), pipet uglar1 (10, 20, 200 ve 1000 mikrolitre) ve plastik plaklar (PZR,
Sanger ve yeni nesil dizi analizi i¢in), Axygen (ABD) firmasindan saglanmistir.
GeXP Genetic Analysis System, 3130XL Genetic Analyzer ve MiSeq FGx
cihazlarinin plastik malzemeleri sirasiyla Beckman Coulter Life Sciences (ABD),

Applied Biosystems (ABD) ve Illumina (ABD) firmalarindan temin edilmistir.

38



3.1.5. Oligoniikleotitler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), Sanger dizi analizi ve minidizileme
reaksiyonlarinda kullanilan primerler lontek (Istanbul, Tiirkiye); yeni nesil dizi
analizi ve bu analizden elde edilen verilerin dogrulanmasi igin yapilan Sanger
analizinde kullanilan primerler Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmalar1 tarafindan
sentezlenmistir. Bu primerlerin niikleotit dizileri sirasiyla Tablo 3, Tablo 6, Tablo 12

ve Tablo 20’de verilmistir.

Primer tiipleri, sentezleyen firma tarafindan liyofilize (dondurarak kurutulmus)
halde gonderilmektedir. Primerler, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek iglerine
tiretici firma tarafindan 100 uM stok elde etmek icin belirtilen miktarda PZR’ye
uygun steril distile H2O eklenerek ¢oziilmiistiir. 50 pl hacimlerde porsiyonlanarak -
20°C’de saklanmistir. Calismalarda kullanilmak tizere steril distile H>O ile diliisyon

yapilarak 10 pmol primerler elde edilmistir.

3.1.6. Standart soliisyonlar ve tampon cozeltiler

0,5X TBE (Tris - borik asit - EDTA) 445 mM Tris-base, 44,5 mM borik asit,
1 mM EDTA, pH 8,3

10X PBS (Phosphate buffered saline) 1 litre igin: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 ¢
Na2HPO4, 2,4 g KH2PO4, pH 7,4
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3.1.6.1. PZR’ye uygun steril distile H20

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilacak sular, litrelik steril distile su
sisesinden 1000 pl olarak 1,5 mL eppendorf tiiplere porsiyonlanmis ve 85°C’de 15
dakika inkiibe edilmistir. Soguduktan sonra kullanima hazir olarak +4°C’de

saklanmustir.

3.1.6.2. dNTP kokteyli

Deoksiniikleotit (ANTP) kokteylinin ig¢inde, deoksiadenozin trifosfat (dATP),
deoksisitozin trifosfat (dCTP), deoksiguanin trifosfat (dGTP), deoksitimin trifosfatin
(dTTP) her birinden 10mM olacak sekilde, 100 mM’lik stok soliisyonlarindan 100 pl
alinmus, tizerine 600 ul H2O eklenerek toplam 1000 pl hacimde karistirilmig ve 50-
100 pul hacimlerde porsiyonlanarak -20°C’de saklanmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

-80°C’de saklanan periferik kan 6rneklerinden, sivi nitrojende Saklanan timor
orneklerinden ve oda sicakliginda saklanan parafin bloklardan elde edilen kesitlerden
“QIAamp DNA Mini Kit” kullanilarak, iiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde
genomik DNA elde edilmistir.
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3.2.1.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

-80°C’de saklanan periferik kan 6rnekleri oda sicakliginda ¢6ziildiikten sonra
vorteks ile iyice karistirtlmis ve iglerinden 200 ul alinarak temiz eppendorf tiiplere
aktarilmistir. Uzerlerine 200 ul Lysis Buffer (AL) ve 20 ul Proteinaz K eklendikten
sonra vortekslenmis ve 10 dakika 56°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
isiticidan aliman 6rneklere 200 pl etanol (absolut) eklenmistir. Vortekslendikten
sonra filtreli tliplere aktarilan 6rnekler 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve
altlarindaki tiipler atilarak filtreler temiz tiiplere aktarilmustir. Uzerlerine 500 ul
Washing Solution I (AW1) eklenmis ve 10000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra ayni islem 500 pl Washing Solution 2 (AW?2) ile tekrar edilmistir. Temiz
tiipe aktarilan filtreler kurutulmak tizere 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra temiz tiiplere aktarilmis ve iizerlerine 200 pl Elution Buffer (AE)
eklenerek 1 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen DNAlar temiz eppendorf tiiplere aktarilarak +2°C / +8°C’de

saklanmigtir. Uzun siireli saklamalar i¢in -20°C kullanilmustir.

Elde edilen DNAIar’in konsantrasyonlar1 ve saflig1 saptanmak iizere 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda NanoPhotometer Pearl cihaz1 kullanilarak
spektrofotometrik dlglim yapilmistir. Azeo/Azso oran1 1,8 — 2,0 olan DNA &rnekleri

saf olarak kabul edilmistir.

3.2.1.2. Siv1 azotta saklanan tiimor orneklerinden DNA izolasyonu

S1v1 nitrojende saklanan doku ornekleri oda sicakliginda petri kabina aktarilmis
ve toplamda en fazla 25 mg olacak sekilde dokunun her kosesinden alinan kiiciik
parcalarin tamami bir eppendorf tiipte toplanmistir. 500 pl 1X PBS eklenerek vorteks

ile karistirildiktan sonra 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken doku
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pargalari iizerindeki PBS uzaklastirildiktan sonra tizerine 200 pl Tissue Lysis Buffer
(ATL) ve 20 ul Proteinaz K eklenerek iyice vortekslenmis ve gece boyu 56°C’de
inkiibe edilmistir. Gece boyu bekletilen Orneklerin tamamen erimis olanlarinin
tizerine 200 pul Lysis Buffer (AL) eklendikten sonra 1 saat 70°C’de inkiibe edilmistir.
Orneklerin tamamen erimemis olmas1 durumunda 20 pl Proteinaz K daha eklenerek
1 saat daha beklenmis ve sonrasinda 70°C’de inkiibasyon asamasina gecilmistir.
Inkiibasyon sonunda 1siticidan alian drneklere 200 pl etanol (absolut) eklenmis ve

bu asamadan itibaren periferik kan ile ayni protokol uygulanmistir.

3.2.1.3. Oda sicakhginda saklanan parafin bloklardan elde edilen kesitlerden

DNA izolasyonu

Oda sicakliginda saklanan parafin bloklardan DNA izolasyonu yapmadan 6nce

deparafinizasyon islemi asagida belirtilen sekilde yapilmaistir:

Eppendorf tiip i¢indeki 50 mikron kalinligindaki kesitler tizerine 1000 pl Ksilen
eklenerek iyice vortekslendikten sonra 56°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve ¢oken &rnek
tizerindeki Ksilen atilmistir. 1000 pl absolut etanol eklenmis, vorteks ile karistirilmis
ve 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilmistir. Absolut etanol i¢in yapilan islem bir
kez daha absolut etanol ve iki kez de steril distile su igin tekrarlanmistir. Son
santriflij agamasindan sonra ornekler 56°C’de en az 10 dakika kapaklar1 agik sekilde
bekletilerek kurutulmustur. Deparafinize edilen drnekler tizerine 200 pl Tissue Lysis
Buffer (ATL) ve 20 ul Proteinaz K eklenip iyice vortekslendikten sonra gece boyu
56°C’de inkiibe edilmis ve bu asamadan itibaren sivi azotta saklanan tiimor 6rnekleri

ile ayn1 protokol uygulanmustir.

42



3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

IDH1 (NG_023319.1), IDH2 (NG_023302.1) ve TERT (NG_009265.1)
genlerinin sirasiyla IDH1 R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotor C228T ve
C250T mutasyonlarini, 8q24.21 bolgesindeki rs55705857 polimorfizmini kapsayan
bolgeler toplam 50 ul hacimde 50-100 ng genomik DNA kullanilarak son
konsantrasyonlar 1X Colorless GoTaq Flexi Buffer, 1,5 mM MgClz, 200 uM dNTP,
%1 DMSO, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 4) ve 1.25 U GoTaq Flexi DNA
polimeraz olacak sekilde PZR yapilarak g¢ogaltilmistir. Yaymlardan alinmayan
primerler, Primer3web (v.4.1.0) programi kullanilarak tasarlanmistir (146). PZR
kosullar1 Tablo 5’teki gibidir ve baglanma (annealing) sicakliklar1 (BS) Tablo 4’teki
primerlerin erime sicakligi (melting temperature — Tm) degerlerine gore
ayarlanmigtir. Her primer ¢ifti i¢in en uygun PZR kosulu, farkli baglanma
sicakliklarinda PZR yapilarak optimize edilmistir. Biitiin PZR iiriinleri %2’lik agaroz

jelde kontrol edilmistir.
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Tablo 4: IDH1 R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotor C228T ve C250T
mutasyonlar1 ile rs55705857 polimorfizmini kapsayan bolgelerin ¢ogaltilmasi igin
kullanilan primerler

Uriin Kullamlacak
. L . . BS ;
Primer ismi Primer dizisi boyu analiz
cC) . .
(b¢) yontemi

pIDH1f-R132*
(ileri)
pIDH1r-132(If)*

TGGGTAAAACCTATCATCATCGAT
261 58 Enzim kesimi

. TGTGTTGAGATGGACGCCTA
(geri)
IDH1fc** (ileri) ACCAAATGGCACCATACGA
Sanger
254 60 .
. dizileme
IDH1rc** (geri) TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT

IDH1-Exon4-1F ACCAAGGATGCTGCAGAAGCTAT

(ileri)*** o

363 55  Minidizileme
zg;&;i‘onﬂ"m TACCTTGCTTAATGGGTGTAGATACCA
IDH2-EXoM4-1F  16TCCTCACAGAGTTCAAGCTGAAG Sanger
(ileri) ang

207 55 dizileme ve
2gDe';'§;Ef°”4'2R CAGGTCAGTGGATCCCCTCTCCA Minidizileme
TERT-F* (ileri) GGCCGATTCGACCTCTCT

Sanger
489 61 N
) dizileme

TERT-R¥ (geri) AGCACCTCGCGGTAGTGG

TERT-PRMT-3F
(ileri)***

TERT-PRMT-4R
(geri)***

GCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCT
112 64 Minidizileme
CTTCACCTTCCCAGCTCCGCCTCCT

rs55705857-PCR1F

(ileri)**+ CAATGCCAGGAGCTTACAAAGAC

222 55 Minidizileme

rs55705857-PCR1R

(geri)*** CTTGTAAGCTGTGTTGAATGAGATTCT

(*) Meyer ve digerlerinden (147) alinmigtir.

(**) Balss ve digerlerinden (43) alinmustr.

(***) Primer3web (v.4.1.0) program kullanilarak tasarlanmistir (146).
(*) Killela ve digerlerinden (7) alinmustir.
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Tablo 5: PZR kosullari

Derece / basamak Siire Dongii
96°C ilk denatiirasyon 2 dakika 1

95°C denatiirasyon 30 saniye

55 — 64°C baglanma* 35 saniye 35
72°C uzatma 45 saniye

72°C son uzatma 5 dakika 1

4°C sonsuz 1

(*) Baglanma sicakliklari, Tablo 3’teki primerlere gore degisiklik gostermektedir.

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR iirtinleri, 0,5X TBE kullanilarak yatay elektroforez ile gortintiilenmistir.

Bir sise igine kullanilacak konsantrasyondaki jeli elde etmek igin gerekli miktar
agaroz ve 0,5X TBE eklenerek tamamen c¢oziiliip homojen bir goriintii elde
edilinceye kadar mikro dalga firinda kaynatilmistir. Biraz sogumasi beklendikten
sonra, ¢eker ocak altinda igine EtBr son konsantrasyon 30-50 ng/ml olacak sekilde

eklenmistir.

Ornekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen yiikleme boyasi (6rneklerin 1/5
hacminde) ile birlikte yiiklenmis ve analiz i¢in uygun siirede (30-60 dakika) 120V’da
yiiriitilmiistiir. Uriin boylarinin belirlenebilmesi igin &rneklerle birlikte DNA

molekiiler agirlik standardi da (liriin boyutuna gére 100 bg veya 1 kb) yliriitiilm{stiir.
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3.2.4. Restriksiyon enzim kesimi

Pvul (tanima dizisi CGATACG) restriksiyon enzim kesimi ile IDH1 R132
mutasyon analizi yapabilmek i¢in dnce pIDH1f-R132 ve pIDH1r-132(If) primerleri
(Tablo 4) ile PZR yapilmis ve %?2’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Mutasyon
analizi i¢in toplam 20 ul hacimde 15 ul PZR {irtinii ve 2 U Pvul restriksiyon enzimi
kullanilarak {iretici firmanin talimatlarima uygun sekilde enzim kesimi yapilmistir.
Ornekler 37°C’de 5 saat inkiibe edilmis ve sonrasinda 80°C’de 20 dakika bekletilerek
enzim inaktivasyonu saglanmistir. Hasta Ornekleri ile birlikte pozitif (R132H
mutasyonu tasiyicisi) ve negatif (yabanil tip) hasta Ornekleri de kontrol olarak

calisilmigtir.

Enzim kesimi sonrasinda, kesilmis ve kontrol olarak kesilmemis PZR iirtinleri

%3’liik agaroz jelde 120V’da 1 saat yiiriitiilmiis ve analiz edilmistir.

3.2.5. PZR iiriin saflastirma

Sanger dizileme ve minidizileme yapilacak PZR iiriinleri ticari “ExoSAP-IT”
kiti kullanilarak saflagtirilmigtir. Uretici firmanin talimatlarma uygun sekilde 5 pl
PZR iirtini 2 pl enzim ile 37°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra 85°C’de 15
dakika bekletilerek saflastirilmistir.
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3.2.6. DNA dizi analizi

3.2.6.1. Dizi analizi reaksiyonu

Tablo 4’teki Sanger dizileme primerleri ile yapilmis PZR {iriinleri agaroz jelde
kontrol edildikten sonra saflastirilmistir. Saflastirilmis PZR iriinleri kullanilarak,
ticari “Genome Lab DTCS - Quick Start Kit” ile, {iretici firmanin talimatlarina uygun
sekilde toplam 10 ul hacimde, 1 ul saflastirilmis 6rnek igine 20 pmol ileri veya geri
primer (Tablo 4) ve 4 pul Genome Lab DTCS - Quick Start Master Mix eklenerek

Tablo 6’daki programda dizi analizi reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Toplam 10 pl olan dizi analizi reaksiyonu liriinlerinin tizerine 42 pl %85’lik
etanol eklenmistir. 7 kez pipetaj yapildiktan sonra Beckman 6rnek plagina aktarilmis
ve Ornek plagi 3 dakika manyetik plaka icinde bekletilmistir. 3 dakika sonunda,
manyetik plaktan ¢ikartilmadan, kuyularin i¢indeki etanol uzaklagtirilmis ve kuyulara
100 pl %85’lik etanol eklenmistir. 30 saniye beklendikten sonra kuyularin i¢indeki
etanol, ornek plagi manyetik plaktan c¢ikartilmadan uzaklastirilmistir. Daha sonra
ornek plagi manyetik plaktan ¢ikartilmis ve kuyulara 40 pl Sample Loading Solution
(SLS) eklenmistir. Pipetaj yapilarak kuyu duvarlarindaki pelletlerin ¢dziinmesi
saglandiktan sonra 6rnek plagindaki kuyularin sadece dipleri manyetik plaga degecek
sekilde yerlestirilmis ve 3 dakika inkiibe edilmistir. Siire bitiminde, 6rnekler {izerine

birer damla mineral yag damlatilarak cihaza yiiklenmeye hazir hale getirilmistir.
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Tablo 6: Dizi analizi reaksiyon kosullari

Derece / basamak Siire Dongii
96°C denatiirasyon 10 saniye

50°C baglanma 5 saniye 25
60°C uzatma 4 dakika

4°C sonsuz 1

3.2.6.2. Otomatik DNA dizi analizi ve verilerin incelenmesi

Etanol presipitasyonu yapilmis dizi analizi reaksiyonu ornekleri, otomatik dizi
analizi cihazi Beckman Coulter GeXP Genetic Analysis System’de Genomelab
Separation Gel LPA 1 kullanilarak yiritilmistir. Elde edilen diziler Lasergene
Segman |1, v5.08 (Dnastar, 2005) programi kullanilarak analiz edilmistir (148).

3.2.7. Minidizileme analizi

3.2.7.1. Minidizileme analizi reaksiyonu

Tablo 4’teki minidizileme primerleri ile yapilmis PZR iiriinleri agaroz jelde
kontrol edildikten sonra saflastirilmistir. Saflastirilmis PZR iirtinleri kullanilarak,
ticari “SNaPshot Multiplex Kit” ile, tiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde
toplam 4 ul hacimde, 1,5 pl saflagtirilmis 6rnek igine 10 pmol ilgili mutasyona 6zgii
minidizileme primerleri (Tablo 7) ve 0,5 ul SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix
eklenerek  Tablo 8’deki programda  minidizileme analizi  reaksiyonu
gerceklestirilmistir.  Minidizileme primerleri, Primer3web (v.4.1.0) programi

kullanilarak tasarlanmistir (146).
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3.2.7.2. Otomatik minidizileme analizi ve verilerin incelenmesi

Minidizileme analizi reaksiyonu tamamlandiktan sonra ABI 3130 6rnek plagina

1,5 pl 6rnek i¢cine 9 pl Hi-Di Formamide ve 1 pl LIZ-120 size marker eklenmistir.

Omek plagi, 95°C’de 5 dakika denatiire edilip 3 dakika buzda bekletildikten sonra

Applied Biosystems 3130XL Genetic Analyzer

cihazinda POP-7 polimeri

kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Elde edilen veriler GeneMapper Software, versiyon 5

(Applied Biosystems, 2012) programi kullanilarak analiz edilmistir (149).

Tablo 7: IDH1 R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotor C228T ve C250T
mutasyonlart ile rs55705857 polimorfizminin minidizileme analizi ig¢in kullanilan

primerler

Primer ismi

Primer dizisi

IDH1-R132G/S/C
IDH1-R132L/H/P
IDH2-R140Q/L
IDH2-R140W
IDH2-R172K/M
IDH2-R172W
hTERT-C228T
hTERT-C250T

rs55705857-MSQR

TGGGTAAAACCTATCATCATAGGT

TTTTATGACTTACTTGATCCCCATAAGCATGA

TGGAAAAGTCCCAATGGAACTATCC

TTTTTGTGGAAAAGTCCCAATGGAACTATC

TTTTTCCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGCA

ITTTTTTTTTTTCCCTGGCTGGACCAAGCCCATCACCATTGGC

GAGGGGCTGGGAGGGCCCGGA

TTTTCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCT

TGGCCCTTTGTTCAAGRAATGCAT
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Tablo 8: Minidizileme analizi reaksiyon kosullari

Derece / basamak Siire Dongii
96°C denatiirasyon 10 saniye

50°C baglanma 5 saniye 25
60°C uzatma 30 saniye

4°C sonsuz 1

3.2.8. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizi

Genomik DNA &rnekleri kullanilarak yapilan mitokondriyal genomun yeni nesil

dizi analizi asamalar1 Sekil 13’te 6zetlenmistir.

E 1. Amplifikasyon Amplikonlarin e Nextera XTkit
G;rclx?arg“:]?lﬂA (Takara Long agaroz jelde k‘::glfii:lzfsny:u Isaretleme
Y PCR) yuritillmesi Y (Tagmentasyon)
Miseq FGx DNA DNA
(umina) Kiitiphanelerin kitiphanesinin _ . )
cihazinda birlestiriimesi boncuk tabanl k"ﬁ‘:ﬁ_‘rl'(‘;';e%'r’:l'l" 2. Amplifikasyon
dizileme normalizasyonu P Y

Sekil 13: mtDNA genomu yeni nesil dizi analizi deney akis semas1 6zeti

3.2.8.1. Mitokondriyal genomun amplifikasyonu ve kantifikasyonu

Tiim mitokondriyal genom iki ayr1 reaksiyon halinde, 50 pl hacimde 200-250 ng
genomik DNA kullanilarak son konsantrasyonlar 1X LA PCR Buffer Il (1,5 mM
MgCl2), 1600 uM dNTP, 20 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 9) ve 2,5 U TaKaRa
LA Taq DNA polimeraz olacak sekilde Tablo 10’daki kosullarda PZR yapilarak
cogaltilmistir.
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Elde edilen mitokondriyal amplikonlar %1°lik agaroz jelde kontrol edilmis ve
“Qubit dsDNA HS Assay Kit” ile Qubit Fluorometer cihazinda kantifikasyonu
yapilarak 0,2 ng/uLL. DNA olacak sekilde normalize edilmistir.

Tablo 9: Tim mitokondriyal genomun c¢ogaltilmasi amactyla kullanilan PZR
primerleri

Primer ismi Primer dizisi Uriin B.S.
boyu (be) (°C)
MTL-F1* (ileri) AAAGCACATACCAAGGCCAC
9065 60
MTL-R1* (geri) TTGGCTCTCCTTGCAAAGTT
MTL-F2* (ileri) TATCCGCCATCCCATACATT
11171 60
MTL-R2* (geri) AATGTTGAGCCGTAGATGCC
(*) Stawski (150)’den alinmustir.
Tablo 10: Long-range (uzun) PZR kosullar
Derece / basamak Siire Dongii
94°C ilk denatiirasyon 5 dakika 1
98°C denatiirasyon 15 saniye
68°C baglanma 10 saniye
(0,2/saniye) 30
60°C baglanma 15 saniye
68°C uzatma 11 dakika
72°C son uzatma 10 dakika 1
4°C sonsuz 1
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3.2.8.2. Kiitiiphane hazirlanmasi

Normalize edilmis 6rnekler ile “Nextera XT DNA Library Prep Kit” kullanilarak

tiretici firmanin talimatlarina uygun sekilde kiitiiphane olusturulmustur (151).

Isaretleme (tagmentasyon): Bu asamada, normalize edilmis mitokondriyal
amplikonlardan toplam 1 ng (5 pL) kullanilarak, transpozom araciligiyla DNA
tek asamada parcalara (fragmanlara) ayrilmis ve adaptor diziler eklenerek

isaretlenmistir (Sekil 14A, 14B).

Ikinci amplifikasyon: Isaretlenmis DNA, sinirli dongiideki PZR programi (Tablo
11) ile g¢ogaltilmistir [PZR ile kiime (cluster) olusumu igin gerekli indeks 1 (i7)
ve indeks 2 (i5) dizileri de eklenmektedir] (Sekil 14B, 14C).

DNA kiitiiphanesinin piirifikasyonu: AmPure XP boncuklar1 kullanilarak DNA
kiitliphanesinin ~ piirifikasyonu  yapilarak  kisa  kiitliphane pargalarinin

uzaklagtirilmasi saglanmistir.

. Boncuk tabanli normalizasyon ve kiitiiphanelerin birlestirilmesi: Bu asama, her

kiitiiphanenin miktarin1 normalize etmek i¢in kullanilmistir. Boylece, 6rnekler
tek tiipte birlestirildiginde her kiitiiphanenin daha esit dagilimi saglanmaya

caligilmistir.
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~300 bg

§ Tagmentasyon

Transpozomlar
A
B 11—
o N
C

Sinirh déngiide PZR
S amplifikasyonu

Okuma 1 dizileme nrimeri

Okuma?2 mmm
dizileme primeri ~ 7

¥

— 5257
Dizileme igin hazir fragman

Sekil 14: “Nextera XT kiitiiphane hazirlama kiti” ¢alisma prensibi. Kaynak: Illumina.
Nextera XT DNA Library Prep Reference Guide: Illumina; 2019 [Document # 15031942 v05] (151).

Tablo 11: Sinirli dongiideki PZR kosullari

Derece / basamak Siire Dongii
72°C ilk denatiirasyon 3 dakika 1

95°C ilk denatiirasyon 30 saniye

95°C denatiirasyon 1 saniye

55°C baglanma 30 saniye 12
72°C uzatma 30 saniye

72°C son uzatma 5 dakika 1

4°C sonsuz 1
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3.2.8.3. Yeni nesil dizi analizi ve verilerin incelenmesi

Birlestirilmis kiitiiphaneler, cihaza yiiklemeye uygun sekilde seyreltildikten ve
98°C’de 2 dakika denatiire edildikten sonra, “MiSeq Reagent Kit v2” kullanilarak
MiSeq FGx cihazinda dizilemeleri gergeklestirilmis, MiSeq Reporter v2.6 (Illumina,
ABD, 2016) yazilimi ile FASTQ dosyalar1 olusturulmustur (152). Elde edilen R1
(Read 1 — okuma 1) ve R2 (Read 2 — okuma 2) FASTQ dosyalar1 paired-end (¢ift
sonlu okuma) olarak, mtDNA Server (v1.0.7) veritabanina yiiklenmis, mitokondriyal
haplogrup, varyasyonlar ve bunlarin heteroplazmi oranlart belirlenmistir (153).
Referans dizi olarak revised Cambridge Reference Sequence (rCRS, accession:
NC_012920.1) kullanilarak varyasyonlar isimlendirilmistir. Saptanan varyasyonlarin
patojenite skorlamalart MITOMAP ve HmtVar veritabanlari kullanilarak yapilmistir
(112, 154).

3.2.8.4. istatistiksel analiz

Elde edilen veriler hastalarin cinsiyet, saptanmis olan niikleer genetik
degisiklikleri ve klinik bulgulart ile birlikte degerlendirilmis ve SPSS Release
18.0.0’da (PASW Statistics 2009) istatistik hesaplart yapilmistir (155). P degeri

<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Toplam mitokondriyal genom varyasyon sayilar1 ve bdlgeye gore varyasyon
frekanslar1 [bolge varyasyon sayisi genin kilobaz (kb) olarak biyiikliigiine
boliinerek normalize edilmistir] hesaplanmis ve belirli Ozelliklere gore analiz
edilmigtir. Ornekler normal dagilim gdstermediginden, bagimsiz gruplarin
ortalamalarin1  karsilagtirmak igin non-parametrik Mann-Whitney U (ikili
karsilagtirmalar i¢in) veya Kruskal-Wallis testi (ikiden ¢oklu karsilastirmalar igin)

kullanilmistir. Cinsiyet, DSO smiflandirmasi, morfolojik asama, niikleer genetik
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degisiklikler (IDH, IDH / TERT durumu) ve haplogruplara gore karsilastirma
yapilmistir. Cinsiyet (kadin / erkek), morfolojik asama (derece Il & 111/ 1V, derece
I/ 1 & IV), IDH1 R132H mutasyon durumunun (mutant / yabanil tip) ikili
karsilastirmalart icin Mann Whitney U test; DSO siniflandirmasi (oligodendrogliom
/ astrositom / GBM), IDH / TERT durumu (¢ifte mutant / sadece IDH-mutant /
sadece TERT-mutant / gifte negatif), morfolojik agsamanin (derece 11 / Il / 1V),
haplogrup (R / N / L3) ikiden ¢oklu karsilastirmalar1 i¢in Kruskal-Wallis testi

kullanilmustir.

Saptanan haplogrup frekanslarinin IDH / TERT durumuna gore analizi ve
saptanan mitokondriyal varyant frekanslarmin cinsiyet, DSO siniflandirmast,
morfolojik asama, niikleer genetik degisiklikler (IDH / TERT durumu) ile
haplogruplara gore karsilastirilmasi amaciyla saptanan frekanslar ile beklenen
frekanslar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olup olmadiginin anlasilmasi
icin kullanilan ki-kare testi kullanilmistir. En kiigiik teorik frekans <5 oldugu i¢in

yapilan ki-kare testlerinden Fisher Exact test degerleri dikkate alinmistir.

Hastalarin sagkalim analizleri i¢in Prof. Dr. Koray Ozduman tarafindan
karsilagtirma igin logaritmik transformasyon ve log-rank test kullanilarak Kaplan

Meier yontemi uygulanmistir.

3.2.8.5. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinden elde edilen sonuglarin

Sanger yontemi ile dogrulanmasi

Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinden elde edilen sonuglarin
dogrulanmasi amaciyla 4 6rnekte mt-TR ve DLOOP1 lokuslar1 i¢in Tablo 12’deki
primerler kullanilarak PZR ve Sanger dizi analizi yapilmistir.
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Tablo 12: mt-TR ve DLOOP1 lokuslarinin ¢ogaltilmasi ve Sanger analizi igin
kullanilan primerler

Uriin boyu BS

Primer ismi Primer dizisi o
(bg) (°C)
MT-TR-F10127* (ileri) ACTACCACAACTCAACGGCTAC
430 58
MT-TR-R10556* (geri) GGAGGATATGAGGTGTGAGCG
o - *
'(V'”Zri'?'-oopl FISO7L®  rraacTccACCATTAGCACC
481 58

MT-DLOOP1-R16451*

(geri) GCGAGGAGAGTAGCACTCTTG

(*) Levin ve digerlerinden (156) alinmustr.

3.3.  Smrhhiklar

Calisma sirasinda niikleer genomik varyasyonlarin analizinde karsilagilan tek
zorluk, optimize PZR kosullarinin bulunmasi siirecinde olmustur. Bu problemin
¢Ozimi igin, her primer ¢ifti i¢in farkli baglanma sicakliklarinda PZR denemeleri

yapilarak optimizasyon saglanmustir.

Mitokondriyal genomik varyasyonlarin analiz siireci, niikleer analizlere gore ¢cok
daha zorlu olmustur. Oncellikle ¢ok biiyiikk olan mitokondriyal genomun
amplifikasyonunda zorluklar yasanmstir. Ik calismalarda iki biiyiik amplikon elde
etmek i¢in kullanilan Q5-High Fidelity DNA Polimeraz (New England Biolabs,
ABD) enzimi ile tek bant halinde amplifikasyon elde edilememistir. Oncelikle farkli
MgCI; ve primer konsantrasyonlari ile baglanma sicakliklar1 degisiklikleri denenmis,
ancak sonug elde edilemeyince kullanilan polimeraz sisteminin degistirilmesine karar
verilmistir. LA Taq DNA polimeraz (TakaraBio, ABD) kullanilarak farkli baglanma

sicakliklarinda optimizasyon yapilmis ve basari saglanmistir (Sekil 25).
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Yeni nesil dizi analizinde karsilasilmig diger bir problem, kapsama derinligidir
(coverage). mtDNA yeni nesil dizi analizi ile c¢alisilan Orneklerin kapsama
derinlikleri farkli platformlar kullanilmasi nedeniyle, eksom analizinde elde edilen
derinliklere gore oldukga azdir. Saptanacak varyasyonlarin atlanmamasi i¢in, 4 6rnek
her iki platformda da c¢alisilmis ve sadece heteroplazmi oranlarinin fark gostermesi
nedeniyle daha ekonomik yontem olan mtDNA yeni nesil dizi analizine devam

edilmesine karar verilmistir.

Ekonomik kisitlilik da karsi karsiya kaldigimiz ayr1 bir problemdir. Cok sayida
ornek calismak i¢in yeterli biitcemiz olmadigindan, biitiin tiimor 6rnekleriyle birlikte
periferik kan oOrneklerini calismak miimkiin olamamistir. Ancak, kanda mtDNA
yenilenmesi (turnover) yiiksek olmasi nedeniyle (157) ikili (timor ve periferik kan)

calisma yerine, daha fazla tiimor 6rnegi ¢alisilmasina karar verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Dizileme Analizi Yapilan Hastalarin Genel Bilgileri

Calismaya 167°si (%55,7) diistik dereceli [111 derece Il (%66,5), 56 derece Il
(%33,5)] ve 133’1 (%44,3) yiiksek dereceli (IV) olmak tizere toplam 300 hasta dahil
edilmistir. 123’4 (%41) kadin (K), 177’si (%59) erkek (E) olan hastalarin 82’si
(%27,3) oligodendrogliom (%41,5 K, %58,5 E), 85’1 (%28,3) astrositom (%35,3 K,
%64,7 E) ve 133’0 (%44,3) glioblastom (%44,4 K, %55,6 E) tanis1 ile opere
edilmistir. Oligodendrogliom tanili hastalarin %75,6’s1 derece Il (%35,5 K, %64,5
E), %24,4°1 derece 111 (%60 K, %40 E) iken, astrositom tanili hastalarin %57,7’si
derece Il (%40,8 K, %59,2 E), %42,3’u derece Il (%27,8 K, %72,2 E) ve
gliobastom hastalarinin hepsi derece IV tiir. Tiim hastalarin ameliyat yas1 ortalamasi
45,1 + 14,63 olmakla birlikte bu ortalama kadin hastalarda 45,12 + 14,83, erkeklerde
ise 45,08 + 14,53’tiir. Hasta bilgileri Tablo 13’te 6zetlenmis, analiz sonuglari ile
birlikte detayli olarak Ek 3’te verilmistir.

Tablo 13: Dizileme analizi yapilan hastalarin genel bilgileri

i1k tamda DSO Derecesi

I 1 v

Toplam
K E K E K E

Hasta sayisi (%) 42 (14) 69 (23) 22 (7) 34 (11) 59(20) 74 (25) 300

Oligodendrogliom 22 40 12 8 0 0 82
(%) (26,8) (48,8) (14,6) (9,8) (27,3)
: 20 29 10 26 85
(0)
Astrositom (%) | 535) @41 (118 (@06 O O (89
GBM (%) 0 0 0 0 59 4 133

(44,4) (55,6) (44,3)
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4.2. 1DH1 132. Kodon Mutasyonlarimin Analizi

4.2.1. IDH1 R132 mutasyonlarmin Pvul enzim kesimi ile saptanmasi

IDH1 geni 132. kodonda Arg—>His (R132H), Arg—>Cys (R132C), Arg—>Gly
(R132G), Arg—~>Leu (R132L) veya Arg—>Ser (R132S) mutasyonlar: bildirilmistir (5).
Pvul restriksiyon enziminin tanima dizisi CGAT*CG’dir. IDH1 geni i¢in diziye 6zgii
ileri primer (pIDH1f-R132) ile PZR yapildiginda enzim tanima boélgesi olusturulmus
olmaktadir. pIDH1f-R132 ve pIDH1r-132(If) (Tablo 4) primerleri kullanilarak
yapilan PZR sonucunda, yabanil tip i¢in Pvul tanima dizisine sahip amplikon
meydana gelmektedir. Ozetle, Pvul enzim kesimi yapildiginda yabanil tip 6rneklerde
237 b¢ uzunlugunda kesilmis bant saptanirken, mutasyona sahip érneklerde 261 bg

uzunlugunda kesilmemis bant saptanmaktadir (Sekil 15).

14100 1 2 3 4 M100

Sekil 15: Pvul restriksiyon enzim kesimi sonucu. Kesim sonrast PZR firiinleri
%3’liikk agaroz jelde yiiritilmistir. 1: Pvul enzim kesimi yapilmis hasta 6rnegi
(T12-18), 2: Pvul enzim kesiminde kullanilan pozitif kontrol (R132H mutasyonu
tastyicist), 3: Pvul enzim kesiminde kullanilan negatif kontrol (yabanil tip), 4:
Restriksiyon enzim kesimi yapilmamis PZR iriinii, M100: 100 b¢ DNA molekiiler
agirlik standardi.
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4.2.2. IDH1 R132 mutasyonuna sahip orneklerin genotip tayini icin Sanger dizi

analizi

Restriksiyon enzim kesimi sonucunda, kesilmemis uzun amplikon saptanmasi
durumunda, Ornegin genotipi bu yontem ile belirlenememektedir. Genotipin
belirlenebilmesi i¢in her mutasyona (R132H, R132C, R132G, R132L, R132S) 6zgii
primer ile tekrar PZR yapilmasi ve sonrasinda farkli restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesim yapilmasi gerekmektedir (147). Bu Orneklerin genotiplerinin
belirlenmesi amaciyla, genomik DNA o6rneklerinden IDH1fc ve IDH1rc (Tablo 4)
primerleri kullanilarak PZR yapilmis ve saflagtirilmig triinler Sanger yontemi
kullanilarak ayni primerler ile dizilenmistir. Pvul restriksiyon enzim kesiminde ¢ift
bant saptanmis tasiyici bir hasta i¢in yapilan Sanger dizileme sonucu [CGT>CAT

(Arg—>His) mutasyonu] Sekil 16’da gosterilmistir.

Referans A T & 6 BT 6 6T € & T G €

dizi CGT > CAT

Tasiyici A T A B B T B N T G s G

Normal

Sekil 16: IDH1 132. kodon genotipinin Sanger dizileme sonucu. N: T12-43 kodlu
ornekte saptanan heterozigot G>A mutasyonuna isaret etmektedir.
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4.2.3. IDH1 R132 mutasyonunun minidizileme yontemi ile saptanmasi

Izositrat dehidrogenaz 1 geni 132. kodonda hangi mutasyonun oldugunun
saptanmasi amaciyla yapilan Sanger dizi analizinde, timor 6rneklerinin heterojen
olmalar1 ve Sanger dizi analizi yonteminin hassasiyetinin %15 olmasi sebebiyle,
Ozellikle tiimor / normal doku orani diisiik 6rneklerde mutasyon saptanmasinda
zorluklar yasanmistir. Bu nedenle, IDH1 R132 mutasyon analizi i¢in minidizileme

yontemi optimize edilerek kullanilmistir.

IDH1-Exon4-1F ve IDH1-Exon4-2R primerleri (Tablo 4) kullanilarak PZR
yapilmis ve sonrasinda R132G / R132S / R132C ile R132L / R132H / R132P
mutasyonlaria 6zgti primerler (Tablo 7) ile minidizileme analizi ger¢eklestirilmistir.
Bir hasta 6rnegi igin yapilmis IDH1 R132 bdlgesini kapsayan minidizileme sonucu
Sekil 17°de gosterilmistir. Minidizileme sonucunda R132G / R132S / R132C ve
R132L / R132H / R132P mutasyonlarina ait birer siyah pik (yabanil tip) elde
edilmektedir (Sekil 17A). Bu piklerden birinin yaninda ikinci bir pik daha olmasi bu
hastada kodon 132 mutasyonu oldugu anlamina gelmektedir (Sekil 17B) ve bu pikin

rengine gore hastadaki mutasyon isimlendirilmektedir.
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Sekil 17: IDH1 132. kodon mutasyonlarinin minidizileme sonuglari. A. Yabanil tip
sonucu. T13-93 kodlu 6rnekte R132G / R132S / R132C ve R132L / R132H / R132P
mutasyonlarina ait birer tane siyah pik olmasi, yabanil tipe isaret etmektedir. B.
IDH1 R132H mutasyonu igin tasiyict hasta sonucu (T13-659). IDH1 R132L, H, P
bolgesinde siyah pik (yabanil tip) yanindaki kirmizi pik, CGT>CAT (Arg—>His,
R132H) mutasyonuna aittir.

Tim hastalarin minidizileme ile IDH1 R132 mutasyon analizi sonuglar1 Tablo

14°te 6zetlenmistir.

Tablo 14: Minidizileme yontemiyle analiz edilen hastalarin IDH1 R132 genotip
Ozeti

IDH1 R132 Genotip gaitgos(;ylsn (%)
WT (yabanil tip) 145 (%48,3)
R132H 139 (%89,7)
R132C 9 (%5,8)

R132S 5 (%3,2)

R132G 2 (%1,3)
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4.3. IDH2 R140 ve R172 Mutasyonlarinin Analizi

4.3.1. IDH2 R140 ve R172 mutasyonlarinin Sanger dizi analizi ile saptanmasi

Izositrat dehidrogenaz 2 geninin 140 ve 172. kodonlarin1 kapsayan bolgenin
PZR ve Sanger dizi analizi IDH2-Exon4-1F ile IDH2-Exon4-2R primerleri (Tablo 4)
kullanilarak yapilmistir. IDH2 kodon 172 boélgesini kapsayan Sanger dizi analizi

sonucu Sekil 18°de gosterilmistir.

Referans dizi c c a t t g g cfla g aglc a ¢ g ¢ ¢

Yabanil tip

Sekil 18: IDH2 geninde Sanger dizileme sonucunda 172. kodonda saptanan R172K
mutasyonu. R: T14-134 kodlu 6rnekte saptanan heterozigot G>A mutasyonuna isaret
etmektedir.

4.3.2. IDH2 R140 ve R172 mutasyonlari i¢in minidizileme analizi

Minidizileme analizinde IDH2-Exon4-1F ile IDH2-Exon4-2R primerleri (Tablo
4) ile PZR yapildiktan sonra, kodon 140 i¢in R140Q / R140L ile R140W
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mutasyonlart ve kodon 172 i¢in R172K / R172M ile R172W mutasyonlarina 6zgii
minidizileme primerleri (Tablo 7) kullanilmigtir. IDH2 R140 ve R172 bolgesini
kapsayan minidizileme sonucu Sekil 19°da gosterilmistir. Minidizileme sonucunda
sirasiyla kodon 140 i¢in R140Q / R140L (mavi) ile R140W (siyah) mutasyonlar1 ve
kodon 172 i¢in R172K / R172M (mavi) ile R172W (yesil) mutasyonlarina ait toplam
dort pik elde edilmektedir (Sekil 19A). Bu piklerden birinin yaninda ikinci bir pik
daha olmasi bu hastada ilgili mutasyonun varligina isaret etmektedir (Sekil 19B) ve

bu pikin rengine gore hastadaki mutasyon isimlendirilmektedir.

Izositrat dehidrogenaz 2 geni R140 ve R172 mutasyon analizi calisilan diisiik

dereceli hastalarin minidizileme sonuglar1 Tablo 15’te 6zetlenmistir.

IDH2 R1400 / R140L

a0 =0
|
[\ IDHZ R140W IDH2 R172K/ R172M IDH2 R172W
[
[
| \
| i
HL \
A J I'|I / | !
N . SN N
|

IDH2 R172K mut

Sekil 19: IDH2 140 ve 172. kodon mutasyonlarinin minidizileme sonuglart. A.
Yabanil tip sonucu. T14-115 kodlu 6rnekte R140Q / R140L ile R140W mutasyonlar1
ve kodon 172 i¢in R172K / R172M ile R172W mutasyonlarina ait sirasiyla birer tane
mavi, siyah, mavi ve yesil pik olmasi, yabanil tipe igaret etmektedir. B. IDH2 R172K
mutasyonu i¢in tasiyici hasta sonucu (T14-134). IDH2 R172K bdlgesinde mavi pik
(yabanil tip) yanindaki yesil pik, AGG>AAG (Arg—>Lys, R172K) mutasyonuna
aittir.

B / 'ﬂ"\h_
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Tablo 15: Minidizileme yontemiyle analiz edilen hastalarin IDH2 genotip (R140 ve
R172 mutasyonlar1) 6zeti

IDH2 Genotip Hasta sayis1 (%)
(R140 ve R172) (n = 37)

WT (yabanil tip) 36 (%97,3)
R172K 1

4.4. TERT Promotor C228T ve C250T Mutasyonlarinin Analizi

44.1. TERT C228T ve C250T mutasyonlarimn Sanger dizi analizi ile

saptanmasi

Telomeraz revers transkriptaz geni promotor bolgesindeki C228T ve C250T
mutasyonlarini kapsayan bolge TERT-F ve TERT-R primerleri (Tablo 4) kullanilarak
PZR ile ¢ogaltilmis ve sadece TERT-R primerleri ile Sanger dizi analizi yapilmstir.

Heterozigot C228T Sanger dizi analizi sonucu Sekil 20°de gosterilmistir.

4.42. TERT C228T ve C250T mutasyonlarimin minidizileme analizi

TERT-PRMT-3F ve TERT-PRMT-4R (Tablo 3) primerleri ile PZR yapilmis ve
C228T ile C250T mutasyonlarina 6zgii minidizileme primerleri (Tablo 7) ile analiz
gerceklestirilmigtir. TERT C228 ve C250 bolgelerini kapsayan minidizileme sonucu
Sekil 21°de gosterilmistir. Minidizileme sonucunda C228 (mavi) ve C250 (siyah)
mutasyonlart ic¢in ayri ayr1 toplam iki pik elde edilmektedir (Sekil 21A). Bu
piklerden birinin yaninda ikinci bir pik daha olmasi1 bu hastada ilgili mutasyon i¢in

tastyiciliga isaret etmektedir (Sekil 21B).
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Referans dizi
Yabanil tip

Tasyic C228T

c ¢c c & ¢z C C C C ¥ T COC G G G C C C T

Sekil 20: TERT promotor bolgesi Sanger dizileme sonucunda saptanan C228T
mutasyonu. Y: T13-606 kodlu 6rnekte saptanan heterozigot G>A mutasyonuna isaret
etmektedir.

A 0 B ’_Ad—‘

C250 mut

C250

C228

e m e e SN

Sekil 21: TERT promotor C228 ve C250 mutasyonlarinin minidizileme sonuglari. A.
Yabanil tip sonucu. T13-646 kodlu ornekte C228T ve C250T mutasyonlarina ait
sirastyla bir mavi ve vir siyah siyah pik olmasi, yabanil tipe isaret etmektedir. B.
TERT C250 mutasyonu igin tastyict hasta sonucu (T13-645). C250 bolgesinde siyah
pik (yabanil tip) yanindaki kirmiz1 pik, C>T (C250T) mutasyonuna aittir.

Tiim hastalara ait TERT promotdr mutasyonlari icin yapilan minidizileme

sonuglar1 Tablo 16’da 6zetlenmistir.
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Tablo 16: Minidizileme yontemiyle analiz edilen hastalarin TERT promotdr (C228
ve C250 mutasyonlar1) genotip 6zeti

TERT (C228 ve C250) Hasta sayis1 (%)
Genotip (n =300)

WT (yabanil tip) 137 (%45,7)
C228T 113 (%69,3)
C250T 50 (%30,1)

4.5. rs55705857 Polimorfizmi i¢in Minidizileme Analizi

rs55705857-PCR1F ve rs55705857-PCR1R primerleri (Tablo 4) ile PZR ve
sonrasinda rs55705857-MSQR primeri (Tablo 7) ile minidizileme analizi yapilmistir.
8q24.21 bolgesindeki rs55705857 polimorfizmini kapsayan minidizileme sonucu
Sekil 5’te gosterilmistir. Minidizileme sonucunda rs55705857 polimorfizmi i¢in tek
bir kirmiz1 pik elde edilmektedir (Sekil 22A). Bu pikin yaninda ikinci bir pik daha
olmast bu hastada rs55705857 polimorfizmi i¢in tasiyicilik oldugu anlamina
gelmektedir (Sekil 22B).

W rs557053857
A =G

Sekil 22: rs55705857 polimorfizminin minidizileme sonuglari. A. Yabanil tip
sonucu. T13-234 kodlu 6rnekte rs55705857 polimorfizmine ait tek bir kirmizi pik
olmasi, yabanil tipe isaret etmektedir. B. rs55705857 polimorfizmi i¢in tasiyict hasta
sonucu (T13-238). Kirmizi pik yaninda siyah pik de olmasi tasiyicilik anlamina
gelmektedir.
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rs55705857 polimorfizmi igin yapilan minidizileme sonuglar1 Tablo 17°de

Ozetlenmistir.

Tablo 17: Minidizileme yoOntemiyle analiz edilen hastalarin rs55705857
polimorfizmi genotip 6zeti

rs55705857 polimorfizmi Hasta sayis1 (%)
genotip (n=279)

WT — AA (yabanil tip) 235 (%84,2)

A/G (tastyic) 41 (%93,2)

G/G (homozigot mutant) 3 (%6,8)

Hastalarin IDH1 R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotor C228T ve C250T
mutasyonlar1 ile rs55705857 polimorfizm sonuglar1 detayli olarak Ek 3’te

listelenmistir.

4.6. IDH ve TERT Promotor Mutasyonlarinin Birlikte Degerlendirilmesi

Hastalarin IDH ve TERT promotdr mutasyon sonuglart birlikte degerlendirilmis
ve 4 molekiiler alt grup (sadece IDH-mutant, sadece TERT-mutant, ¢ifte-mutant,
cifte-negatif) belirlenmistir (Sekil 23). Bu molekiiler alt gruplara gore hastalarin
sagkalimlar1 da analiz edilmistir (Sekil 24).
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100%
90%
80%
70%

60% M Sadece TERT-mutant

50% m Cifte negatif

40% M Sadece IDH-mutant

M Cifte mutant
30%
20%

10%

0%
Derece Il (n = 111) Derece Ill (n = 56) Derece IV (n = 133)

Sekil 23: Histopatolojik siniflandirmadan bagimsiz olarak IDH / TERT durumuna
gore molekiiler alt gruplara ayrilan hastalarin insidanslari.

299 diffiiz gliom hastasinin (DSO Il -1V) sagkalimlan

1

ﬂﬁﬁ'&r_—r_‘, —— Cifte-mutant [n=64]}
09 - at e,

A o T ~—Sadece IDH-mutant (n=101)
08 1 + L = Sadece TERT-mutant {n=54)
07+ = R 1 Cifte-negatif (n=40)
08 1+
e

05+ ]5‘ .

S
50 D p<0.0001

0.1 4 t

Sagkalim oram

I 24 48 T2 96 120 144 168 182 2186 240

Sagkahm (aylar)

Sekil 24: Hasta sagkalimlarinin molekiiler alt gruplara gore degerlendirilmesi. Yatay

eksen genel sagkalimi (aylar), dikey eksen ise sagkalim oranini gostermektedir.
Kaynak: Akyerli CB, Yuksel S, Can O, Erson-Omay EZ, Oktay Y, Cosgun E, et al. Use of telomerase
promoter mutations to mark specific molecular subsets with reciprocal clinical behavior in IDH
mutant and IDH wild-type diffuse gliomas. J Neurosurg. 2018;128(4):1102-14.
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4.7. Mitokondriyal DNA Yeni Nesil Dizi Analizi

4.7.1. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizi yapilan orneklerin genel
bilgileri

Calisilan 300 hasta i¢inden farkli patoloji ve morfolojik asamalara sahip
gruplardan rastgele se¢ilmis 29 tiimor ve ilaveten 1 normal beyin dokusu 6rnegi igin
mtDNA yeni nesil dizi analizi yapilmistir. Ayrica, bu hasta 6rneklemine Prof. Dr.
Koray Ozduman tarafindan saglanan 30 hastaya ait timér ve periferik kan
orneklerinden elde edilmis ekzom analizi verileri (analizler Yale Center for Genome
Analysis merkezinde MiSeq platformunda yapilmistir) de eklenmistir. Boylece,
toplam 59 hasta 6rnegi ile 1 normal beyin dokusu i¢in analiz yapilmistir. mtDNA
yeni nesil dizi analizi yapilmis 6rneklerin kapsama derinligi (coverage) 100X, ekzom

analizi verilerininki ise 100-300X tir.

Elli dokuz hasta 6rneginin 32’si (%54,2) diisiik dereceli [20 derece 11 (%62,5),
12 derece Il (%37,5)] ve 27’si (%45,8) yiiksek dereceli (IV) olmak {izere 25’i
(%42,4) kadin, 34’14 (%57,6) erkek hastalara aittir. Oligodendrogliom nedeniyle
opere olan 12 hastanin (%20,3 - %50 K, %50 E), 8’i (%66,7) derece 11 (%25 K, %75
E), 4’0 (%33,3) derece III (%100 K) hastalardir. Astrositom tanili 20 hastanin
(9633,9 - %45 K, %55 E), %60°1 derece 1T (%50 K, %50 E), %40’1 derece Il1’tiir
(%37,5 K, %62,5 E). Hepsi derece IV olan 27 (%45,8 - %37 K, %63 E) glioblastom
hastasi bu ¢alismaya dahil edilmistir. IDH1 R132 ve TERT promotor C228 / C250
mutasyonlari i¢in bu hastalarin 17’si (%29) sadece IDH-mutant, 19’u (%32) sadece
TERT-mutant, 12’si (%20) ¢ifte-mutant ve 11’1 (%19) gifte-negatiftir. Tiim hastalarin
ameliyat yasi ortalamasi 44,8 + 14,25 olmakla birlikte bu ortalama kadin hastalarda
47,08 + 16,43, erkeklerde ise 43,15 + 12,34’tiir. Hasta bilgileri Tablo 18°de

Ozetlenmis, genel degerlendirmeler ile birlikte detayli olarak Tablo 19°da verilmistir.
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Tablo 18: mtDNA yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarin genel bilgileri

Oligodendrogliom

ilk tanida DSO Derecesi

Hasta sayisi (%) Astrositom (%) | GBM (%)
Genel toplam 59 12 (20,3) 20 (33,9) 27 (45,8)
(%) | | |
Toplam (%) 20 (33,9) 8 (66,7) 12 (60) 0
. K: 8 (40) K: 2 (25) K: 6 (50)
0]
Cinsiyet (%) | £."15 (60) E: 6 (75) E: 6 (50) 0
Sadece IDH 10 0 10 0
mutant
Sadece TERT 1 0 1 0
mutant
Cifte mutant 8 8 0 0
Cifte negatif 1 0 1 0
Toplam (%) 12 (20,3) 4(33,3) 8 (40) 0
. K: 7 (58,3) K: 4 (100) K: 3 (37,5)
0,
Cinsiyet (%) | &5 (4177 E: 0 E: 5 (62,5) 0
Sadece IDH 6 0 6 0
mutant
Sadece TERT 2 0 2 0
mutant
Cifte mutant 4 4 0 0
Cifte negatif 0 0 0 0
Toplam (%) 27 (45,8) 0 0 27 (45,8)
. K: 10 (37) K: 10 (37)
0]
Cinsiyet (%) [ .17 (63) 0 0 E: 17 (63)
Sadece IDH 0 0 0 1
mutant
Sadece TERT 0 0 0 16
mutant
Cifte mutant 0 0 0 0
Cifte negatif 0 0 0 10
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4.7.2. Mitokondriyal genomun amplifikasyonu

Tiim mitokondriyal genom iki reaksiyon halinde uygun primerler kullanilarak
(Tablo 9) c¢ogaltilmis (Sekil 25) ve sonrasinda yeni nesil dizi analizi

gerceklestirilmistir.

-
3
-

Sekil 25: Takara LA Taq polimeraz ile yapilan mtDNA PZR sonucu. Uriinler %1°lik
agaroz jelde yiirtitiilmiistiir. 1-3: MTL-F1 ve MTL-R1 primerleri ve 4-6: MTL-F2 ve
MTL-R2 primerleri kullanilarak PZR yapilmigtir. 3. ve 6. kuyularda ornek
bulunmamaktadir (negatif kontrol). M1kb: 1kb DNA molekiiler agirlik standardi.

4.7.3. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizi verilerinin degerlendirilmesi

4.7.3.1. Mitokondriyal genomda saptanan varyasyon sayilari

Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinden elde edilen FASTQ dosyalar1 her
ornek i¢in ayrt ayrt mtDNA Server (v1.0.7) veritabanina yiiklenmis (153),

mitokondriyal haplogrup, ortalama heteroplazmi orani ve varyasyonlar belirlenmistir.
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Elli dokuz hasta 6rneginde 692’si birbirinden farkli toplam 1955 mutasyon
saptanmigtir. Esik degeri %10 olarak kabul edildiginde, 472 farkli mutasyon olmak
lizere toplam mutasyon sayist 1531 olmaktadir. Tiimor Orneklerinde saptanan
varyasyonlar normal beyin dokusunda saptanan varyasyonlar ile karsilastirilarak, bir
veya birden fazla timorde veya normal dokuda da saptananlar kategorize edilmistir
(Sekil 26).

W Normal dokuda saptanan
W Tek timorde saptanan

W Birden ¢ok timorde saptanan

Sekil 26: mtDNA yeni nesil dizi analizinde saptanan varyasyon sayilari. Timor
orneklerinde saptanan varyasyonlar diger tiimérler veya normal beyin dokusunda da
saptanmalarina gore gruplandirilmigtir.

4.7.3.2. Mitokondriyal genomda saptanan varyasyonlarin heteroplazmi

durumlar

Saptanan varyasyonlarin heteroplazmi durumu Sekil 27°de 6zetlenmistir. Tiim
varyasyonlar degerlendirilirken, herhangi bir esik degeri kullanilmaksizin,
heteroplazmi saptanan tiim varyasyonlar sayilmistir. %10 esik degerine gore

hesaplamada ise sadece esik degerini gegen varyasyonlar dikkate alinmistir.
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Analiz sonucunda belirlenen mitokondriyal haplogruplar, ortalama heteroplazmi
oranlar1 ve varyasyon sayilart (homoplazmik ve %10 esik degerine gore
heteroplazmik) 6rnek bilgileri ile birlikte Tablo 19°da verilmistir. Bundan sonraki

asamalarda tiim veriler esik degeri dikkate alinarak analiz edilmistir.

100%
0%
30% -
TO%
60%
50%
40%0
30% - )
E Heteroplazmik
20% )
EHomoplazmik
10%
0%

Tomi %10 esik degerli

Sekil 27: mtDNA analizinde saptanan varyasyonlarin heteroplazmi degerlendirmesi
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Tablo 19: mtDNA yeni nesil dizi analizi ¢alisilan o6rnek bilgileri ve genel

degerlendirmeleri
- Ort.
?(r“ek 3 Patoloji S pHTERT Haplogrup  het 5:52&%2
odu S & (iist grup) orami sayrst
(%)
NGA K Normal beyin dokusu - YOK Uda (R) 0 32 hom
12-21 E Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant H(R) 5 8 hom
12-25 E Astrositom 2 sadece IDH-mut  U4cla (R) 3 33 hom
12-37  E Astrositom 2 sadece IDH-mut 12 (N) 1 36 hom
12-38 K GBM 4 sadece TERT-mut H5 (R) 1 13 hom
12-46  E Oligodendrogliom 2  ¢ifte mutant H15b (R) 33 1het, 13 hom
12-100 E Oligodendrogliom 2  gifte mutant Ulalal (R) 29 1 het, 36 hom
13-01 K Oligodendrogliom 3 cifte mutant Kl?;)l% 1 31 hom
13-03 E Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant J1c3f (R) 4 30 hom
13-05 K Astrositom 2 sadece IDH-mut X2 (N) 6 1 het, 29 hom
13-06 E Astrositom 3 sadece IDH-mut H (R) 2 9 hom
13-23 K Astrositom 2 sadece IDH-mut  K1la8b (R) 0 33 hom
13-25 K Astrositom 2 sadece IDH-mut  Hb5a3a (R) 0 0 het, 13 hom
13-27 E Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant H1(3F§)1 al 1 16 hom
13-30 E Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant H13a2 (R) 25 1 het, 13 hom
13-266 K Oligodendrogliom 3 ¢ifte mutant W6b (N) 0 37 hom
13-601 E GBM 4 ¢ifte negatif H1bd (R) 23 3het, 11 hom
13-708 K Oligodendrogliom 3 ¢ifte mutant H2a2a (R) 2 3 hom
13-743 K Oligodendrogliom 3  ¢ifte mutant Hlla2 (R) 2 1 het, 18 hom
13-1013 E Astrositom 2 sadece IDH-mut W (N) 1 30 hom
13-1022 K Astrositom 2 sadece IDH-mut M18 (L3) 10 2 het, 32 hom
14-01 K Astrositom 2 sadece IDH-mut H (R) 0 10 hom
14-16  E Astrositom 3 sadece TERT-mut U5blel (R) 21 1 het, 27 hom
14-58 E Astrositom 2 sadece IDH-mut U3b (R) 0 1 het, 23 hom
14-126 E Astrositom 3 sadece IDH-mut H5b (R) 7 1 het, 11 hom
14-176 K Astrositom 3 sadece IDH-mut H55 (R) 16  4het, 12 hom
14-218 K Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant H15b1 (R) 1 14 hom
15-01 K GBM 4 sadece TERT-mut W6 (N) 1 35 hom
15-08 K Oligodendrogliom 2 ¢ifte mutant W+194 (N) 14 1 het, 37 hom
15-16  E Astrositom 2 sadece TERT-mut H16 (R) 3 2 het, 11 hom
NOT-47* E GBM 4 ¢ifte negatif H2+152 (R) 10 2 het, 10 hom

(*) Ekzom analizi yapilmis hastalar.
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Tablo 19 (devam): mtDNA yeni nesil dizi analizi ¢alisilan 6rnek bilgileri ve genel

degerlendirmeleri
- Ort.
?(“‘ek 5 Patoloji T Haplogrup  het \/S;r?:sr;%r:]
odu S 8 (iist grup) orani sayst
(%)

NOT-48* K GBM 4 cifte negatif J1blbl (R) 1 36 hom
NOT-49* E Astrositom 2  sadece IDH-mut U3b2al (R) 1 28 hom
NOT-50* K Astrositom 3  sadece IDH-mut T1b3 (R) 1 31 hom
NOT-51* E GBM 4 sadece TERT-mut U5blbla (R) 4 1 het,27 hom
NOT-52* K Astrositom 3  sadece TERT-mut T2b (R) 10 4 het, 32 hom
NOT-53* E GBM 4 sadece IDH-mut H20 (R) 6 1 het,9 hom
NOT-54* K GBM 4  sadece TERT-mut Klal2a (R) 1 33 hom
NOT-55* E GBM 4 cifte negatif H28 (R) 7 3 het, 11 hom
NOT-56* K GBM 4  sadece TERT-mut H1c22 (R) 6 1 het, 13 hom
NOT-58* K GBM 4 sadece TERT-mut T1b3 (R) 4 3 het, 32 hom
NOT-59* K GBM 4 cifte negatif U5albl (R) 2 1 het, 25 hom
NOT-60* E GBM 4 sadece TERT-mut Ulalb (R) 9 1 het, 37 hom
NOT-61* E GBM 4  sadece TERT-mut T2b (R) 1 34 hom
NOT-62* E GBM 4  sadece TERT-mut Tla2a (R) 4 1 het, 40 hom
NOT-63* E GBM 4 cifte negatif J1c10 (R) 14 2 het, 35 hom
NOT-65* E GBM 4 sadece TERT-mut H+16311 (R) 0 10 hom
NOT-66* K GBM 4  sadece TERT-mut HV2a (R) 5 2 het, 28 hom
NOT-67* K GBM 4 cifte negatif K1b2a2 (R) 1 1 het, 37 hom
NOT-68* E GBM 4 cifte negatif H76 (R) 4 1 het, 14 hom
NOT-69* E GBM 4 sadece TERT-mut U7b (R) 1 33 hom
NOT-70* E GBM 4 sadece TERT-mut T291 (R) 1 40 hom
NOT-71* E GBM 4 cifte negatif M3al+204 (L3) 6 1 het, 31 hom
NOT-72* E Astrositom 3  sadece IDH-mut Wi4d (N) 29  3het, 35 hom
NOT-73* E GBM 4 sadece TERT-mut T2cla (R) 5 1 het, 42 hom
NOT-74* E GBM 4 cifte negatif K1a8b (R) 3 35 hom
NOT-75* K GBM 4 sadece TERT-mut Usbla2 (R) 3 35 hom
NOT-76* E GBM 4 sadece TERT-mut J2a2d (R) 3 2 het, 42 hom
NOT-77* E Astrositom 3 sadece IDH-mut Hl4a (R) 2 12 hom
NOT-78* K Astrositom 2 cifte negatif X2d1 (N) 1 35 hom

(*) Ekzom analizi yapilmis hastalar.
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4.7.3.3. Mitokondriyal genomda saptanan varyasyonlar

Timor oOrneklerinde saptanan varyasyonlar rCRS referans dizisine gore
isimlendirilmis ve detayli olarak Ek 4’te listelenmistir. Varyasyonlarin %77’si
mitokondrinin kodlayan bolgesinde, %23’ii ise kodlamayan kontrol bolgesindedir.
Varyasyonlarin  bulundugu bolgeler (kodlamayan kontrol DLOOP bdlgesi;
polipeptitleri, rRNAlar1 veya tRNAlar1 kodlayan genler) Sekil 28°de
gruplandirilmigtir.  Polipeptitleri kodlayan bolgedeki varyasyonlarin %32,4°i es
anlamli olmayan mutasyonlardir. Bunlarin 3 tanesi (%3,1) anlamsiz (nonsense)
mutasyondur. mt-TF, mt-TL1, mt-Tl, mt-TN, mt-TY, mt-TK, mt-TS2, mt-TE tRNA

genlerinde varyasyon saptanmamistir.

Varyasyonlarim Mitokondriyal Genomdaki Yerlesimleri

m Polipeptit
mIRINA
mt{RINA

Sekil 28: Varyasyonlarin mitokondriyal genomda bulundugu boélgeler. Kodlayan
bolge icin verilen yiizdeler saptanan biitlin varyasyonlara goére orana, parantez
icindeki ylizde ise kodlayan bdlgede saptanan varyasyonlara gore orana isaret
etmektedir.

Saptanan 472 farkli varyasyonun %94,9’u transisyon, kalanlari (%5,1) ise
transversiyon mutasyonlaridir. Degisikliklerin hangi niikleotitler arasinda oldugu

Sekil 29°da gosterilmistir.
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Tim Ornekler icin mitokondriyal genomda saptanan varyasyon sayilari

(varyantlara gore) ve bolgelere gore varyasyon frekanslart Sekil 30°da 6zetlenmistir.

140

120

100

30

60

40

20

128

Trangisyon

Transversiyon

Sekil 29: Varyasyonlardaki niikleotit degisikliklerinin dagilimi. Transisyonlarin
orani (%94,9) transversiyonlara (%5,1) gore oldukga fazladir.
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ND5

region

coding

TRNL2 Dt
TRNS2 RNA
tRNA

TRNH

ND4

TRNG  ox3
ATP6

ATPS TRNK  Coxz TRND

Sekil 30: Mitokondriyal varyasyon sayilar1 ve bolgelere gore frekanslari. Digtaki gri
cizgili alandaki siyah ince barlar varyasyon sayilarini, igteki siyah kalin barlar ise
bolgelere gore varyasyon frekanslarini (siklik) gostermektedir. Gri ¢izgiler 10’ar
araliga isaret etmektedir.

4.7.3.4. Mitokondriyal genomda saptanan varyasyonlarin patojenite

skorlamalar

Mitokondriyal genomda saptanan biitiin varyasyonlar igin patojenite
skorlamalart MITOMAP ve HmtVar veritabanlari kullanilarak yapilmistir (112,
154). Toplam 204 varyasyon (%43,5) literatirde GBM (%1), GBM ve diger
kanserler (%4,9) veya GBM dis1 kanserler (%85,8) ile iliskilendirilirken, 24 tanesi
HmtVar veritabaninda patojenik (%11,8) olarak bildirilmistir. Patojenik olarak
bildirilen varyasyonlarin sadece %29’u GBM dis1 kanserlerle iliskilendirilmis,
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digerleri herhangi bir kanser ile iliskilendirilmemistir. Literatiirde bildirilen

varyasyonlar Tablo 20’de listelenmistir.

Tablo 20: Tiumor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlarin patojenite
degerlendirmeleri. MITOMAP (112) ve HmtVar (154) veritabanlarinda GBM, GBM
ve / veya diger kanserler ile iligkilendirilmis veya patojenik olarak bildirilmis
varyasyonlar listelenmistir.

AT73G
A93G
G143A
T146C
C150T
T152C
A153G
G185A*
A189G
T195C*
T199C
A200G
G203A
T204C*
G207A
G228A
T246C
T250C
A263G
C295T*
C456T
C462T
T477C
T482C
T489C
C497T
G499A
G513A
G709A
AT50G

T1243C
A1438G
A1736G
A1811G
A2706G
G3010A
T3197C

G3380A%*

G3413cH¥
A3480G
A3505G
G3666A
G3705A
G3834A
T4216C
T4336C
G4580A

C4640AY*
T4646C"
A4769G

G4794AY¥
A4811G
A4917G

G5226AY¥
G5460A
A5656G
G5913A
T5999C*

A6047GYH¥
G6129A

AB146G
T6221C
T6253C
G62618
C6371T
T6392C
C7028T
C7476T
G7521A
T7645C
A7768G
G8251A
G8269A

G8519A%¥

G8572A%
G8697A
A8701G
G9055A3
T9070G
G9477A

T9498CH¥
T9540C
G9575A

G9612AN¥

G9655A%
A9667G

Co841TH*

G9932A
T10034C
T10238C

A10283G
G10290A
A10398G
C10400T
T10463C
A10550G
C10822T
T10915C
A11002G
T11009C
Al11251G
C11332T
G11377A
C11674T
A11708G

G11711A%¥
Al1812G
A11947G

T11961CH¥

A12033G%¥

A12172G}
A12308G§
G12372A
T12384C
T12414C
G12561A
C12705T

T13064C¥
T13500C
T13617C

A13651G*
C13680T
G13708A
A13780G
A13966G

A13973T%*
A14233G
G14364A
T14470C
A14587G
C14620T"
C14766T
T14783C
T14798C*

G14846A%*
C14866T
G14869A
G14905A

T14924C3¥
A15218G
A15244G
G15301A
A15326G
C15452A
C15535T

G15591A%¥
A15607G
A15631G
A15662G
T15693C

G15734A
G15884C
A15924GH
G15928A
C16069T
T16092C
T16093C
C16111T
T16126C*
G16129A
G16145A
G16153A
A16163G
A16183C
C16185T
C16186T
T16189C
C16192T
C16193T
T16209C
C16214T
T16217C
C16218T
C16223T
T16224C
C16234T
T16249C
C16256T
C16259T
C16260T

C16261T
C16270T
C16278T
C16286T
C16287T
C16292T
A16293G
C16294T
C16296T
T16304C
A16309G
T16311C
T16325C
A16335G
A16343G
C16354T
T16356C*
T16357C
T16362C
G16390A
G16391A
A16399G
C16465T
T16519C*

(&) GBM ile iligkilendirilmis, (¥*) GBM ve diger kanserler ile iliskilendirilmis, (§) HmtVar
veritabaninda patojenik olarak bildirilmis, (¥) herhangi bir kanser ile iligskilendirilmemis varyasyonlar.
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4.7.3.5. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinde saptanan varyasyonlarin

somatik mutasyon analizi

Tiimor 6rnekleri ile birlikte periferik kan 6rnekleri de ¢alisilmis 32 hastanin her
iki oOrneginden elde edilen sonuglar karsilastirilarak somatik mutasyon analizi
yaptlmistir. Buna goére 10 hastada (%31,25) herhangi bir somatik degisiklik
saptanmamustir. 22 hastada timor ve periferik kan karsilastirmasinda saptanan

farkliliklar Tablo 21°de listelenmistir.

Hasta Orneklerimizde saptanan somatik varyasyonlarin bdlgelere gore
frekanslarinin  literatiirdeki  diisik ve yiiksek dereceli gliomlar (136) ile
karsilastirilmast Sekil 31°de gosterilmistir. Hasta grubumuzda GBMler’de mt-CYB,
mt-RNR2 ve DLOOP bélgelerinin, diisiik dereceli gliomlarda (DDG) ise mt-ND1 ve
DLOOP bdlgelerinin  somatik varyasyonlar1 6ne ¢ikmaktadir. Literatiirle
karsilastirildiginda, bu sonuglar GBMler i¢in uyumludur, ancak DDG’lerde mt-
RNR1’de daha az varyasyon saptanmistir. Orneklerimizdeki somatik varyasyonlarin
gliom dis1 kanserler (136, 158) ile karsilastirilmasi ise Sekil 32’de 6zetlenmistir.
Mide kanserindeki mt-ND5 geni hari¢, DLOOP varyasyonlart gliom dis1 kanserlerde
de dikkati ¢cekmektedir.
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Tablo 21: Timor ve periferik kan Orneklerinin  karsilastirmasinda saptanan

farkliliklar.
14-176 NOT-49 NOT-51 NOT-52
T690C (0,40 T) C7028T (hom)® A15746G (0,25 G) T6109C (0,14 C)
G3380A (0,36 G) T16189C (hom)$™ G9932A (0,30 A)
G3413C (0,38 G) G11711A (0,14 A)
G8519A (0,21 A) G7642A (0,38; 0,10 A)”
NOT-53 NOT-55 NOT-58 NOT-59
G3563A (0,39 A) T146C (0,43 T) T1420C (0,24 C) G15761C (0,24 C)
G5226A (0,30 G) T11961C (0,36 C) G5585A (0,07; 0,28A)"
G11330A (0,10 A) C16104T (0,19 T)
T16189C (hom)%™
NOT-60 NOT-62 NOT-63 NOT-66
G10290A (0,43 G) GA4408A (0,40 A) G1782A (0,25 G) T13064C (0,17 C)
C308T (hom)%™ C16186T (0,04; 0,27 C)" G2673A (0,36 G)
A10768G (0,05; 0,15 G)"
NOT-67 NOT-68 NOT-71 NOT-72
GA4794A (0,19 A) T16093C (0,28; 0,07 T)*  G3705A (0,21; 0,37 G)* C194T (0,26 T)
T196C (0,36 T)
NOT-73 NOT-74 NOT-75 NOT-76
G15731A (0,16 A) G15591A C16192T (0,36 T)$ G2464A (0,17 A)
T5291C (0,13)" T16519C (0,29 C)
NOT-77 NOT-78
T6367C (0,05;0,21C)"  A16183C

(*) Hem tiimoérde hem periferik kanda bulunan ancak heteroplazmi oranlari farklilik gdsteren
varyasyonlardir. Sirastyla timor ve periferik kan 6rneklerindeki mindr komponent yiizdesi parantez
icinde belirtilmistir. (§) Periferik kanda saptanan ancak tiimérde olmayan varyasyonlar. (**) Diisiik
kapsama derinligi nedeniyle yalanci pozitif olma ihtimali olan varyasyonlar.
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Sekil 31: Bolgelere gore somatik mitokondriyal varyasyon frekanslarinin literatiir ile
karsilastirilmasi. GBM ve DDG (diisiik dereceli gliomlar) hasta grubumuzu, GBM
lit. ve DDG lit. literatiirdeki frekanslar1 gostermektedir. Kaynak: Stewart JB, Alaei-
Mahabadi B, Sabarinathan R, Samuelsson T, Gorodkin J, Gustafsson CM, et al. Simultaneous DNA

and RNA mapping of somatic mitochondrial mutations across diverse human cancers. PLoS Genet.
2015;11(6):€1005333.
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Sekil 32: Bolgelere gore somatik mitokondriyal varyasyon frekanslarinin literatiirdeki gliom dis1 kanser frekanslari ile karsilastirilmasi.
Kaynaklar: Stewart JB, Alaei-Mahabadi B, Sabarinathan R, Samuelsson T, Gorodkin J, Gustafsson CM, et al. Simultaneous DNA and RNA mapping of somatic
mitochondrial mutations across diverse human cancers. PLoS Genet. 2015;11(6):e1005333. Ju YS, Alexandrov LB, Gerstung M, Martincorena |, Nik-Zainal S,

Ramakrishna M, et al. Origins and functional consequences of somatic mitochondrial DNA mutations in human cancer. Elife. 2014;3. (*) Hasta grubumuzu

gostermektedir.

84



4.7.4. Verilerin istatistiksel analizi

4.7.4.1. Toplam mitokondriyal genom varyasyon sayilarinin ve bolgelere gore

varyasyon frekanslarimin karsilastirilmasi

Mitokondriyal bolgelere gore varyasyon frekanslari; varyasyon sayisi genin kb
olarak biiyiikliigiine boliinerek normalize edilmistir. Kontrol bolgesi DLOOP biitiin
(16024 - 576) olarak ve ayrica DLOOP1 (16024 - 16569) ve DLOOP2 (1 - 576)

olmak iizere iki ayr1 kisimda degerlendirilmistir.

Hastalarin toplam mitokondriyal genom varyasyon sayist ve bunlarin
frekanslari; hastalarin cinsiyet, klinik bulgulart (DSO smiflandirmasi, morfolojik
asama), saptanmis niikleer genetik degisiklikleri (IDH1, IDH / TERT durumu) ve
haplogruplar ile birlikte degerlendirilmis ve istatistik hesaplar1 yapilmistir. Ikili
karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney U [cinsiyet (kadin / erkek), morfolojik asama
(derece Il & 111/ 1V, derece 11/ 11l & IV), IDH1 R132H mutasyon durumu (mutant /
yabanul tip)], ikiden ¢oklu karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis [DSO siniflandirmasi
(oligodendrogliom / astrositom / GBM), IDH / TERT durumu (gifte mutant / sadece
IDH-mutant / sadece TERT-mutant / gifte negatif), morfolojik asama (derece 11/ 111/
IV), haplogrup (R / N / L3)] testleri kullanilmistir. Lokus varyasyon frekanslarinin

belirli gruplara gore karsilastirmasi Sekil 33’te gosterilmistir.

Bu degerlendirmelerde morfolojik asama igin derece Il / Il [/ IV
karsilagtirmasinda herhangi bir bdlgenin varyasyon frekans: istatistiksel anlamli
olarak saptanmamistir. DSO simiflandirmasina gére karsilastirmada DLOOP1 bolgesi
oligodendrogliom ve GBM arasinda (p=0,03); cinsiyete gore karsilastirmada mt-
RNR1 (p=0,02) ve mt-ND4L (p=0,046) genleri; morfolojik asama derece 1l & I11/ IV
karsilagtirmasinda ise mt-TR (p=0,036) geni ile DLOOP1 (p=0,02) bolgesinin
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varyasyon frekans1 istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ikiden c¢oklu
karsilagtirmalarda IDH / TERT durumuna gore biitiin anlamli farklar ¢ifte-mutant ile
sadece TERT-mutant 6rnekler arasinda; haplogruplara gére mt-ND3 geni disindakiler
R ve N haplogruplar1 arasinda; mt-ND3 geninde ise N ve L3 ile R ve L3
haplogruplar arasinda saptanmistir. Yapilan karsilastirmalarda tigten fazla bolgede

istatistiksel anlaml1 olarak saptanan sonuglar Tablo 22’de 6zetlenmistir.

DLOOPZ
DLOOP ;o RNRL

cve

NDG / _ S8\ \ , . L™

NDs L | ND2
T2 | LW
H /A
ND4
Cinsiyet
ND4L
_ | \ _ = DSO siniflandirmasi
TR i \ < TS1
/ \ \ ——Derece Il &Il / IV
nD3 -/ / \ 1D
~L_ / \ e ——Derece |l /Il &IV
G L o2
cos ATP8 ——IDH R132H mutasyonu
ATPG

Sekil 33: Bolgelere gore varyasyon frekanslarinin cinsiyet, DSO simiflandirmast,
morfolojik asama ve IDH1 RI132H mutasyonu durumlarina gore istatistiksel
karsilastirilmasi. Radar grafiginde logaritmik dlgek kullanilmistir.
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Tablo 22: Mitokondriyal genomdaki toplam varyasyon sayisi ve bdolgelere gore
frekanslarinin belirli 6zelliklere gore karsilastirilmasi. Kirmizi degerler istatistiksel

olarak anlamli (<0,05) verileri gostermektedir.

Lokus

DLOOP2
MT-RNR1
MT-TV
MT-RNR2
MT-ND1
MT-TQ
MT-TM
MT-ND2
MT-TW
MT-TA
MT-TC
MT-CO1
MT-TS1
MT-TD
MT-CO2
MT-ATP8
MT-ATP6
MT-CO3
MT-TG
MT-ND3
MT-TR
MT-ND4L
MT-ND4
MT-TH
MT-TL2
MT-ND5
MT-ND6
MT-CYB
MT-TT
MT-TP
DLOOP1
Total DLOOP
Toplam varyasyon

Morfolojik
asama*’¥
0,65
0,14
0,47
0,80
0,85
0,046
0,31
1,00
0,47
0,47
0,47
0,99
0,47
0,98
0,80
0,54
0,048
0,73
0,16
0,75
0,021
0,17
0,72
0,47
0,96
0,17
0,27
0,76
0,23
0,47
0,051
0,29
0,33

IDH1*

0,55
0,75
0,33
0,07
0,86
0,15
0,98
0,55
0,33
0,31
0,33
0,08
0,33
0,58
0,79
0,65
0,041
0,17
0,31
0,21
0,014
0,48
0,12
0,31
0,42
0,55
0,025
0,13
0,11
0,33
0,002
0,03
0,024

IDH/TERT**

0,74
0,50
0,55
0,32
1,00
0,53
0,73
0,75
0,55
0,48
0,55
0,04
0,55
0,68
0,86
0,60
0,10
0,53
0,48
0,43
0,016
0,90
0,17
0,48
0,83
0,86
0,15
0,44
0,33
0,55
0,007
017
0,13

Haplogrup™~

0
0,034
0,90
0,72
0,048
0,81
0,81
0,002
0,90
0,041
0,90
0,007
0,90
0,73
0,002
0,81
0,09
0,06
0,041
0,012%
0,35
0,40
0,23
0,90
0,13
0,07
0,27
0,26
0,72
0,90
0,09
0
0,035

(*) Mann-Whitney U test, (**) Kruskal-Wallis test uygulanmustir. (¥) Morfolojik asama derece 11/ 111
& IV. (@) R ve N haplogruplari, (§) N ve L3 ile R ve L3 haplogruplar1 birbirinden anlamli olarak

farkl.
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4.7.4.2. Saptanan mitokondriyal varyantlarin karsilastirilmasi

Saptanan 472 farkli varyasyon arasindan, birden fazla hastada saptanan 169

varyasyon DSO smiflandirmasi, morfolojik asama, IDH ve IDH / TERT durumuna

gore karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli saptanan varyasyonlar Tablo 23’te

listelenmistir. Ayrica,

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,035).

sadece mt-ATP6 G9055A varyasyonu cinsiyete gore

Tablo 23: Mitokondriyal genomda saptanan varyasyonlarin belirli 6zelliklere gore

karsilastirilmasi.

Varyasyon

DSO AsamalI* Asama II** Asama III***

IDH

IDH/TERT

DLOOP2_T55C
DLOOP2_T57C
DLOOP2_T152C
DLOOP2_C462T
RNR1_A1438G
RNR2_G1719A
RNR2_C2259T
ND1_T3847C
ND1_T4216C
ND2_A4917G
CO1_T6253C
CO1_C7028T
CO2_G8251A
ATP6_G8697A
TR_T10463C
ND4_A11251G
ND5_C12705T
ND5_G13368A
CYB_C14872T
CYB_G14905A
CYB_C15452A
CYB_A15607G
TT_G15928A
DLOOP1_T16126C
DLOOP1_C16223T
DLOOP1_C16294T
DLOOP1_C16296T
DLOOP1_T16519C

0,039
0,039
0,043
0,039
0,048
0,039
0,039
0,039

0,04

0,02

0,039

0,02

0,012

0,042

0,033

0,042

0,042

0,042

0,033

0,049
0,032

0,018

0,018
0,019
0,018
0,018
0,018

0,018

0,018
0,014

(*) Morfolojik agsamaya gore derece I / 111/ 1V, (**) derece Il & 111 / 1V, (***) derece 11 / 11l & IV.
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4.7.5. Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinden elde edilen sonuglarin

Sanger yontemi ile dogrulanmasi

Mitokondriyal DNA vyeni nesil dizi analizinden elde edilen sonuglarin
dogrulanmasi amaciyla 4 6rnekte istatistiksel analizlerde en ¢ok kategori i¢in anlamli
¢ikan mt-TR ve DLOOP1 bolgeleri i¢in PZR ve ayni1 primerler ile Sanger dizi analizi
yapilmistir. Kullanilan primerler ile kismi mt-ND3 (10238-10404) ve biitiin mt-TR
(10405 — 10469) ile kismi DLOOP1 (16063 — 16391) lokuslar1 taranmistir. Sanger
analizi ile sadece homoplazmik olarak saptanan varyantlar dogrulanmistir (Sekil

34A), heteroplazmik (<%10) varyantlar saptanamamustir.

Ayrica, bu bolgeler i¢in galisilan hasta sayisinin arttirilmasi amaciyla 19 hasta
daha analiz edilmis ve mtDNA analizinden saptanan varyasyonlardan farkl
varyasyonlar da saptanmistir (Sekil 34B). Hasta bilgileri ve saptanan varyasyonlar

Tablo 24°te listelenmistir.

Toplam 78 hastada en sik (>%10) rastlanan varyasyonlar mt-ND3 A10398C
(%21), mt-TR T10463C (%12) ve DLOOP1 T16126C (%21), T16189C (%18),
C16223T (%17), T16311C (%17), C16294T (%14) ve C16261T dir (%10).
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Referansdizi  TAGACTGAACCGAATTGGTATATAGTTTAAAC
0,390 10,395 10,400 10,405 10,410 10,415 10,420
Mutant
A10398G T10410A
TAGACTGAGCCGAATTGGTAAATAGTTTAAAC
Yabanil tip
|
A TAGACTGAACCGAATTGGTATATAGTTTAAAC
Referans diz —|
6,125 16,130 16,135 16,140 16,145 16,150 16,155
Mutant
C16142T
GTACGGTACCATAAATACTTGACCACCTGTAG'
Yabanl tip
B GTTACGEETACCATAAATACT THGACCACCGTGT A

Sekil 34: mtDNA’da Sanger analizi ile saptanan varyasyonlar. A. NOT-48 kodlu
ornekte MtDNA yeni nesil dizi analizinde saptanan mt-ND3 A10398G ve mt-TR
T10410A varyasyonlar1 Sanger dizi analizi ile dogrulanmistir. B. T14-84 kodlu
ornekte DLOOP1 bdlgesinde C16142T varyasyonu heteroplazmik olarak
saptanmistir.
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Tablo 24: Sanger dizi analizi yapilan hasta bilgileri ve saptanan varyasyonlar.

Ornek 10-04 11-01 12-41 12-42 12-58
Cinsiyet E E E E E
Patoloji GBM Astrositom GBM GBM GBM
Derece 4 3 4 4 4
R | wr oot cawr cozor
8924 AlG WT WT WT WT
T10238C** T16093C A10398G T16311C T16304C
5 7 .
Ornek 12-117 13-739 13-767 13-768 13-799
Cinsiyet K K E E K
Patoloji | Oligodendrogliom Oligodendrogliom GBM Astrositom GBM
Derece 3 3 4 2 4
IDH R132H R132H WT R132H WT
TERT C228T C228T CZZBT WT WT
8924 AlG WT WT WT
T10463C T10238C** _ C16223T C16223T
= T16126C G16145A C16218T**  C16278T C16278T
g’ Cqéiégif* G16390A** //////////////// C1C(512682691z—1':* Ci:ﬁlzﬁsze;:*
N -
A16335G** %
Ornek 13-821 13-897 14-08 14-61 14-84
Cinsiyet K K E K K
Patoloji GBM Astrositom Astrositom GBM Oligodendrogliom
Derece 4 3 2 4 2
IDH WT R132H R132H WT R132H
TERT C228T WT WT WT C228T
8024 WT G/G AlG WT WT
5| momoas 0 mewss mesc  miemec
3 //////////////// ///////////////////////////////A
C16261T

(*) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarda saptanmamis, Sanger dizi analizinde tek tiimérde
saptanmis varyasyon, (**) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarin sadece birinde saptanmig, Sanger
(***) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarda

analizi ile birlikte sayis1 artmis varyasyon,
saptanmamis, Sanger dizi analizinde birden ¢ok tiimérde saptanmis varyasyon.
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Tablo 24 (devam): Sanger dizi
varyasyonlar.

analizi yapilan hasta bilgileri ve saptanan

Ornek 14-96 14-109 14-111 14-131
Cinsiyet E K E E
Patoloji Astrositom Astrositom Astrositom GBM
Derece 3 2 3 4
IDH R132H R132H R132H WT
8q24 WT AlG WT WT
Tiosesc  [NIGI03I0ASTIITCis184AR |
s | - T16126C C16192T T16189C
?;; A16163G %///////}//}//}//}//}//}//}/////// T16209C
g C16186T** % %/ C16261T
S T16189C D
C16294T

(*) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarda saptanmamig, Sanger dizi analizinde tek tiimorde
saptanmig varyasyon, (**) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarin sadece birinde saptanmig, Sanger
analizi ile birlikte sayisi artmig varyasyon, (***) Yeni nesil dizi analizi yapilan hastalarda
saptanmamig, Sanger dizi analizinde birden ¢ok tiimorde saptanmig varyasyon.

Hastalarda mt-ND3, mt-TR ve DLOOP1 lokuslarinda birden fazla tiimorde

saptanan varyasyonlar DSO smiflandirmasi, morfolojik asama, IDH ve IDH / TERT

durumuna gore istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Artan 6rnek sayisi ile birlikte
karsilastirma sonucunda sadece DLOOP1’deki C16278T (p=0,05) ve C16296T IDH
/| TERT (p=0,01) durumuna goére, T16126C IDH (p=0,05) ve IDH / TERT’e
(p=0,032) gére, T16311C ise DSO siniflandirmasi (p=0,017) ve morfolojik asama
derece IT & 111/ IV’e (p=0,03) gore anlamli bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Primer beyin tiimorlerinin yaklasik %30’unu (2), malign primer beyin
timorlerinin  ise  %80’ini olugturan (3) glial tiimorler neuroglial progenitor
hiicrelerden gelistigi diisiiniilen oldukga heterojen bir timor grubudur (1). Tedavileri
tiim bilimsel, teknolojik ve tibbi gelismelere ragmen yiiz giildiiriicti degildir. Bunun
asil nedeni glial tiimor biyolojisinin yeterli bilinmemesidir. Bu nedenle, niikleer ve
mitokondriyal genomun gliom biyolojisi tizerindeki etkisinin arastirilmasi oldukga

onemli bir konudur.

Amacimiz dogrultusunda 300 gliom hasta 6rnekleminde belirli niikleer genomik
varyasyonlar (IDH1 R132, IDH2 R140 ve R172, TERT promotér C250 ve C228
mutasyonlar) dizi analizi ile incelenmistir. Ayrica, 59 hastada mitokondriyal genom
yeni nesil yontemlerle dizilenmis, haplogrup, mitokondriyal varyasyonlar ve
mutasyon oranlar1 (heteroplazmi) analiz edilmistir. Saptanan mitokondriyal ¢esitlilik
ve mutasyonlarin belirli degiskenlerle [cinsiyet, DSO smiflandirmasi, morfolojik
asama, niikleer genetik degisiklikler (IDH, IDH/TERT durumu), haplogruplar] olan
iliskisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan
bolgelerdeki varyasyonlarin dogrulanmasi ve daha fazla hastada incelenmesi igin

Sanger dizileme yapilmistir.

93



5.1.1. IDH1 ve IDH2 genlerindeki mutasyonlarin analizi

Hiicrede oksidatif strese yol acarak kanseri tetikledigi bilinen IDH (IDH1 veya
IDH2 geninde) mutasyonlari ¢ogunlukla IDH1 geni 132. kodon (%90’indan
fazlasinda Argl32His mutasyonu) veya IDH2 geni 140 veya 172. kodonlarda
goriilmektedir (5). Bu nedenle calismamizdaki tiimor ornekleri oncellikle IDH1
R132 mutasyonlar1 i¢in Sanger dizileme veya minidizileme yontemleriyle analiz
edilmistir. Caligtlan 300 hastanin %48,3’ti IDH mutasyonlar1 i¢in yabanil tip
bulunurken, mutasyona sahip hastalarin  %89,7’sinde R132H mutasyonu
saptanmigtir. Saptanan diger IDH1 mutasyonlar1 R132C (%5,8), R132S (%3,2) ve
R132G’dir (%1,3). Bu oranlar Waitkus ve digerleri tarafindan bildirilmis oranlar ile
uyumludur (51).

Izositrat dehidrogenaz R132 mutasyonlari icin yabanil tip olan 6zellikle diisiik
dereceli tiimdorlerde IDH2 geninin 140 ve 172. kodon mutasyonlari da incelenmis ve
calisilan 37 hastanin sadece 1 tanesinde R172K mutasyonu saptanmistir. Bu sonug da
IDH1 yabanil tip diisiik dereceli hastalarda saptanan IDH2 mutasyonlarindan en sik

goriilenin R172K olmasi agisindan literatiir ile uyumludur (51).

Izositrat dehidrogenaz (IDH1 veya IDH2) mutasyonlar1 diisiikk dereceli
gliomlarda %80-90, GBMler’de ise %10-15 oraninda saptanmaktadir (5)
Calismamizda IDH mutasyonlar1 oligodendrogliomlarda %92,7, astrositomlarda

%75,6, GBMler’de ise %11,4 oraninda saptanmustir.
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5.1.2. TERT promotor C228T ve C250T mutasyonlarinin analizi

Kanserde goriilen artmis telomeraz aktivitesi, telomerlerin korunmasima ve
timorlerin yaslanmadan kagisina olanak saglamaktadir (6). TERT geni promotor
bolgesindeki somatik mutasyonlar farkli kanserlerle birlikte gliomlarda da
gosterilmistir (7). TERT promotér mutasyonlar1 siklikla oligodendrogliomlarda
(%80-90) ve primer GBMler’de (%75-85) bildirilmistir (7, 41). Calismamizda
oligodendrogliomlarda %76,8, GBMler’de %63,6, astrositomlarda ise %18,6

oraninda TERT promotdr mutasyonu saptanmistir.

En sik saptanan mutasyonlar TERT C228T ve C250T mutasyonlaridir ve yeni
ETS/TCF transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri yarattiklart gosterilmistir (81).
Caligilan 300 hastanin  %45,7°sinde  TERT promotor C228T veya C250T
mutasyonlarina rastlanmamigstir. Mutasyon saptanan hastalarin %69,3’tinde C228T,
%30,1’inde ise C250T mutasyonu saptanmistir. Farkli malignitelerde C228T
mutasyonlarina C250T mutasyonlarindan daha ¢ok rastlandigi bildirilmistir (159,
160).

5.1.3. IDH ve TERT promotor mutasyonlarimin birlikte degerlendirilmesi

IDH / TERT durumu hastalarin histolojileriyle birlikte degerlendirildiginde
astrositomlarin  %73,3linde sadece IDH mutasyonu, %16,3’iinde sadece TERT
promotor mutasyonu, %2,3’tinde hem IDH hem TERT mutasyonu saptanirken,
%38,1’inde mutasyon saptanmamistir. Oligodendrogliom hastalarinin %73,2’sinde
hem IDH hem TERT mutasyonu (%19,5 sadece IDH, %3,7 sadece TERT mutasyonu)
bulunmus, %3,7’sinde ise IDH ve TERT mutasyonlarina rastlanmamistir. GBM
hastalarinin %61,4’tinde sadece TERT promotdr mutasyonu (%9,1 sadece IDH, %2,3

hem IDH hem TERT mutasyonu) saptanirken, %27,3’ii taranan mutasyonlar igin
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yabaml tiptir. Ancak, 2020 Ocak ayinda cIMPACT-NOW tarafindan DSO
smiflandirmasinda giincelleme yapilmasi dnerilmistir. Buna gére, “DSO derece 1V,
IDH-mutant GBM” olarak smiflandirilan fakat genetik olarak IDH-yabanil tip
GBMler’den ¢ok derece II veya III IDH-mutant astrositomlara benzerlik gdsteren
timorlerin “DSO derece IV, IDH-mutant astrositom” olarak simiflandirilmast soz

konusu olabilecektir (161).

Hastalarda saptanan IDH ve TERT promotér mutasyon profili histolojiden
bagimsiz olarak degerlendirildiginde ayr1 prognostik 6zelliklere sahip; sadece IDH-
mutant, sadece TERT-mutant, cifte-mutant ve ¢ifte-negatif olmak iizere 4 molekiiler
alt grup belirlenmistir (Sekil 23). IDH-mutant gliomlar arasinda, g¢ifte-mutant
olanlarin sadece IDH-mutant olanlara oranla daha iyi sagkalima sahip oldugu ve
tiimoriin ileri evreye gegme oraninin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Sadece TERT-
mutant alt grup ise diger gruplara kiyasla daha kotii sagkalima sahiptir ve primer
GBM biyolojisi gostermektedir. Cifte-negatif 6rnekler ise genetik ve biyolojik olarak
oldukca heterojen olmakla birlikte sagkalimlari iyi degildir (Sekil 24).

5.1.4. rs55705857 polimorfizminin minidizileme analizi

Saglikli insanlarda goriilebilen niikleer genetik farkliliklarin belirgin bir gliom
yatkinligr olusturabilecegi  gosterilmistir. 8q24.21 bolgesindeki rs55705857
polimorfizminin 6zellikle IDH 1/2 mutasyonu tasiyan glial timdrlere yatkinlik ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir (8, 9). Calisilan 279 hastanin %84,2’si rs55705857
polimorfizmi i¢in yabanil tip (AA) olarak bulunmustur. Varyasyon saptanan
orneklerin %93,2’si rs55705857 polimorfizmi i¢in heterozigot (A/G), %6,8’1 ise
homozigottur (G/G). rs55705857 polimorfizmi saptanan (heterozigot veya
homozigot) hastalarin %81,8’i IDH mutasyonlari i¢in tasiyicidir (EK 3).

96



5.1.5. Tiimor érneklerinin mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizi

Hiicrenin genetik kodu, hiicre ¢ekirdegi ve mitokondri olmak tizere iki farkli
organelde yerlesimlidir. Niikleer genom, eseyli kalitilan ve hiicre i¢i tiim olaylardan
sorumlu genleri tagiyan, son derece detayli arastirilmis bir bilgi aktarim sistemidir.
Mitokondri, niikleer genoma gore ¢ok daha kiigiik bir genoma sahiptir ve matrilineal
kalitim gostermektedir. Mitokondriyal genomda, az sayida, hiicrenin yapitaslar1 olan
ve enerji metabolizmasi i¢in ¢ok Oonemli enzimler kodlanmaktadir. Mitokondriyal

genom, hiicre biyolojisini farkl: sekilde etkilemektedir.

Paketlenme ve tamir mekanizmalariin niikleer genomdaki kadar etkin olmayisi
nedeniyle, mtDNA mutasyonlara niikleer DNA’dan daha ¢ok agiktir (114). mtDNA
mutasyonlar1 kanser de dahil olmak {izere bir¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (125,
126, 130). Calismamizda, mtDNA yeni nesil dizi analizi yapilan 59 gliom hastasinda
692’si birbirinden farkli olmak {izere toplam 1955 varyasyon saptanmistir. Bunlar
literatiirdeki  rCRS  referans  dizisine (accession: NC 012920.1) gore
isimlendirilmistir (110).

Cogunlukla agir mutasyonlar hiicre iginde normal mtDNA ile karisik halde
bulunurlar. Heteroplazmi olarak bilinen bu durum, bir bireyde birden fazla mtDNA
tipinin bulunmasidir. Heteroplazmik alellerin yiizdesi, hiicre boliinmeleri sirasinda
degisiklik  gosterebilmektedir. Mutant mtDNA  ylizdesinin  artig1, enerji
metabolizmasindaki hasar1 arttirmaktadir ve doku / organin enerji gereksinimine gore
fenotipe etkisi degismektedir (15). Literatiirde yapilan calismalarda esik degeri
genellikle %20 olarak degerlendirilmektedir (162). Calismamizda disiik
heteroplazmiye sahip varyasyonlarin da atlanmamasi igin, esik degeri %10 olarak

kabul edildiginde, 472’si farkli olmak {izere toplam 1531 varyasyon saptanmuistir.
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Saptanan mutasyonlarin hastalik biyolojisi ile iligkisinin arastirilabilmesi igin
timor orneklerinde belirlenen varyasyonlar, birbirleriyle ve normal beyin dokusunda
saptanan varyasyonlar ile karsilastirilmistir. Elde ettigimiz verileri genel olarak
degerlendirdigimizde, bu varyasyonlarin %37’si birden fazla tiimorde saptanirken,
%?20’si sadece tek tiimorde, %43’ de normal beyin dokusunda da bulunmustur
(Sekil 26).

Evrim slirecinde mtDNA’da ¢ok sayida mutasyon meydana gelmistir ve bu
nedenle niikleer genomda oldugu gibi, mitokondriyal genomda da insanlar arasi ve
insan topluluklar1 arasi ¢esitlilik oldukca fazladir. Bu degisiklikler giiniimiizde
mitokondriyal haplogruplar1 belirlemek iizere kullanilmaktadir (15, 119). Gliom
hasta orneklemimizdeki mitokokondriyal haplogrup dagilimi 23H (%39), 10 U
(9%16,9), 7 T (%11,9), 5 K (%8,5), 5 W (%8,5), 4 J (%6,8), 2 M (%3,4), 2 X (%3,4),
11 (%1,7) olarak belirlenmistir. Bu oranlar Eupedia veritabaninda Tiirk popiilasyonu
icin verilen degerlerle (Sekil 12C) biiyiik Olcliide benzerlik gostermektedir.
Orneklemimizde degisik etnik kokenlere sahip hastalarin da (yaklasik %8,5) olmasi
haplogrup dagilimlarindaki kiigiik farkliliklarin nedenini agiklayabilir.

Haplogruplarin mitokondriyal fonksiyon degisikliklerine neden olarak kanser
yatkinligini direkt olarak etkiledigi gosterilmistir (11, 18). Meme kanseri yatkinligi
ile iligkili oldugu bilinen BRCA2 mutasyonlarinin, o insanin mitokondriyal
haplogrubuna gore kanser riskini etkiledigi kanitlanmistir (18). Hasta grubumuzdaki
haplogruplar ¢ok farklilik gdstermektedir. Bu nedenle haplogruplar R, N ve L3 (Sekil
12A) olmak iizere st gruplara gore smiflandirilmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde IDH, IDH / TERT durumuna gore haplogruplar arasinda anlamli farklilik
saptanmamustir. Bunun yanisira, toplam varyasyon sayilari ve bir¢cok bdlgenin
varyasyon frekanslari R ve N haplogruplar1 arasinda anlamli farklilik gostermektedir

(Tablo 22), ancak sadece iki hasta .3 haplogrubundadir.
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Mitokondriyal genom enerji metabolizmasi ve hiicre ¢ogalmasi igin anahtar
rolde olan ve hiicre sagkalimi icin stabil kalmasi gereken az sayida geni
kodlamaktadir. Bu nedenle, mtDNA’daki ¢ok agir mutasyonlar tolere edilememekte
ve hiicrede apoptoza neden olmaktadir (105, 106). Hasta drneklemimizde saptanan
varyasyonlarin %77’si mitokondrinin kodlayan bolgesinde, %23’1 ise kodlamayan
kontrol bolgesindedir (Sekil 28). Polipeptitleri kodlayan genlerdeki varyasyonlarin %
67,6’s1 es anlamli varyasyonlardir. Es anlamli olmayan varyasyonlarin (%32,4) ¢
tanesi (G3563A, G6129A, G15234A) anlamsiz mutasyona neden olmaktadir. Bu
varyasyonlar tiimor orneklerinde heteroplazmik (sirasiyla %39, %17, %25) olarak
saptanmustir. %80°lik biyokimyasal esik degeri (14) ge¢meyen bu varyasyonlarin
fenotipe etkisi beklenmemektedir, ancak enerji gereksinimi yiiksek kanser hiicreleri

i¢in bu oran bilinmemektedir.

Niikleer mutasyonlara 6zgiin sekilde (mutational signature) oldugu gibi kanser
dokusunun kaynagindan bagimsiz olarak mtDNA’da da 6zellikle C>T (veya G>A)
olmak tizere transisyonlarin ¢ok daha sik saptandigi bildirilmistir (129, 136, 163). Bu
durum mtDNA’da 6zellikle piirinler agisindan zengin H-zincirinde 6ne ¢ikmaktadir
(136, 158). Varyasyon isimlendirmesinde kullanilan rCRS referans dizisi L-zincir
dizisine aittir. Literatiir ile uyumlu sekilde, hasta Orneklemimizde de G>A (H-
zincirde C>T) degisiklikleri stk olmak iizere transisyonlar (%94,9) daha ¢ok
saptanmustir (Sekil 29).

Timor ornekleri bolgelerdeki varyasyon sikliklarina gore incelendiginde, en ¢ok
varyasyon mt-CYB geni ve kodlamayan DLOOP bolgesinde saptanmistir (Sekil 30).
mt-CYB’nin kodladigi sitokrom Db, elektron tasima zincirinin ikinci enzimi olan
kompleks IIT’iin biraraya gelmesi ve fonksiyonu i¢in gereklidir, ayrica mitokondriyal
DNA tarafindan kodlanan tek alt iinitedir (164). mt-CYB varyasyonlar1 olduk¢a nadir
olmakla birlikte 6zellikle mesane kanserlerinde bildirilmistir (130). D-loop kontrol
bolgesinde herhangi bir gen kodlanmamaktadir, ancak bu bdlge mitokondriyal

transkripsiyon ve replikasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre
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icin biiylime dezavantajina neden olmayan bu bdlgedeki varyasyonlar (16), farkli
kanserlerde risk, sagkalim, prognoz ve/veya g¢esitli tedavilere yanit ile
iliskilendirilmistir (165).

Tim genler ve DLOOP bdlgesine gore varyasyon frekanslari ve toplam
varyasyon sayilar1 cinsiyet, DSO smiflandirmas1, morfolojik asama, niikleer genetik
degisiklikler (IDH, IDH / TERT durumu) ve haplogruplara gore karsilastirildiginda
mt-ATP6, mt-TR ve DLOOPL1 boélgeleri birgok kategoride istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Tablo 22). mt-ATP6, mt-ATP8 ile birlikte ADP ve fosfattan ATP
sentezini saglayan, oksidatif fosforilasyonun son asamasindaki ATP sentazi
(kompleks V) kodlamaktadir (12, 108). Endometrium, prostat, tiroid gibi farkli
kanserlerde gosterilmig mt-ATP6 varyasyonlarinin hiicrenin enerji metabolizmasini
degistirerek degil, serbest radikal ve kalsiyum dengesinde diizensizlik yaratarak
etkisini gosterdigi degerlendirilmektedir (166). mt-TR mitokondriyal arjinini
kodlamaktadir (12). Mitokondriyal tRNA mutasyonlarinin olgunlasmamis (immatiir)
oncii tRNA birikimi nedeniyle kanserlerde bozulmus tRNA matiirasyonuna yol
acabilecegi belirtilmistir. Ayrica, tRNA ikincil yapisinin da dogru olusturulmasi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir. Boylece, tRNA katlanmasini etkileyen mutasyonlarin
sadece 1ilgili tRNA’y1 degil, komsu gen transkriptlerini de etkileyebilecegi
bildirilmistir (136).

Farkli kategorilere gore istatistiksel olarak anlamli bulunan varyasyonlarin 22
(%75,9) tanesi (Tablo 23) MITOMAP ve HmtVar veritabanlarinda (Tablo 20) GBM
ve / veya diger kanserler ile iligkilendirilmis veya patojenik olarak bildirilmistir (112,
154). Bunlar arasinda mt-ATP6 G9055A varyasyonu literatiirde meme, mesane ve
kolorektal gibi diger kanserlerde saptanirken (167-169), DLOOP1 T16126C GBM
(16) ve T16519C varyasyonlart GBM (16) ve prostat (170), mide (171), yumurtalik
(172) gibi diger kanserlerle iliskilendirilmistir.

100



Otuz iki hasta igin timdr Ornekleri ile birlikte periferik kan Grnekleri de
calistlmig ve 22 hastada somatik varyasyon saptanmistir. Bu varyasyonlarin ¢ogu
tiimorde saptanmis fakat periferik kanda saptanmamis heteroplazmik degisiklikler
veya heteroplazmi oranlarindaki degisikliklerdir. Bu farkliliklar timdordeki diistik
heteroplazmi gosteren varyasyonlardan veya periferik kan analizlerindeki kapsama
derinliginin tiimor 6rneklerinden nispeten daha diisiik olmasindan kaynaklanabilir.
Biyokimyasal esik degerini gegcmeyen bu diisiik heteroplazmideki varyasyonlarin
kanser hiicrelerinin fenotipine etkisi bilinmemektedir (14). mt-CYB genindeki
G15591A ve DLOOP bolgesindeki A16183C varyasyonlari timdrde homoplazmik
olmasina ragmen periferik kanda saptanmamistir. HmtVar veritabaninda patojenik
olarak bildirilen G15591A varyasyonu literatiirde herhangi bir kanser ile
iliskilendirilmemistir (112, 154) ve orneklerimizde sadece bir tiimoérde saptanmistir
(Ek 4). Genel popiilasyonda oldukga sik goriilen A16183C varyasyonunun (173) ise
melanom hastalarinda kontrol gruba gore daha cok goriildiigii bildirilmis ama

hastalikla iliskisi ortaya konmamustir (174).

Periferik kanda saptanan ancak timérde bulunmayan varyasyonlar homoplazmik
C7028T ile heteroplazmik T5291C ve C16192T varyasyonlaridir. mt-CO1 C7028T
varyasyonu hasta orneklemimizde siklikla saptadigimiz bir haplogrup belirtecidir
(112). Tiimorde bu varyasyon saptanmamis olmasina ragmen, timor ve periferik kan
haplogruplar1 K1a8b olarak belirlenmistir (153). mt-ND2 T5291C varyasyonu es
anlamli bir degisime neden olmaktadir ve literatiirde herhangi bir patojenik bildirimi
mevcut degildir (112, 154). DLOOP bolgesindeki C16192T varyasyonu da
haplogrup belirtecidir ve hastalikla iligkisi ortaya konmamis olmakla birlikte
melanom hastalarinda kontrol gruba gore daha ¢ok goriildigi bildirilmistir (174).
Periferik kanda olup tiimorde saptanmayan diger varyasyonlarin bu bdlgelerdeki

diisiik kapsama derinligi nedeniyle yalanci pozitif olma olasilig1 s6z konusudur.

Somatik varyasyonlarin (Tablo 21) bazilarmin literatiirde de O©ne ¢iktig1

goriilmektedir. Cesitli beyin tiimorlerinde DLOOP  bolgesindeki  somatik
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varyasyonlarin arastirildigit az sayida Orne8i iceren bir calismada T16519C
varyasyonu ependimom, menenjiyom ve GBM’de homoplazmik olarak saptanmistir.
Ayrica, T16093C ve T16189C varyasyonlari polimorfizm olarak bildirilmistir (175).
T16189C varyasyonu replikasyon hatasina neden olabilecek, daha uzun sitozin tekrar
dizisine neden olmaktadir (CsTCs yerine Cio) (16). 14 farkli kanser tiirtindeki
mitokondriyal somatik varyasyonlarin analiz edildigi kapsamli bir ¢aligmada
G11711A varyasyonu disiik dereceli gliomlarda saptanmistir (136). Diger bir
calismada, farkli GBM hiicre hatlarinda mtDNA varyantlar1 kodlayan ve kodlamayan
bolgelerde incelenmis DLOOP C194T, C16186T ve T16519C varyasyonlari
belirlenmistir (176). Ayrica, derece II ve derece III gliom hiicre hatlarinda yapilan
incelemede bulunan ve polimorfizm olarak raporlanan T57C (177) somatik

varyantlar arasinda yer almamakla birlikte 6rneklerimizde de saptanmistir (%3,4).

Saptanan somatik varyasyon sayilari literatiirdeki diisiik ve yliksek dereceli
gliomlar (Sekil 31) ile diger kanserlerde (Sekil 32) karsilastirilmistir. Belirlenen bazi
farkliliklarin sebebi, gliomlarin olduk¢a heterojen bir tiimér grubu olmasi (1),
literatlirdeki ¢aligmalarda farkli platformlar kullanilmig olmasi1 (136, 158), somatik
mutasyon analizinde kullandigimiz esik degerinin daha kapsayici olmak adina diisiik
tutulmasi, orneklerdeki tiimor / normal doku orani farkliliklar1 ve calisilan hasta

grubunun kisitli sayida olmasi olabilir.

Mitokondriyal DNA yeni nesil dizi analizinde saptanan varyasyonlarin
dogrulanmasi ve hasta sayisinin arttirilmasi amaciyla birgok kategoride istatistiksel
olarak anlamli bulunan, ayrica literatiirde de c¢esitli kanserlerde 6nemli olabilecegi
diisiniilen mt-TR ve DLOOP1 bolgeleri i¢in Sanger dizi analizi yapilmistir. Sadece
homoplazmik olarak saptanan varyantlar konfirme edilebilmis, heteroplazmik
(<%10) varyantlar saptanamamustir. Bu durum, tiimor heterojenitesinin yani sira

Sanger yonteminin hassasiyetinin daha az olmasindan kaynaklanabilir.
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Calisilan bolgelerde hasta sayisinin arttirilmasiyla toplam 78 hasta mt-TR ve
DLOOP1 bolgeleri (ve kismi olarak mt-ND3) i¢in analiz edilmistir. G10310A,
C16142T, C16176G, C16184A, C16193T, A16207C, C16286T, C16354T
varyasyonlari daha once ¢alisilan 59 hastada saptanmamustir. Analiz sonucunda
sadece DLOOP1 T16126C, C16278T, C16296T, T16311C varyasyonlart farkli

kategorilere gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (B6lim 4.7.5).

DLOOP1 bolgesinde en sik (>%10) rastlanan varyasyonlar sirasiyla T16126C
(%21), T16189C (%18), C16223T (%17), T16311C (%17), C16294T (%14) ve
C16261T (%10)’dir. Orneklerimizde en sik goriilen T16126C varyasyonu literatiirde
haplogrup belirteci olmakla birlikte glioblastomlarda (16); T16189C, C16223T ve
T16311C ise gliom dis1 kanserlerde bildirilmistir (112). IDH / TERT durumuna goére
istatistiksel olarak anlamli bulunan C16278T kalin bagirsak timdrlerinde saptanirken
C16296T varyasyonunun herhangi bir kanser ile iliskisi bilinmemektedir (112). Sik
olarak saptanmis T16126C IDH ve IDH / TERT’e gore, T16311C ise DSO
siiflandirmasi ve morfolojik asama derece 11 & III / IV’e gore anlamli bulunmustur.
Bu durum, mitokondriyal varyasyonlarin niikleer ve klinik parametrelerle

karsilagtirilmasinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Blein ve digerleri tarafindan haplogruplarin BRCA2 mutasyonlarinin varliginda,
meme kanseri yatkinhigr ile iligkili oldugu bildirilmistir (18). Haplogruplari
belirlenmis 59 hastada, bu 4 varyantin gliom yatkinlig: ile iligkili olup olmadigini
belirlemek i¢in R, N, L3 ist gruplarina gore karsilastirma yapilmig, ancak

varyantlardan higbiri istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
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5.2. Sonug¢

Bu c¢alismada, oldukga heterojen bir tiimor grubu olan gliomlarda niikleer ve
mitokondriyal varyasyonlar hastalik biyolojisi tizerindeki etkileri arastirilmak tizere
incelenmistir. Ik olarak, 300 hasta 6rnekleminde IDH1/2 ve TERT promotdr
mutasyonlar1 analiz edilmistir. Bu mutasyonlarin profili géz oniinde bulundurularak
4 molekiiler alt grup belirlenmistir. Bu alt gruplardan daha iyi sagkalima ve hastalik
seyrine sahip olan IDH mutasyonuna sahip olan hastalardir, sadece TERT
mutasyonuna sahip olanlarin ise daha kotii prognoza sahip oldugu gosterilmistir. Bu
sonuglar, DSO 2016 smiflandirmas1 6ncesinde, gliomlarm siniflandirilmasinda

molekiiler parametrelerin 6nemini vurgulayacak ilk ¢alismalardandir.

Ikinci asamada, 59 hastada mitokondriyal genom yeni nesil ydntemlerle
dizilenmis, varyasyonlar, haplogruplar ve heteroplazmi oranlari belirlenmistir.
Niikleer degiskenler ve klinik parametrelerle karsilastirilarak yapilan istatistiksel
analizlerin sonucunda mt-ATP6, mt-TR ve DLOOP1 bolgeleri belirli kategoriler i¢in
anlamli bulunmustur. Yeni nesil dizi analizinde elde edilen sonuglar Sanger dizileme
ile dogrulanmis ve hasta sayist1 78 olacak sekilde arttirilmistir. Bu analizlerin
sonucunda DLOOP1 T16126C, C16278T, C16296T, T16311C varyasyonlari farkli

kategoriler i¢in istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Sonug olarak, bu c¢alisma glial tiimorlerde mitokondriyal varyasyonlarin timor
biyolojisini yansitan niikleer ve klinik degiskenler ile olan iligkisini inceleyen ilk
calismadir. Fonksiyonel anlamda etkileri bilinmemekle birlikte mtDNA
varyasyonlart da olduk¢a heterojen olan gliomlarda cesitlilik gostermektedir.
mtDNA’daki varyasyonlarda 6zellikle IDH mutasyonu ve tiimdr siniflandirmasina

gore anlamli farkliliklar 6ne ¢ikmaktadir.
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5.3. Cahismanin Gelecek Planlar:

Bu calismada son derece kapsamli bulgular elde edilmistir. Tiimoérogenezde
onemi vurgulanan 6zellikle kompleks I (NADH dehidrogenaz) ile IV’i (sitokrom ¢
oksidaz) kodlayan genlerdeki degisikliklerin ve istatistiksel olarak anlamli bulunmus
mt-TR genindeki varyasyonlarin tRNA katlanmasii etkilemesi acisindan detayh
incelenmesi de mitokondrinin gliom biyolojisindeki fonksiyonel roliinlin agikliga

kavusturulmasina olanak saglayacaktir.

Transkripsiyon ve replikasyonun diizenlenmesinde olduk¢a Onemli olan
DLOOP’ta 6zellikle replikasyon bolgesinde (112) bulunan varyasyonlar da detayli
incelencbilecek konular arasindadir. Gelecek ¢alismalar, mitokondriyal enerji
mekanizmasini etkisiz hale getirmek yerine biyoenerjik ve biyosentez durumunu
degistirerek etkisini gosteren varyasyonlarin mekanizmasinin anlasilmasi agisindan

Onem tagimaktadir.

Calismamizda heteroplazmi esik degeri %10 olarak kabul edilmistir. Bu degeri
%20 olarak aldigimizda, sonuglarimiz ¢ok fazla etkilenmemektedir. Bunun nedeni,
heteroplazmik varyantlarin daha ¢ok tek tiimorde saptanmis olmasi ve bireysel
varyant analizlerinde birden ¢ok tiimorde saptanan varyantlari degerlendirmeye almis
olmamizdir. Ancak, esik degeri i¢in farkli degerler belirlenerek daha detaylh

caligmalar yapilabilir.

Yeni nesil dizi analizi ile elde edilen mitokondriyal varyasyonlar ile
haplogruplarin, mitokondriyal proteomun parcast olan niikleer genlerdeki
varyasyonlar ile niikleer genomdaki kopya sayis1 degisikliklerinin de analiz edilmesi
olduk¢a Onemlidir. Bu varyantlarin hastalik prognozu (sagkalim), farkli tedavi

araclarina yanmit, 8q24 1s55705857 polimorfizmi ile korelasyonu da hastalik
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biyolojisinin anlagilmasinda yol gosterici olabilecektir. Ayrica, mitokondriyal
mutasyon yiikii yasa gore arttigindan, istatistiksel analizler hastalarin yasina gore de

degerlendirilebilir.

Ormeklemimizdeki ¢ifte mutant (IDH ve TERT) tiimorler daha cok frontal
bolgede, sadece IDH-mutantlar ise siklikla insulada yerlesimlidir (178). Tumorlerin
IDH mutasyon durumuna gore farkli anatomik bolgelerde yerlesim gostermesi gibi,
mitokondriyal varyant ve haplogruplar ile iligkisinin arastirilmasi da farkli genetik

yapilara sahip timorlerin kokeni hakkinda aydinlatici olabilecektir.

Saptanan mitokondriyal varyantlarin birgogunun patojenik etkisi heniiz
bilinmemektedir. Kodlayan ve kodlamayan bdlgelerdeki varyasyonlarin daha genis
hasta gruplarinda ve / veya farkli kanserlerde calisilmasi mitokondriyal genomun

hastalik biyolojisindeki etkisinin anlasilmasina olanak saglayabilecektir.
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Ek 1: Hasta aydinlatilmis onam formu

Bilimsel Calisma:
Glial timorlerde mitokondriyal genomik ¢esitliligin ve mutasyonlarin hastalik biyolojisine etkisi.

HASTA AYDINLATILMIS ONAM FORMU
Sayimn Hasta / Sayin Hasta Yakini,

Bu belge, Acibadem Universitesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi, Tibbi Patoloji, Tibbi Biyoloji,
Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dallar1, Tip Mithendisligi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii, Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Doktora Programi, Acibadem
Universitesi Aragtirma Laboratuvart ve Acibadem Labmed Ar-ge Laboratuvari ortakliginda
yiiriitiilmekte olan bilimsel bir ¢aligma ile ilgilidir.

Calismanin ismi “Glial timorlerde mitokondriyal genomik ¢esitliligin ve mutasyonlarin hastalik
biyolojisine etkisi”dir. Etik ilkelere hassasiyetle uyularak yiiriitiilen bilimsel bir ¢alismadir.

Bu projenin amaci, insan beyninde goriilen kanser tiirii olan, glial tiimorlerde mitokondriyal
genomdaki degisiklikleri degerlendirmek ve bu profilin hastalik biyolojisine etkisini ve hastalik
riskinde payint aragtirmaktir. Tiimor parcalart {izerinde calisarak, glioma isimli beyin tiimorlerinin
yapisini, insan tizerindeki etkisini daha iyi anlayarak bilimsel bilgileri gelistirmeyi amagliyoruz.

Bunun igin ameliyat oncesinde sizden alinan kan orneklerinin ve ameliyat sirasinda ¢ikarilmasi
gereken tiimor dokusu orneklerinin incelenmesine ihtiya¢ duyuyoruz. Calisma igin sizden bagka
herhangi bir ek tetkik ya da benzeri inceleme istenmeyecektir.

Alman doku ve kan drneklerinde mitokondriyal genom dizilimi belirlenecektir ve sonuglar sadece
bilimsel amaclh olarak kullanilacaktir. Bu arastirma esnasinda elde edilen bilgi ve veriler sadece
aragtirmacilarin ulagabilecegi veri tabaninda sakli tutularak, isimler, kimlik bilgileri bagkalariyla
paylasilmayacak, mesleki gizlilige uyulacaktir. Arastirmamizin bilimsel toplantilarda sunulmasi,
makale olarak yayimlanmasi agamalarinda kimlik bilgileri sakli tutularak kisi mahremiyeti
korunacaktir.

Bu arastirmaya katilim goniillulik esasina dayanmaktadir ve arastirmaya katilmayi reddetme
hakkina sahipsiniz. Onam vermis olsaniz bile arastirmanin herhangi bir sathasinda arastirmadan

cekilebilme hakkina sahipsiniz. Hicbir durumda tedaviniz olumsuz etkilenmeyecektir.

Arastirmaya katiliminiz size bir mali kiilfet getirmeyecektir. Aymi sekilde arastirmacilar da bu
calismay1 yiiriitiirken herhangi bir kurum ya da kisi ile ticari ¢ikar iligkisi icinde degillerdir. Hastalar
calismanin sonuglarina her zaman ulasim hakkina sahiptir.

Katkilariniz i¢in tesekkiir ederiz.
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Ek 1 (devam): Hasta aydinlatilmis onam formu

HASTA ONAMI

Hasta bilgilendirme formunda caligma hakkinda anlatilanlar1 okudum ya da bizzat ilgili doktor
tarafindan bilgilendirildim. Tedavi kayitlarimin ve patolojik drneklerin bu ¢alismada kullanilmasini,
¢ikacak olan sonuglarin degerlendirilmesini ve bilimsel amacgli milletlerarasi ya da ulusal
toplantilarda sunulmasini ve akademik yayimn olarak bilimsel bicimde degerlendirilmesini kabul
ediyorum. Caligma sonucunda elde edilen tiim bilgilere ulasma hakkimin ve istedigim takdirde ve

istedigim zamanda ¢aligmadan ayrilma hakkimin sakli kaldigin biliyorum.

Tarih:

Hastanin Ad: Soyadi: Imza
Hastanin Vekilinin Adi Soyadi: Imza
Bilgilendiren Doktorun Ad1 Soyadt: Imza
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Ek 1 (devam): Saglikli ve goniillii bireyler i¢in aydinlatilmis onam formu

Bilimsel Calisma:
Glial timorlerde mitokondriyal genomik ¢esitliligin ve mutasyonlarin hastalik biyolojisine etkisi.

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Sayin Katilimet,

Bu belge, Acibadem Universitesi, Beyin ve Sinir Cerrahisi, Tibbi Patoloji, Tibbi Biyoloji,
Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dallar1, Tip Miihendisligi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Doktora Programi, Acibadem
Universitesi Aragtirma Laboratuvart ve Acibadem Labmed Ar-ge Laboratuvari ortakliginda
yiiriitiilmekte olan bilimsel bir ¢aligma ile ilgilidir.

Calismanin ismi “Glial tiimorlerde mitokondriyal genomik cesitliligin ve mutasyonlarin hastalik
biyolojisine etkisi”dir. Etik ilkelere hassasiyetle uyularak yiiriitiilen bilimsel bir ¢alismadir.

Bu projenin amaci, insan beyninde goriilen kanser tiirii olan, glial tiimorlerde mitokondriyal
genomdaki degisiklikleri degerlendirmek ve bu profilin hastalik biyolojisine etkisini ve hastalik
riskinde payini aragtirmaktir. Timor parcalart {izerinde calisarak, glioma isimli beyin tiimdrlerinin
yapisini, insan tizerindeki etkisini daha iyi anlayarak bilimsel bilgileri gelistirmeyi amagliyoruz.

Bunun i¢in hastalardan ameliyat Oncesi alinan kan Ornekleri ve ameliyat sirasinda c¢ikarilmasi
gereken timor dokusu ornekleri incelenecektir. Calismada kontrol grubu olarak kullanilmasi igin,
sizden sadece kan alinacak ve herhangi baska bir tetkik istenmeyecektir.

Alman kan orneklerinde mitokondriyal genom dizilimi belirlenecektir ve sonuglar sadece bilimsel
amaclt olarak kullanilacaktir. Bu arastirma esnasinda elde edilen bilgi ve veriler sadece
aragtirmacilarin ulagabilecegi veri tabaninda sakli tutularak, isimler, kimlik bilgileri bagkalariyla
paylasilmayacak, mesleki gizlilige uyulacaktir. Arastirmamizin bilimsel toplantilarda sunulmasi,
makale olarak yayimlanmasi agamalarinda kimlik bilgileri sakli tutularak kisi mahremiyeti
korunacaktir.

Bu arastirmaya katilim goniilliliik esasina dayanmaktadir ve arastirmaya katilimayi reddetme
hakkina sahipsiniz. Onam vermis olsaniz bile arastirmanin herhangi bir sathasinda arastirmadan
cekilebilme hakkina sahipsiniz.

Arastirmaya katilimimiz size bir mali kiilfet getirmeyecektir. Ayni sekilde arastirmacilar da bu
calismay1 yiiriitirken herhangi bir kurum ya da kisi ile ticari ¢ikar iligkisi i¢inde degillerdir.

Calismanin sonuglarina her zaman ulasim hakkina sahipsiniz.

Katkilariniz i¢in tesekkiir ederiz.
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Ek 1 (devam): Saglikli ve goniillii bireyler i¢in aydinlatilmis onam formu

KATILIMCI ONAMI

Bilgilendirme formunda ¢alisma hakkinda anlatilanlar1 okudum ya da bizzat ilgili doktor tarafindan
bilgilendirildim. Kan 0rnegimin bu ¢aligmada kullanilmasini, ¢ikacak olan sonuglarin
degerlendirilmesini ve bilimsel amagli milletlerarast ya da ulusal toplantilarda sunulmasini ve
akademik yayin olarak bilimsel bicimde degerlendirilmesini kabul ediyorum. Calisma sonucunda
elde edilen tiim bilgilere ulagsma hakkimin ve istedigim takdirde ve istedigim zamanda ¢aligmadan

ayrilma hakkimin sakli kaldigini biliyorum.

Tarih:

Katilimer Adi Soyadt: Imza
Katilimer Vekilinin Adt Soyadi: Imza
Bilgilendiren Doktorun Adi Soyadi: Imza

119



Ek 2: Etik Kurul karari

e
ACIBADEM UNIVERSITESI

TIBBi ARASTIRMALARI DEGERLENDIRME KOMiSYONU

ACIBADEM

SAYI:B.30.2.ACU.0.00.00.050-06/ /52 & 7 0 tairn 2002
KONU: ATADEK 2012/357

Yrd.Dog.Dr. Yavuz OKTAY
Actbadem Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi

ATADEK 2012-357 kodlu, Yrd. Dog¢. Dr. Yavuz Oktay, Yrd. Dog. Dr. Cemaliye Akyerli
Boylu, Ogr. Gor. Sinan Findik, Prof. Dr. M. Necmettin Pamir, Prof. Dr. Aydin Sav ve Dog.
Dr. Koray Ozduman tarafindan yiiriitiilecek olan “Gliomalarda Gériilen Metabolik Yolak
Degisikliklerinin, izositrat Dehidrogenaz Enzim Mutasyonlar: ile iliskilendirilmesi”
baslikli proje Komisyonumuzun 19 Haziran 2012 tarihli 58. toplantisinda incelenmis; etik
agidan uygun bulunmustur,

Saygilarimizla,

AL

Prof. Dr. Ismail Hakk: Ulus ;
Baskan Baskan Yardimcist
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Ek 2 (devam): Etik Kurul karari

ACIBADEM

ONITVERSITESI

SAYI: ATADEK-2015/3/16
KONU: Etik Kurul Karar

Saymn Yrd. Dog. Dr. Yavuz Oktay

Sorumlulugunu ytiriittiigiintiz “Gliomlara Yatkmlk Saglayan 8q24.21 Bilgesindeki SNP
rs55705857°nin Molekiiler Etki Mekanizmalarmm Ortaya Cikarilmasi” baslikli proje
03.03.2015 tarih 2015/3 Sayili Atadek Kurul Toplantisinda gbriistilmiis olup 2015-3/16 karar
numarast ile tibbi etik yénden uygun bulunmustur,

g~

Prof.Dr. Ismail Hakka ULUS
ATADEK Kurul Bagkan:
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Ek 2 (devam): Etik Kurul karar1

ACIBADEM

0 Ny ER ST TE S

SAYI: ATADEK-2016/20
KONU: Etik Kurul Karari

Saywn Yrd. Dog. Dr. Cemaliye Akyerli Boylu

Sorumlugunu yiiriittiigiiniiz “Glial tiimorlerde mitokondrial genomik cesitliligin ve
mutasyonlarin hastalik biyolojisine etkisi” baghkli proje 22.12.2016 tarih 2016/20 Sayili
Atadek Kurul Toplantisinda gériisiilmiis olup, 2016-20/16 karar numarasi ile tibbi etik yonden
uygun bulunmustur.

/[,\\/Q

Prof.Dr. Ismail Hakk: ULUS
ATADEK Kurul Bagkani
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Ek 3: Dizileme analizi yapilan hastalarin bilgileri ve analiz sonuglari

l;aSta Ornek tiirii 5 §> Patoloji o < T £ i 2 E
odu s 3 § £ 293 Eg B
z 3 & ¢ =

5-3 Parafin kesit K 63 Astrositom 2 R132H WT WT
6-1 Parafin kesit K 36 Astrositom 2 R132H WT WT
7-1 Parafin kesit E 43 Astrositom 3 WT N/A C228T WT
7-2 Doku E 58 GBM 4 WT C228T WT
7-3 Parafin kesit E 43 GBM 4  WT C228T N/A
7-4 Parafin kesit K 62 GBM 4 WT C228T N/A
8-1 Parafin kesit E 37 Oligodendrogliom 2 R132H C228T A/G
8-2 Doku K 70 GBM 4 WT C228T WT
8-3 Doku E 62 GBM 4  WT C250T WT
8-4 Parafinkesit E 60 GBM 4 WT WT N/A
8-5 Parafin kesit E 41 GBM 4  WT C228T N/A
8-6 Parafin kesit E 62 GBM 4 WT C228T N/A
8-7 Parafinkesit E 49 GBM 4  WT C228T N/A
8-8 Parafinkesit E 60 GBM 4 WT C228T N/A
8-9 Parafin kesit K 58 GBM 4  WT C228T N/A
9-3 Doku E 61 GBM 4 WT C250T WT
9-4 Doku K 67 GBM 4  WT C228T WT
9-5 Parafin kesit K 68 GBM 4  WT WT N/A
9-6 Parafin kesit K 85 GBM 4 WT C228T N/A
9-7 Parafinkesit E 50 GBM 4  WT WT N/A
9-8 Parafinkesit E 30 GBM 4 WT C228T N/A
9-9 Parafin kesit K 59 GBM 4 WT C228T N/A
10-1  Doku E 18 Astrositom 3 WT N/A WT WT
10-2 Doku E 36 GBM 4 WT WT WT
10-3 Doku E 78 GBM 4 WT C228T AIG
10-4 Doku E 23 GBM 4 WT WT AIG
10-5 Doku E 70 GBM 4 R132C WT WT
10-6 Doku K 48 GBM 4 WT WT WT
10-7 Parafinkesit E 49 GBM 4  WT C250T N/A
10-8  Parafinkesit E 51 GBM 4  WT C228T N/A
10-9 Parafinkesit E 51 GBM 4  WT C228T N/A
10-10 Parafinkesit E 82 GBM 4  WT C228T N/A
11-1  Doku E 53 Astrositom 3 WT N/A  C228T WT
11-2  Doku K 50 Astrositom 2 R132H WT WT

N/A: Analiz edilmemis.
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11-5 Doku K 56 GBM 4 WT C250T WT
11-6  Doku E 80 GBM 4 WT C228T WT
11-8  Doku K 51 GBM 4 WT C228T WT
11-9  Doku E 60 GBM 4 WT WT WT
11-10 Doku E 48 GBM 4 WT WT WT
11-11 Doku E 34 GBM 4 R132H WT WT
11-12 Doku E 34 Astrositom 3 RI132H WT WT
11-13  Doku K 51 GBM 4 WT C250T WT
11-14  Doku E 58 GBM 4 WT C228T AIG
11-15 Doku E 63 GBM 4 WT C228T WT
11-16 Doku K 44 GBM 4 R132C WT WT
11-17  Doku E 40 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
11-18 Doku K 69 GBM 4 WT C228T WT
11-19 Parafinkesit E 61 GBM 4 WT C228T N/A
12-18 Doku E 30 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
12-21  Doku E 37 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AlG
12-25 Doku E 26 Astrositom 2 RI132H WT WT
12-28 Doku E 26 Astrositom 2 WT WT WT WT
12-29 Doku E 32 GBM 4 WT WT WT
12-30 Doku E 59 GBM 4 WT WT WT
12-32 Doku E 62 GBM 4 WT WT WT
12-37 Doku E 34 Astrositom 2 RI132H WT WT
12-38  Doku K 66 GBM 4 WT C228T WT
12-39  Doku E 57 GBM 4 WT WT WT
12-41 Doku E 57 GBM 4 WT WT  C228T WT
12-42  Doku E 37 GBM 4 WT WT WT WT
12-43  Doku E 46 Astrositom 2 R132H WT WT
12-45 Doku E 40 Oligodendrogliom 2 R132H WT AlG
12-46  Doku E 31 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
12-51 Doku E 55 GBM 4 WT WT  C228T WT
12-52  Doku E 44 Astrositom 3 RI132H WT WT
12-53  Doku K 27 Astrositom 3 R132H WT WT
12-54  Doku E 54 GBM 4 WT C228T WT
12-57 Doku K 55 GBM 4 R132H WT WT

N/A: Analiz edilmemis.
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12-58 Doku E 46 GBM 4 WT WT C228T WT
12-67 Doku E 40 GBM 4  WT WT WT N/A
12-68 Doku E 20 Astrositom 2 R132S WT G/G
12-69 Doku K 62 Astrositom 2 R132H WT WT
12-70 Doku E 33 GBM 4 R132H WT WT
12-71 Doku E 71 GBM 4 WT C228T WT
12-75 Doku K 56 GBM 4  WT C228T WT
12-81 Doku K 57 GBM 4 WT C250T WT
12-83 Doku E 49 GBM 4  WT C228T WT
12-84  Doku K 40 GBM 4 R132H WT WT
12-89 Doku E 39 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
12-91  Doku K 40 Oligodendrogliom 2  WT WT WT WT
12-93 Parafinkesit E 47 Oligodendrogliom 2 R132H C250T AIG
12-94  Doku E 74 GBM 4  WT C228T WT
12-95 Doku E 29 Astrositom 2 R132H WT WT
12-96 Parafinkesit E 54 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
12-100 Doku E 26 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
12-101 Doku E 50 GBM 4 R132H C228T WT
12-102 Doku E 57 GBM 4  WT C250T WT
12-103 Doku E 44 GBM 4 WT WT WT
12-104 Doku K 82 GBM 4  WT C228T WT
12-105 Doku E 45 GBM 4  WT C228T WT
12-114 Doku E 55 Astrositom 3 R132H WT WT
12-116 Doku E 49 GBM 4 WT C250T WT
12-117 Doku K 60 Oligodendrogliom 3 R132H C228T AlG
12-161 Doku E 48 GBM 4 WT C228T WT
12-162 Doku E 40 Oligodendrogliom 3 R132S WT WT
12-168 Doku E 50 GBM 4 WT C228T WT
12-171 Doku E 59 GBM 4  WT C250T WT
12-172  Doku K 31 Astrositom 3 R132H WT WT
12-173 Doku E 30 GBM 4 R132H WT WT
12-174 Doku E 59 GBM 4 WT C250T WT
12-175 Doku K 57 GBM 4  WT C250T WT
12-176 Doku E 39 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT

N/A: Analiz edilmemis.
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13-1  Doku K 28 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
13-2  Doku E 49 GBM 4  WT WT WT
13-3  Doku E 40 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-4 Doku K 34 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-5  Doku K 31 Astrositom 2 R132H WT WT
13-6  Doku E 31 Astrositom 3 R132H WT WT
13-9  Doku K 27 Astrositom 2 R132S WT WT
13-12  Doku K 31 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-14 Doku K 40 GBM 4  WT WT WT
13-16  Doku E 46 GBM 4  WT C228T WT
13-17 Doku K 54 Astrositom 2 WT WT WT WT
13-18 Parafinkesit K 30 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-23 Doku K 40 Astrositom 2 R132H WT WT
13-25 Doku K 39 Astrositom 2 R132H WT AIG
13-26  Doku E 25 Astrositom 2 R132H WT WT
13-27 Doku E 39 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
13-28 Doku E 48 GBM 4  WT C250T WT
13-29 Doku E 39 Astrositom 2 R132H WT A/G
13-30 Doku E 41 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-32 Parafinkesit E 27 GBM 4 R132H WT A/G
13-35 Doku K 56 Astrositom 3 WT WT C250T WT
13-91 Doku E 67 GBM 4 WT WT WT
13-92 Doku E 31 Astrositom 3 R132S WT WT
13-93 Doku E 46 GBM 4 WT C228T A/G
13-94  Doku E 32 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-95 Doku K 48 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-96 Parafinkesit E 65 Astrositom 3 WT WT C250T WT
13-97  Doku E 37 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-98 Doku E 37 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
13-233 Doku K 56 GBM 4  WT C228T WT
13-234 Doku K 47 GBM 4  WT C250T WT
13-238 Doku K 38 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
13-252 Doku E 31 Oligodendrogliom 2 R132H WT A/G
13-265 Doku E 49 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
13-266 Doku K 48 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
13-601 Doku E 48 GBM 4 WT WT WT
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13-602 Doku E 21 Astrositom 2 WT WT WT WT
13-606 Doku E 68 GBM 4  WT C228T WT
13-618 Doku K 41 Astrositom 2 R132H WT WT
13-627 Doku K 28 GBM 4  WT WT WT
13-645 Doku K 57 Oligodendrogliom 3 R132H C250T WT
13-646 Parafinkesit K 35 Oligodendrogliom 2  WT WT WT WT
13-649 Doku E 35 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
13-652 Parafinkesit E 62 Astrositom 2  WT WT C228T WT
13-653 Doku K 35 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-654 Doku K 66 Astrositom 3 WT WT C228T WT
13-655 Parafinkesit E 45 Astrositom 3 WT WT C250T WT
13-656 Parafin kesit K 24 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-657 Parafinkesit E 37 Oligodendrogliom 3 R132G WT WT
13-658 Doku E 49 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-659 Parafinkesit E 37 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-660 Parafin kesit K 32 Oligodendrogliom 2  WT WT WT WT
13-661 Parafinkesit K 32 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-662 Doku K 34 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-663 Doku E 47 Astrositom 3 WT WT  C228T N/A
13-664 Parafin kesit E 43 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-665 Parafin kesit K 63 Oligodendrogliom 3 R132H C250T WT
13-666 Parafinkesit E 50 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-667 Parafinkesit E 40 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-668 Parafin kesit E 45 Oligodendrogliom 3 R132H C250T WT
13-669 Parafin kesit K 24 Astrositom 2 R132H WT AlG
13-670 Parafinkesit E 57 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-672 Doku E 61 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-673 Doku E 35 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-674 Doku K 41 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-675 Parafinkesit E 18 Astrositom 2 R132C WT WT
13-676 Parafinkesit E 26 Astrositom 3 R132H WT WT
13-677 Parafinkesit K 36 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-678 Parafinkesit E 36 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-679 Doku K 49 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT

N/A: Analiz edilmemis.
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13-680 Parafinkesit K 34 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-681 Parafinkesit K 44 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-682 Parafinkesit E 41 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
13-683 Parafinkesit E 46 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
13-684 Doku E 34 Astrositom 3 R132S WT WT
13-685 Doku K N/A Oligodendrogliom 2  WT WT C228T N/A
13-686 Parafinkesit E 45 Astrositom 3 WT WT C250T WT
13-687 Doku K 26 Astrositom 3 WT WT WT WT
13-688 Doku K 40 Astrositom 3 R132H WT WT
13-698 Doku E 38 Astrositom 2 R132H C250T WT
13-700 Doku K 26 Astrositom 2 R132H WT A/G
13-705 Doku E 24 Astrositom 3 R132H WT A/G
13-708 Doku K 28 Oligodendrogliom 3 R132H C228T AIG
13-713 Doku K 79 GBM 4  WT C250T WT
13-714 Doku E 67 GBM 4  WT C228T WT
13-716 Doku K 64 GBM 4 WT C228T WT
13-720 Doku E 57 GBM 4  WT C250T WT
13-722 Doku E 59 GBM 4 WT C228T WT
13-728 Doku E 20 GBM 4  WT WT WT
13-729 Doku K 52 GBM 4  WT WT WT
13-730 Doku E 35 Oligodendrogliom 2 R132H C250T AlG
13-731 Doku E 19 GBM 4 WT WT WT WT
13-732 Doku E 30 Astrositom 3 R132H WT WT
13-733 Doku E 44 GBM 4 WT C228T WT
13-734 Doku E 64 Astrositom 3 WT WT  C250T WT
13-735 Doku K 65 Astrositom 3 WT WT C250T WT
13-736 Doku E 58 GBM 4  WT C250T WT
13-737 Doku E 68 GBM 4 R132H C250T WT
13-738 Doku K 52 Oligodendrogliom 3  WT WT C250T WT
13-739 Doku K 32 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
13-740 Doku K 40 Astrositom 2 R132H WT WT
13-741 Doku K 61 GBM 4 WT C228T WT
13-742 Doku E 38 Astrositom 2 R132H WT WT
13-743 Doku K 37 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT

N/A: Analiz edilmemis.
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13-744 Doku E 66 GBM 4  WT C228T WT
13-745 Doku K 41 GBM 4 RI132H WT WT
13-746 Doku K 32 Astrositom 2 R132C WT WT
13-747 Doku E 27 Astrositom 2 R132C WT A/G
13-748 Doku E 43 Astrositom 3 R132H WT WT
13-767 Doku E 75 GBM 4  WT C228T A/G
13-768 Doku E 34 Astrositom 2 R132H WT WT
13-786 Doku E 58 GBM 4  WT WT WT
13-799 Doku K 58 GBM 4  WT WT WT
13-804 Doku K 22 Astrositom 2 RI132H WT WT
13-820 Doku E 34 Astrositom 2 R132C WT WT
13-821 Doku K 44 GBM 4  WT C228T WT
13-824 Doku K 58 GBM 4  WT C228T WT
13-829 Doku K 31 GBM 4 RI132H WT WT
13-830 Doku K 57 GBM 4  WT C250T WT
13-832 Doku K 55 GBM 4  WT C250T WT
13-835 Doku E 72 GBM 4  WT C250T WT
13-857 Doku E 40 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-865 Doku E 38 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
13-869 Doku E 63 GBM 4  WT WT WT
13-897 Doku K 33 Astrositom 3 R132H WT G/G
13-905 Doku E 24 GBM 4 RI132H WT WT
13-1008 Doku E 48 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
13-1013 Doku E 28 Astrositom 2 RI132H WT WT
13-1017 Doku E 55 GBM 4  WT C228T WT
13-1022 Doku K 21 Astrositom 2 RI132H WT WT
13-1023 Doku E 38 Oligodendrogliom 3 R132H C250T WT
14-1  Doku K 29 Astrositom 2 RI132H WT A/G
14-6  Doku E 46 GBM 4 R132H C250T WT
14-8  Doku E 25 Astrositom 2 RI132H WT A/G
14-14  Doku K 60 GBM 4  WT C228T WT
14-15 Doku E 54 GBM 4  WT WT WT
14-16  Doku E 57 Astrositom 3 WT WT  C228T WT
14-17  Doku E 69 GBM 4  WT C228T WT
14-22  Doku K 72 GBM 4  WT C228T WT
14-23  Doku K 45 Oligodendrogliom 3 R132H WT WT
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14-29 Doku E 17 Astrositom 3 R132C WT WT
14-30 Doku K 44 GBM 4  WT C250T WT
14-34  Doku E 48 Oligodendrogliom 3 R132H C228T AIG
14-56  Doku E 64 GBM 4  WT C228T WT
14-57 Doku E 35 Astrositom 3 R132C WT A/G
14-58 Doku E 59 Astrositom 2 R132H WT WT
14-61 Doku K 23 GBM 4  WT WT WT
14-78 Doku K 26 Astrositom 2 R132H WT WT
14-79 Doku E 27 Astrositom 2 R132H WT WT
14-83 Doku E 37 Astrositom 2 R132G WT WT
14-84 Doku K 58 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
14-86  Doku K 52 GBM 4  WT C228T WT
14-87 Doku E 26 GBM 4  WT WT WT
14-90 Doku E 68 GBM 4  WT WT WT
14-94  Doku K 71 GBM 4  WT C250T WT
14-96 Doku E 20 Astrositom 3 R132H WT WT
14-109 Doku K 30 Oligodendrogliom 2 R132H WT AIG
14-111 Doku E 38 Astrositom 3 R132H WT WT
14-115 Doku K 31 Astrositom 2 WT WT WT WT
14-118 Doku E 51 GBM 4  WT C228T WT
14-119 Doku E 71 GBM 4  WT WT WT
14-120 Doku K 52 GBM 4 WT C250T WT
14-121 Doku E 33 Astrositom 3 R132H WT WT
14-122 Doku K 65 GBM 4 WT WT A/G
14-126 Doku E 31 Astrositom 3 R132H WT WT
14-131 Doku E 50 GBM 4 WT WT WT WT
14-134 Doku E 24 Oligodendrogliom 2 WT R172K C250T WT
14-137 Doku E 50 GBM 4 WT WT WT
14-146 Parafin kesit K 29 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
14-147 Parafinkesit E 34 Oligodendrogliom 2 R132H C228T AIG
14-154 Parafinkesit E 31 Oligodendrogliom 2 R132H WT WT
14-155 Doku K 39 GBM 4 WT WT C250T WT
14-157 Parafin kesit K 29 Astrositom 2 WT WT WT WT
14-161 Doku K 33 Astrositom 2 R132H WT WT
14-163 Parafin kesit K 36 Oligodendrogliom 3 R132H C228T WT
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14-172 Doku E 40 GBM 4  WT WT WT WT
14-175 Doku E 60 GBM 4 WT WT C228T WT
14-176 Doku K 34 Astrositom 3 R132H WT G/G
14-177 Parafinkesit E 33 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
14-180 Parafin kesit K 43 Astrositom 2 R132H WT WT
14-181 Doku E 41 GBM 4 R132H WT A/G
14-182 Doku E 67 GBM 4  WT WT C228T WT
14-186 Parafin kesit K 38 Astrositom 3 R132H WT WT
14-189 Parafin kesit E 41 Oligodendrogliom 2  WT WT C228T WT
14-192 Doku K 39 Astrositom 2 R132H WT A/G
14-204 Parafinkesit E 43 Astrositom 2 R132C C228T WT
14-209 Parafinkesit E 23 Astrositom 3 R132H WT WT
14-215 Doku E 40 Oligodendrogliom 2 R132H C250T WT
14-216 Doku E 64 Oligodendrogliom 3 R132H C250T AIG
14-218 Doku K 32 Oligodendrogliom 2 R132H C228T A/G
14-224 Parafinkesit E 44 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT
14-225 Parafin kesit K 26 Astrositom 2 R132H WT A/G
15-1  Doku K 53 GBM 4  WT WT C228T WT

15-7  Doku K 45 GBM 4  WT WT WT A/G

15-8  Doku K 36 Oligodendrogliom 2 R132H C228T WT

15-10 Doku K 28 Astrositom 2 R132H WT WT
15-12 Doku E 21 Astrositom 2 R132H WT A/G
15-16 Doku E 63 Astrositom 2 WT WT C228T A/G
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Ek 4: Timor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

12-21 12-25 12-37 12-46 12-100
G185A A73G A73G T55C A73G
A263G T195C T152C T57C A263G
A750G A263c  [INTIG6E A263G C285T
A1438G G499A T204C Arsoc  [NAsSEsE|
A4T69G AT50G G207A A1438G A750G
[T6352E6  Au438 G3016A (0.33A)  GLO74A (0,29A)
A8860G A1811G ﬂ T3847C A1438G
A15326G A2706G AT50G T4703C C2218T
I Taesec A1438G A4T69G A2706G

A4T769G

A2706G

T5999C
AG047G

C7028T C7028T
G7762A G8251A
A8860G A8860G

A10398G
C11332T G11719A
Al1467G
G11719A G12501A
A12308G C12705T
G12372A
C14620T C14766T
C14766T G15043A

A15326G A15758G

T15693C

A15758G -

T16356C T16209C
C16223T
A16299G

_

T16519C

T6253C
AB8860G

Ad7606 |

A15326G

. cromr

A4769G
G4991A
G6026A

T7581C
A8860G

Al1467G
G11719A
A12308G
G12372A
T12879C
A13104G

A14070G

Il

G14364A
C14766T
G15148A
A15326G
A15954C

A16183C
T16189C
T16249C

(*) Koyu yesil: tek timorde; acik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda minér komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

13-01 13-03 13-05 13-06 13-23 13-25
A263G C295T T195C [Tiese | ceosT  [NGSisA|
AT750G ragoc  [T4BSE R ATsoc A1438G
[TI04ENN A7s0c AT750G A4769G Tieec  [NT4s36C |
A2706G  haes

AB860G AB860G C6371T Asgeoc |
a467c  [ICISOSATINN 147667 G11719A

A12308G C14766T  AL4790G (0,12G) A11818G

clazesT [WNCIS20BANN  Tie1soC G12372A
e s
s A16497G

(*) Koyu yesil: tek timorde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

13-27 13-30

13-266

13-601

13-708

13-743

A263G
AT750G
Al1438G
C2259T

A263G
G709A
AT750G
C2259T
A4769G
T5196C

A4769G A8860G
G9548A

C14872T

A8860G

G15234A (0,25A)
C14872T A15326G
A15326G
C16261T

T16519C

AT73G
A189G
A200G
T204C
G207A
A263G
G709A
A750G

T1243C
Al1438G
A2706G
A3505G
A4093G
T4646C
A4769G
G5046A
G5460A

_

C7028T
G8251A
T8614C
| TeTOSC
AB860G
G8994A
C11674T
G11719A
Al11947G
T12414C
C12705T
C14766T
A15326G
G15884C
C16192T
C16223T
C16292T

T16519C

T204C
A263G
AT50G
A1438G
G2916A (0,12A)
G3010A
AA4769G
. Ts4esC
G7852A (0,17A)
AB8860G

A15326G
C16278T (0,40C)

A263G

T146C
T195C
A263G
AT50G

G902A (0,11A)

.

A1438G

A4769G

A8860G

G12651A
G13759A

A15326G

T16311C

(*) Koyu yesil: tek timorde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda minér komponent yiizdesi

parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

13-1013 13-1022 14-01 14-16 14-58 14-126
A73G AT73G A263G A73G A73G A263G
A189G A93G A750G T152C A263G C456T
T204C T246C A1438G A263G A750G A750G
G207A A263G A4769G A750G A1438G A1438G
A263G T489C AB860G A1438G A1811G
G709A A750G A2706G A4769G
A750G  T1344C (0,11C)

T1243C A1438G T3197C

A1438G  A2706G  Al5326G A4T69G C4640A G6129A (0,17A)
A2706G T16519C A5656G A4T69G AB860G
A3505G  A4769G  C7028T C7028T A15326G
A4769G  T5196C (0,10C) A7768G A8860G T16304C
G5046A C7028T A8860G Teesec L
G5460A  A8701G GO4TTA AL1467G

C7028T A8860G DAI2EEN c11710A
[ 72680  Tos4oc A11467G A12308G

G8251A A10398G G11719A G12372A
A8860G C10400T A12308G T13743C

G8994A  TI10873C G12372A

Cl1674T  GL1719A _ﬁ
G11719A T13617C  G14846A (0,48G)
AL1947G - T14182C A15326G
T12414C  C12705T C14766T T15454C

c1z7osT [G13185A A15326G A16343G
Cl4766T  C14766T Tieossc(o4om) |

A15326G  T14783C T16189C
G15884C  G15043A C16270T
C16223T  G15301A
C16292T  A15326G
T16519C  G16145A
T ciezosr
C16234T
A16318T
T16519C

(*) Koyu yesil: tek tiimdrde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sar1: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

14-176 14-218 15-01 15-08 15-16 NOT-47
T204C TS5C  AT73G A73G A263G T152C
A263G TS7C  T146C G143A AT50G A263G
T690C (04T0)  A263G  Al89G T146C A1438G AT50G
AT50G AT50G  T195C A189G A4769G AL438G
A1438G A1438G  T204C C194T
G3380A (0,36G) [ICL2BT | G207A T195C AB860G A4769G
G3413C (038G) T3847C  A263G T204C T9686C (0,17C) A8860G
A4769G  [WAMSESEN G709A G207A G14258A (0,24A)
G8519A (0,21A) A4769G  AT50G A263G -A153266 (0,16A)
A8860G T6253C  T1243C G709A GI5257A (014A)  T16189C
ABB60G  A1438G AT50G A15326G T16200C
A2706G T1243C T16189C %//////}//}//}//}//}//}//k/////%
Al5326G  AI5326G  A3505G A1438G T16519C
A4093G A7066 |
T16189C A4T69G A3505G
T16519C  G5046A A4T69G
Fr G5460A G5046A
G5460A
C7028T A977G
G8251A C7028T
T8614C G8251A
A8860G A8B60G
G8994A GBIY4A
C11674T  GOE55A (0,27A)
GLI719A C11674T
Al1947G  GI1719A
T12414C  AL1947G
C12705T T12414C
C14766T ~  C12705T
A15326G  GI3145A
G15884C  Cl4766T
C16102T A15326G
C16223T  G15884C
T16519C  C16082T
T cieoosT
C16292T
T16519C

(*) Koyu yesil: tek tiimdrde; agik yesil: birden fazla tiimérde, sar1: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi

parantez iginde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

NOT-48 NOT-49 NOT-50 NOT-51 NOT-52 NOT-53
A73G A73G A73G A73G A73G A263G
T146C CI150T  A263G C150T aze3c  [NGSIEAN
A263G A200G G709A A263G G709A A750G
A263G AT50G AT50G AT50G A1438G
C295T A1438G A1438G G930A G3563A (0,39A)
c462T A750G G1888A A2706G A1438G A4T69G
T489C A1438G  A2706G T3197C G1888A A8860G
A1811G  T4216C A4769G A2706G
AT50G  A2706G  A4769G A5656G T4216C A15326G
A1438G A4917G C7028T A4T69G
A2706G crozsT  [INNARESENN  Ad017G
G3010A  C4640A  G8697A AT768G G5147A
T4216C  A4TE9G  AB8860G A8860G T6109C (0,14C)
A4T69G  AB8860G  T10463C G94TTA C7028T
Gsac0A [IGB9S0A A11251G  [IINT0027€ T G7642A (0,38A)
C7028T  T9656C  GL1719A A11467G G86ITA
[ G8269A T erioc | c12633A G11719A A8860G
A8860G  AL1467G  G13368A A12308G G9932A (0,30A)
G90S5A  GLI719A  C14766T G12372A T10463C
[PTI0400AT 123086 Gidoosa [INNGIBIANNN  A11251G
A10398G  GI12372A  Al15326G T13617C GL1711A (0,14A)
Al1251G  TI3743C  C15452A T14182C G11719A
c11719A [WATAIS6EN A15607G C14766T A11812G
A12612G  C14766T  C15853T A15326G G13368A
G13708A  Al15326G  GI15928A  A15746G (0,25G) A14233G
T15454C  T16126C | T16144C N  C14766T
A16163G C16270T G14905A
A16343G  T16189C A15326G
A15326c [ Ti6243C . C15452A
C15452A C16204T A15607G
| cisowst T16519C G15928A
C16069T . T16126C
T16126C C16204T
G16145A C16296T
C16261T T16304C
T16519C T16519C

(*) Koyu yesil: tek tiimodrde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

G5460A C16192T C16185T (0,31T)

A4917G

C7028T
G8697A
AB860G
T10463C
Al11251G
G11719A

T11961C (0,36C)
C12633A
G13368A
C14766T
G14905A
A15326G
C15452A
A15607G
C15853T
G15928A

C16104T (0,19T)
T16126C
A16163G
T16243C
C16294T
T16519C

NOT-54 NOT-55 NOT-56 NOT-58 NOT-59
A73G T146C (0,43T) A263G A73G A73G
T152C A263G A263G
A263G ﬂ G709A A750G
C497T A750G AT50G AT50G A1438G
AT50G A1438G A1438G T1420C (0,24C) A2706G

tigoc  [UA4I226NTN  G3ow0A A1438G T3197C

A1438G A4769G A4769G G1888A A4769G

A1811G G5226A (0,306) [ G6305Aassic | crozsT

A2706G A8860G A8860G A2706G A8860G

A3480G G11330A (0,10A) T4216C G9477A

A15326G IVICTCR e

Al1467G
G11719A
A12308G
G12372A
T13617C
C14766T

A15326G

G15761C (0,24C)

C16256T
C16270T
C16291T

(*) Koyu yesil: tek tiimorde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sart: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi

parantez iginde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

NOT-60 NOT-61 NOT-62 NOT-63 NOT-65 NOT-66
AT73G AT73G AT73G AT73G A263G AT73G
T152C A263G T146C A153G AT50G T152C
A263G G709A T152C G185A A1438G  T195C (0,10C)
C285T AT750G A263G T195C A2706G T246C
A750G G930A [INASEACIINGIBANN  A4769G A263G
A1438G A1438G G709A A263G C7028T AT50G
C2218T A2706G AT750G C295T AB860G A1438G
A2706G T4216C A1438G C462T A15326G A2706G
A4T69G A4T69G G1888A T489c  [NCIBBEBTN  A4769G
G4a991A  [F4B8EN  A2706G AT50G  T16311C G5147A
G6026A A4917G T4216C Al4¢ |
C7028T G5147A  GA4408A (0,40A) G1782A (0,25G) C7028T
T7581C A4T69G  G2673A (0,36G)
C7028T A4917G A2706G G8790A
AB8860G G8697A G3010A A8860G
A8860G
G10290A (0,43G) T10463C C7028T T4216C
AL1467G  AlL1251G A4T69G
G11719A  GI1719A
A12308G  Al1812G  GB697A C7028T
G12372A  GI336BA  A8860G A8860G
G12651A  A14233G [NGOS00AN  Gos4sA T13064C (0,17C)
T12879C C14766T  T10463C A10398G
A13104G  GI4905A  Al11251G A11251G
[Ti8886C I A153266  G11719A G11719A A15326G
A14070G ~ CI15452A  C12633A G12501A
G14364A  AI5607G  G13368A A12612G
C14766T  GI15928A  C14766T G13708A
GI5148A  T16126C  GI14905A C14766T
A15326G  [ITI6I9BCN  A15326G T14798C T16519C

A15954C c16204T  cis4524  [IT1492460 0
[ TI6178CT N c16206T  A15607G A15326G

A16183C T16304C  G15928A  [NGISE5AN

T16189C T16519C T16126C C15452A
Ezigzi . 163G C16069T
T16311C T16519C

T16519C

(*) Koyu yesil: tek tiimodrde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

NOT-67 NOT-68 NOT-69 NOT-70 NOT-71 NOT-72
A73G T152C  |MTICN  A73G A73G A73G
T146C A263G A736  A23G [IINGISANN  Gis3a
T152C AT750G T152C  G709A T204C T146C
T195C A1438G A153G  A750G A263G A189G
A263G A4769G A263G  A1438G [INTAB2EIIIN C194T (0,26T)
AT50G A750G  G1888A T489C T195C (0,26T)
T1189C AB860G AT50G T196C (0,36T)
A1438G A1438G  A2706G A1438G T204C
A1811G A2706G G207A
A2706G A15326G A1811G G3705A (0,21G)  A263G
A3480G A2706G  T4216C G4580A G709A
A4769G T16093C (0,28T) A4769G T4703C AT750G
GAT94A (0,19A) T16311C A4T69G  A4917G A4769G T1243C
G5013A Tiesloc  [NGBGOTMN G5913A C7028T A1438G
croeT [ C7028T  C7028T A8701G A2706G
G8790A A3505G
AB860G G8697A AB860G A4769G
G9055A AB860G  AB860G T9540C G5046A
T9698C T10463C G5460A
A10398G AL1251G  Al0398G
A10550G GL1719A C10400T AB9IT7G
T11299C AL1467G  Al1812G T10873C C7028T
AL1467G Gl1719A G13368A  GIL1719A G8251A
G11719A A12308G  Al14233G C12705T AB860G
A12308G G12372A  C14766T C14766T GBIY4A
T14798C T14783C C11674T
G12372A G15043A G11719A
Cl4766T G14905A GI5301A A11947G
G12771A A15326G [NGIBSITAN  A15326G T12414C
C14167T C16261T  A15326G T16126C C12705T
C14766T A16309G  C15452A C16223T G13145A
T14798C A16318T  A15607G T16519C C14766T
A15326G _ 116519~ G15928A [N  TL6519C
T16224C T16126C G15884C
C16256T T16224C C16082T
T16311C C16294T C16223T
T16519C C16296T C16292T

%//////////////////////////////

T16519C

(*) Koyu yesil: tek tiimdrde; agik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda minér komponent yiizdesi
parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 4 (devam): Tiimor 6rneklerinde saptanan mitokondriyal varyasyonlar.*

NOT-73 NOT-74 NOT-75 NOT-76 NOT-77 NOT-78
A73G A73G A73G A73G A263G A73G
C150T A263G T146C C150T A750G T195C
T195C PNGEEsEANN T195C T195C A1438G T204C
A263G C497T A263G G207A A4T69G G207A
G709A AT750G G709A A263G - A263G
A750G T1189C A750G C295T G709A
&386_ A1438G T489C A8860G AT50G
A1438G A1811G AT750G - A1438G
G1888A A1811G A2706G A1438G G1719A
A2706G A2706G A3480G  G2464A (0,17A)  A15326G A2706G
A3480G A4T69G A2706G C16256T
T4216C A4769G T4216C
A4769G C7028T A4T69G
A4917G A8860G G5147A T6221C
G9055A C7028T C6371T
C7028T T9698C G7762A
C10293T A8860G C7028T
G8697A A10398G G9055A C7028T
T11299C
T10463C A11467G A11467G A8860G A8860G
G11719A G11719A - G11719A
A11251G A11818G A12308G  T11878C |
G11719A A12308G G12372A A10398G C12705T
A11812G G12372A G12771A - G13708A
C14167T C14167T  G13928A |
G13368A C14766T G14364A A11251G A13966G
T14798C C14766T T14470C
A14233G A15326G G11719A C14766T
C14766T A15326G A15326G
G14905A T16224C T16189C A16183C
A15326G C16234T C16234T A12612G T16189C
C15452A T16311C - G13708A C16223T
[PFIE565C T A16497G G13759A C16278T
A15607G  T16519C T16304C C14766T ~ T16519C
615231/; 2(3’16A) e 315;4% e
15928A 15257A
| Tis068Cc A15326G
T16126C C15452A
C16292T . AIS679G
C16294T C16069T
C16296T T16126C
T16519C A16299G
T16519C (0,29C)

(*) Koyu yesil: tek timorde; acik yesil: birden fazla tiimorde, sari: normal doku 6rneginde de saptanan
varyasyonlar. Turuncu: heteroplazmik olarak saptanan varyasyonlarda mindr komponent yiizdesi

parantez i¢inde belirtilmistir.
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Ek 5: Sozli bildiri

Oral Presentations
2020 AANS Annual Scientific Meeting
Boston, MA e April 25-29, 2020

IDH-Mutant Gliomas Differ in Distribution of Mitochondrial Genomic
Alterations

Sirin K Yuksel, Cemaliye B Akyerli, Kaya Bilguvar, Ayca Ersen Danyeli, Engin
Yilmaz, M Necmettin Pamir, Koray Ozduman.

Introduction: [IDH1/2-mutations, which are the main driver events in
astrocytomas and oligodendrogliomas, are associated with marked alterations in
cellular metabolism. We hypothesized that such alterations would exert a purifying
selection or evolutionary advantage to certain mitochondrial encoded genes.

Methods: 59 adult hemispheric diffuse gliomas were analyzed. 29 were IDH-
mutant (97% lower grade) and 30 were IDH-wt (17% lower grade). Total DNA
was isolated from fresh frozen samples and mitochondrial DNA was sequenced
using Illumina platform, aligned and analyzed using mitochondrial databases
(mtDNA server, MITOMAP). A 10% cutoff was applied for heteroplasmy.
Mutation densities (mutations per Mb) in each of the mitochondrial encoded genes
were calculated and compared against IDH-mutation status, WHO-grade (Mann-
Whitney U, Kruskal-Wallis, bonferoni correction applied). Distribution of
mitochondrial haplogroups was comparable (IDH mutant: 76%R, 21%N, 3%L.3,
IDH-wt: 90%R, 7%N,3%L3).

Results: Total of 1531 variations (469 unique) were identified. Mutation-density
was significantly different between IDH-mut and IDH-wt tumors (25.95mut/Mb,
1.57mut/Mb, p=0.024). Significantly higher mutation densities were observed in
mt-ATP6, mt-TR, mt-ND6 genes and DLOOP (p=0.041, 0.014, 0.025 and 0.030,
respectively). mt-TQ, mt-ATP6, mt-TR mutational densities were significantly
different between WHO-grade Il and WHO gradelll/IVV tumors (p=0.046, 0.048
and 0.021). mt-TR mutational density was also significantly different beetween
lower-grade and WHO-grade IV (p=0.036).

Conclusion: Mutational densities in several mitochondrial encoded genes differ
between IDH-mutant and IDH-wt tumors as well as different WHO grades.

142



/

Authors:

Institutions:

Keywords:

Turkish Keywords:
Manuscript Type:
Processing Status:

Ek 6: Makale (gonderilmis)

Turkish

Neurosurgery

Author Center

Manuscript Information

Manuscript 1D:
Title:
Turkish Title:

JTN-29805

Analysis of mitochondnal DNA control region D-Locp in gliomas: Result of 52 patients
No information entered

Sirin Kilicturgay Yiksel', Koray Ozduman?, Engin Yilmaz?, Necmettin PamirZ,
Cemaliye Boylu Akyerli®

TAcibadem Mehmet Ali Aydinlar University, Department of Molecular Biclogy and
Genetics, Faculty of Arts and Sciences, Istanbul, Turkey

2Acibadem Mehmet Ali Aydinlar University, Department of Neurosurgery, School of
Medicine, Istanbul, Turkey

3pcibadem Mehmet Ali Aydinlar University, Department of Medical Biology, School of
Medicine, Istanbul, Turkey

D-loop, glioma, mitochondrial DNA, mtDNA vanations, mutations
Mo information entered

Research

Awaiting Admin Processing

Abstract

Aim:Role of extrachromosomal DNA in cancer and the consequences of mutations are unclear. However,
mitochondrial DNA (mtDNA) variants in the D-loop region have been suggested to be associated with
different clinical parameters and proposed as controversial prognostic markers. Impaired function of
mitochondria cannot be tolerated by highly energy requiring brain cells. Therefore, we have focused on the
regulatory region D-loop which is thought to cause no growth disadvantage for cells. Our aim is to investigate
the effect of mtDNA variants mainly in D-loop on glioma biclogy.

Material and Methods:Sanger sequencing of D-loop (15971 - 16451 bp) for 52 glioma patients was
performed and the variations were statistically analyzed for gender, WHO classification, morphological grade,

IDH / TERT status.

Results:Total of 122 variations (51 unigue) was identified in 52 patients. C16223T, T16189C, T16311C and
T16126C varants were frequently detected. Total variation number was statistically non-significant among
the analyzed categories. When individual variants were considered, T16311C and T16224C were statistically
significant for WHO classification (p=0.033), morphological grade (p=0.036) and gender (p=0.039),

respectively.

Conclusion: Total variation number in D-loop was not found to be related with clinical variables. Our data
suggests that individual variants may play critical role in glioma biclogy.
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Ek 7: Makale

J N S CLINICAL ARTICLE

Use of telomerase promoter mutations to mark specific
molecular subsets with reciprocal clinical behavior in IDH
mutant and IDH wild-type diffuse gliomas

Cemaliye B. Akyerli, PhD,! Sirin Yiiksel, MSc,' Ozge Can, PhD,2 E. Zeynep Erson-Omay, PhD,?
Yavuz Oktay, PhD,! Erdal Coggun, PhD,* Ege Ulgen, MD,* Yigit Erdemgil, MSc,? Aychn Sav, MD,?
Andreas von Deimling, MD,"® Murat Giinel, MD,* M. Cengiz Yakicier, MD, PhD,"®

M. Necmettin Pamir, MD,® and Koray Ozduman, MD?

Departments of "Medical Biology, “Medical Stafistics and Bioinformatics, *Neurosurgery, *Medical Biochemistry, and *Pathology,
School of Medicine; “Depariment of Medical Engineering, Faculty of Engineenng; and “Department of Molecular Biology and
Genetics, Faculty of Arts and Sciences, Acibadem University, Istanbul, Turkey; *Department of Neurosurgery, Yale University
Schooal of Medicine, Mew Haven, Connecticut, "Department of Neuropathology, Heidelberg University; and *German Cancer
Research Center (DKFZ) and German Cancer Consortium (DKTK), Clinical Cooperation Unit (CCU) Neuropathology,
Heidelberg, Germany

OBJECTIVE Recent studies have established that hemisphenic diffuse gliomas may be grouped into subsets on the
basis of molecular markers; these subsets are loosely correlated with the histopathological diagnosis but are strong pre-
dictors of clinical tumor behavior. Based on an analysis of molecular and clinical parameters, the authors hypothesized
that mutations of the telomerase promoter (TERTp-mut) mark separate oncogenic programs among isocitrate dehydro-
genase 1 and/or 2 (IDH) mutant (IDH-mut) and IDH wild-type (IDH-wi) diffuse gliomas independent of histopathology or
WHO grade.

METHODS Four molecular subsets of the combined statuses of IDH and TERT-promater mutations (double mutant,
IDH only, TERT only, and double negative) were defined. Differences in age, anatomical location, molecular genetics,
and survival rates in a surgical cohort of 299 patients with a total of 356 hemispheric diffuse gliomas (WHO Grade I, Ill,
or [V) were analyzed.

RESULTS TERTp-mut were present in 38.8% of 1DH-mut and 70.2% of IDH-wt gliomas. The mutational status was
stable in each patient at 57 recurrence events over a 2645-month cumulative follow-up period. Among patients with
IDH-mut gliomas, those in the double-mutant subset had better survival and a lower incidence of malignant degeneration
than those in the IDH-only subset. Of patients in the double-mutant subset, 96.3% were also positive for 1pf19q codele-
fions. All patients with 1p/19q codeletions had TERTp-mut. In patients with IDH-mut glioma, epidermal growth factor
receptor or phosphatase and tensin homolog mutations were not observed, and copy-number variations were uncom-
mon. Among IDH-wt gliomas, the TERT-only subset was associated with significantly higher age, higher Ki-67 labeling
index, primary glioblastoma-specific oncogenic changes, and poor survival. The double-negative subset was genetically
and biologically heterogeneous. Survival analyses (Kaplan-Meier, multivariate, and regression-tree analyses) confirmed
that patients in the 4 molecular subsets had distinct prognoses.

CONCLUSIONS Molecular subsets result in different tumor biology and clinical behaviors in hemispheric diffuse gliomas.
hitps:fithejns. org/doifabs/M0.3171/2016_11.JNS16573

KEY WORDS glioma; isocitrate dehydrogenase; telomerase; mutation; prognosis; oncology

ABBREVIATIONS ATRX-mut = ATRX mutations; CART = classification and regression tree; EGFR = epidermal growth factor receptor; GBM = glioblastoma; H3F3A-mut
= H3 histone family member 34 mutations; HDG = hemispheric diffuse glioma; IDH = isocitrate dehydrogenase 1andior 2; IDH-mut = IDH mutations; IHC = immunohista-
chemistry; MLPA = multiplex ligation-dependent probe amplification; PDGFR = platelet-derived growth factor receptor; pGBM = primary GEM; PTEN = phosphatase and
tensin homolog; TERTp-mut = telomerase promoter mutations; wt = wild type.
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C.B. Akyerli et al.

ECENT large integrated analyses have clearly estab-

lished that oncogenic molecular changes closely

correlate with clinical behavior in diffuse glio-
mas %1 Most of these oncogenic changes are stochastic,
but some recur enough to be used as molecular markers
to define clinical subsets” Today, there is compelling
evidence that isocitrate dehydrogenase 1 and/or 2 (IDH)
mutations (IDH-mut) are indicative of a specific disease
group.*-54* Similarly, 1p/19q codeletions have become
synonymous with oligodendrogliomas. Other authors have
demonstrated that a combination of 3 molecular markers
(IDH-mut, telomerase promoter mutations [TERTp-mut],
and 1p/19q codeletions) can be used to categorize lower-
grade gliomas and glioblastomas (GBMs) into clinically
relevant molecular subsets.

With a cohort of 299 unique patients with hemispheric
diffuse gliomas (HDGs), this study supports recent efforts
on molecular classification of HDGs and also provides
novel clinically relevant observations. Molecular tests were
performed on 356 sample sets, which were acquired at ini-
tial surgeries and surgeries for recurrence in these 299 pa-
tients. This article is organized into 3 sections. The initial
section focuses on activating TERTp-mut and presents our
findings that support TERTp-mut as a reliable biomarker
in gliomas. The second section is aimed at demonstrat-
ing that molecular markers have only a weak correlation
with histopathology in HDGs. The third section focuses on
molecular classification of all HDGs based on only 2 mo-
lecular markers, namely IDH-mut and TERTp-mut. When
we stay blinded to the histopathological diagnosis, these 2
markers can provide strong clues on tumor biology. The 4
resultant molecular subsets differed in various aspects of
tumor biology, including anatomical localization, multi-
focality, degree of anaplasia, Ki-67 index, and additional
molecular changes harbored, and also differed 1n age and
survival rates of affected patients.

Methods

Definition of the Molecular Subsets

The following molecular subsets were defined to en-
hance understandability and fluency of this work. Based
on IDH-mut, TERTp-mut, and 1p/19q codeletion, Eckel-
Passow et al” reported 5 molecular subsets among lower-
grade gliomas (WHO Grades II and IIT) and 4 molecular
subsets among GBMs (WHO Grade IV). Although our
groups were similar to and our findings parallel with those
of that benchmark study, for the sake of consistency we
chose to categorize HDGs of all grades into 4 subsets.
Here, “double mutant™ defines hemisphenic diffuse glio-
mas with IDH-mut and TERTp-mut. This group corre-
sponds to the combination of “triple-positive” and “TERT
and IDH mutation™ subsets defined by Eckel-Passow et al”
The “IDH-only™ subset is defined as the presence of IDH-
mut and absence of TERTp-mut and corresponds to the
“IDH mutation only” subset of Eckel-Passow et al” The
“TERT-only” group is defined by the absence of IDH-
mut and presence of TERTp-mut and corresponds to the
“TERT mutation only” subset of Eckel-Passow et al.” The
“double-nepative” subset is defined by the absence of both
IDH-mut and TERTp-mut and corresponds to the “triple-
negative” subset of Eckel-Passow et al”
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Patients and Tumor Samples

A total of 356 HDG samples from 299 unique patients
who underwent surgery at Actbadem University School
of Medicine, Department of Neurosurgery, were included.
Thalamic, brainstem, cerebellar, and spinal gliomas were ex-
chided. Only patients with HDGs were included; those with
gliomatosis cerebri and specific expansile pathologies such
as pilocytic astrocytomas. pleomorphic xanthoastrocyto-
mas, glioneuronal tumors (ganglioghoma, gangliocytoma),
or dysembryoplastic ithelial tumors were excluded.
Clinical details are presented in Table 1. Fifty-seven of the
tumeor samples were from recurrence events in 46 patients.
In 10 WHO Grade II oligodendrogliomas (all TERTp-nmut),
biopsy samples were obtained from brain parenchyma 1.5
cm away from tumor T2-weighted hyperintensity (as de-
termined by intraoperative MRI) to test for the presence of
TERTp-mut in the surrounding brain parenchyma. Patients
with WHO Grade II oligodendroglioma were selected for
this purpose, because that is the least likely histopathologi-
cal group to contain a large number of infiltrating tumor
cells in the surrounding normal-appearing brain parenchy-
ma. Chnical information and tissues were used with writ-
ten informed consent from the patients. This study was ap-
proved by the Acibadem University Ethics Committee.

Statistical Analysis

The chi-square test, t-test. and ANOVA were used
for standard statistical analyses. Multivariate analysis
was performed for 13 variables (age [dichotomized at
50 years]. sex, Ki-67 [dichotomized at 0.15]. anatomical
localization, multifocality, histopatholopy, WHO group.
WHO grade, molecular group, IDH-mut status, TERTp-
mut status, 1p/19q codeletion status, and H3 histone fam-
ily member 3A mutation [H3F3A-mut] status) using the
Mann-Whitney U-test (2 variables) or Kruskal-Wallis test
(> 2 variables). Dunn’s test was used for multiple compari-
sons. Fisher's exact chi-square test was used for categori-
cal data. Kaplan-Meier analyses were performed using
logarithmic transformation and log-rank test and plotted
using XLSTAT 2014.6.03 software (Addinsoft).

A decision-tree analysis (end point, overall survival) was
used for predicting the effect of dependent and indepen-
dent variables. Classification and regression-tree (CART)
analysis was used to calculate the predictive power of in-
dependent variables on overall survival time (with 10-fold
cross-validation). Variables were IDH-mut status. TERTp-
mut status, 1p/19q codeletion status, H3F3A-mut status.
phosphatase and tensin homolog (PTEN) loss on immuno-
histochemistry (IHC), pl6 loss on IHC, nuclear TP33 accu-
mulation on IHC, Phospho-BRAF on IDH, and epidermal
erowth factor receptor (EGFR) on IHC. Calculations were
performed in SPSS 20 (IBM Corp)) using custom R codes.

Histopathology and IHC

A diagnosis was determined for each sample by a sin-
gle neuropathologist according to the 2007 WHO Central
Nervous System Tumor Classification Scheme ™ THC was
performed for IDH1 (Diovana, H09), Ki-67 (Dako, MIB-
1), Phospho-BRAF (GeneTex), PTEN (Neomarkers, 17.A).
ple™= (Cintec, INK4a). TP53 (Scytek, DO/7), and vascu-
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TABLE 1. Patient characteristies

IDH and TERTp mutation-based subsets of HDGs

WHO Grade at Initial Presentation

Characteristic I l v Total

Mo. of patients 136 47 116 299
Age (median [range]) (yrs) 36.5(20-77) 37 (18-66) 45(24-82) 44 (18-82)
Maleffemale ratio 1.52 161 2.05 172
IDH-mut cases (%) 91.2 66 86 552
TERTp-mut cases (%) 39 55.3 68.1 528
Hisfology (no. [%])

Oligodendroglioma 63 (46.3) 16 (34) 0(0) 95(31.8)

Astrocytoma 49 (36) 17 (36.2) 0{0) 78(26.1)

Oligoastrocytoma 24 (17.7) 14 (29.8) 0(0) 45 (151)

GBM 0(0) 0(0) 138 138
Localization tumor center (no. [%])

Frontal 70(51.5) 30 (63.8) 45(38.8) 145(48.5)

Insular 33(24.3) 4(8.5) 1(0.8) 38 (12.7)

Temporal 21(15.4) 9(19.2) 39 (33.6) 69(23.1)

Parietal 10(74) 4(8.5) 14 (12.1) 28 (9.4)

Occipital 2(1.5) 0(0) 17 (14.7) 19(6.4)
Multifocality or gliomatosis-like multilobar involvement {no. [%]) 2(1.9) 5(10.6) 5(4.3) 12(4)
Follow-up (median [range]) (mos) 495 (1-267) 26 (1-189) 21(4-69)  23(1-267)
Deaths during follow-up (no. [%]) 12 (8.8) 16 (34.0) 61(52.6) 89(30)

lar endothelial growth factor (VEGE) (Neomarkers, VGI)
(molecular subsets are in parentheses).

Sanger Sequencing and Minisequencing

IDH-mut and TERTp-mut were tested using sequencing
and/or minisequencing. Minisequencing was performed
for IDH1-R132G/S/C, IDHI-R1321L/H/P, IDH2-R140Q/L,
IDH2-R140W, IDH2-R172K/M. IDH2-R172W, hTERT-
C228T, and hTERT-C250T. If no mutations were detected
in any of these hotspots, IDH and TERTp were also deter-
mined by Sanger sequencing of IDHI-R132, IDH2-R140,
IDH2-R172, TERTp-C228T, and TERTp- _C250T. EGFR
mutations were also Sanger sequenced.

Microsatellite Marker Analysis for 1p/19q Codeletions

Microsatellite marker analysis (fluorescent polymerase
chain reaction [PCR] and capillary electrophoresis for
D15162, D15199, D1S226, D1S186, D15312, D195112,
D195918, and D19S206) was the standard test for deter-
mining 1p/19q codeletion. Fluorescence in situ hybridiza-
tion was not used for 1p/19q testing.

OncoScan Analysis

Formalin-fixed paraffin-embedded samples of 20 oli-
godendrogliomas (WHO Grades II and IIT) were tested us-
mg OncoScan 3.0 (Affymetrix) and analyzed using Nexus
Express software (BioDiscovery, Inc).

Multiplex Ligation-Dependent Probe-Amplification
Analysis

A SALSA multiplex ligation-dependent probe-ampli-
fication (MLPA) probe mix P105-D1 Glioma-2 (MRC-

Holland) kit was used to analyze EGFR copy-number
alterations in 20 oligodendrogliomas® according to manu-
facturer recommendations.

Exome Sequencing and Copy-Number Calculation

Whole-exome capture and next-generation sequenc-
ing were performed for 35 patients as described in detail
previously.® Mutants were confirmed by Sanger sequenc-
ing. Copy-number determination was performed using the
ExomeCNV tool.

Results
Incidence of TERTp-mut in HDGs

TERTp-mut (at C228T or C250T) were detected in 157
(52.5%) of 299 cases. The incidences of TERTp-mut in
different histopathologies. tumor grades, and patient ages
are presented in Fig. 1A-D. The TERTp-mut incidence
was highest in oligodendrogliomas (71% [67 of 95 WHO
Grade IT and ITT oligodendrogliomas]) and in GBMs (63%
[78 of 117]). The mutation was not detected in the normal-
appearing white matter surrounding the tumor (1.5 cm
away from T2-weighted hyperintensity) in any of the 10
patients with oligodendrogliomas, according to Sanger se-
quencing (Fig. 1C). The mutational status did not change
in 57 recurrence events (no-gain events and no-loss events)
in 46 patients over a cumulative period of 2645 patient-
months (2204 patient-years) between subsequent surger-
ies (Fig. 1E). Seventeen (37%) of the recurrent tumors had
TERTp-mut. Twenty-eight, 7, and 11 patients had WHO
Grade IL III, or IV tumors, respectively, at initial diagno-
sis; 58.2% had received radiation and/or chemotherapy be-
tween subsequent tumor resections, and in 52.6% of them,
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A Incidence of TERTp-mut according to histopathology (n=356)
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FIG. 1. A: In 356 tumors, no exclusive associafion between the histopathological diagnosis and TERTp-mut status was not-

ed. B: The G228T hotspot was approximately twice as common as C250T. C: No TERTp-mut were detected in the peritumaral
brain parenchyma. C and D: TERTp-mut tumors tended to be more anaplastic, and the patients tended to be older. E: These
findings do not indicate an accumulation of TERT mutations over time, because the initial mutational status remained stable at all
recurrences over long follow-up periods despite malignant degeneration and administration of mutagenic adjuvant therapies such

as temozolomide and radiation. chemo = chemotherapy.

the tumor recurred at a WHO grade higher than that of the
original fumor.

The C228T mutation was more common than the
C250T mutation, and this pattern was consistent in all
histopathologies and also in IDH-mut and IDH wild-type
(IDH-wt) tumors, except for oligoastrocytomas, in which
the C250T mutation was more common (35%) (Fig. 1B).
The incidences of the C228T mutation were 41 (67.2%) of
61 in double-mutant HDGs and 63 (68.5%) of 92 among
TERT-only tumors.

Correlation of Oncogenic Changes With Histopathology in
HDGs

There was only a weak correlation between oncogenic
changes and histopathological diagnosis, and there was
much overlap in the sets of oncogenic changes observed
1in different histopathologies (Fig. 2A). Of all oligodendro-
gliomas.® 8.9% were IDH-wt and 25% were not 1p/19q
codeleted. Similarly, 5.6% of all nonoligodendroglial
‘WHO Grade II and III gliomas harbored the 1p/19q code-
letion. TERTp-mut consistently appeared in 2 separate
populations, each with different oncogenic profiles (Fig.
2B). A similar dichotomization persisted when tumors
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of the same histological group but of different grades
were considered (Fig. 2C). The oncogenic profile pat-
tern in IDH-wt gliomas resembled that in primary GBMs
(GBMs), even when they were WHO Grade IT or IIT (Fig.
2D).

Four Molecular Subsets Based on 2 Recurrent Mutations
(IDH-mut and TERTp-mut)

In contrast to the weak correlation with histopathology,
TERTp-mut were much better correlated to the oncogenic
profiles that were the most common in oligodendrogliomas
(IDH-mut, 1p/19q codel, ATRX intact) and hemispheric
diffuse astrocytomas (IDH-mut, 1p/19g-nondel. nuclear
ATRX expression loss).”® In 1p/19g-codeleted cases (n =
51 [48 oligodendrogliomas and 3 oligoastrocytomas]), the
incidence of TERTp-mut was 100%. All of these tumors
(n = 51) were also IDH-mut. Based on the very strong con-
cordance between 1p/19q codeletions and TERTp-mut in
IDH-mut HDGs and the significantly older patient age,
higher Ki-67 labeling index, and poorer patient survival,
regardless of WHO grade or group. in IDH-wt HDGs, we
hypothesized that all HDGs (Grades II, ITI, and I'V)) could
be categorized on the basis of IDH-mut and TERTp-mut
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IDH and TERTp mutation—based subsets of HDGs

A Histopathological diagnosis: Oligodendroglioma, grade Il (WHO 2007)
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statuses info 4 molecular subsets that reflect their tumor
biology. The double-mutant subset made up 21.4% of the
cases, the IDH-only subset 33.8%, the double-negative
subset 13.4%, and the TERT-only subset 31.4% (Fig. 3A—
C). Forty-nine (76.6%) of 64 double-nmmutant ftumors were
WHO Grade II, and the histopathologies were oligoden-
droglioma in 84 4%, GBM in 6.3%, astrocytoma in 4.7%,
and oligoastrocytoma in 4.7%. Eleven patients with dou-
ble-mutant tumor had tumor recurrence, and 4 (36.4%) of
these patients had a higher-grade tumor at recurrence. All
recurrences of the double-mutant subset (with or without
malignant degeneration) were local. At initial presentation,

75 (74.3%) of 101 IDH-only tumors were WHO Grade II.
and the histopathological diagnoses were astrocytoma in
42 6%, oligoastrocytoma in 27.7%, oligodendroglioma in
17.8%. and GBM in 11.8%. Of 20 IDH-only tumors that
recurred during the follow-up period, 13 (65%) recurred
at a higher grade. Most IDH-wt gliomas had an anaplastic
histology at presentation. Thirty-two (80%) of 40 double-
negative tumors were either WHO Grade III or I'V at pre-
sentation, and the histopathological diagnoses were GBM
in 75%, astrocytoma in 12.5%. oligodendroglioma in
7.5%, and oligoastrocytoma in 5%. Ninety (95.7%) of the
94 TERT-only tumors were WHO Grade III or I'V at pre-
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A Distribution of molecuiar-subsets bygrade B Distribution of grades by molecular subsets G Relative distribution of molecular-subsets by age
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FIG. 3. When we remain blinded to histopathology results, the combination of IDH-mut and TERTp-mut status defines 4 molecular
subsets. A: Relative incidences of these molecular subsets vary according to tumor grade. B: IDH-wt gliomas display mostly
anaplastic features, whereas IDH-mut gliomas are predominantly lower grade at presentation. The incidence of IDH-mut peaks at
younger patient ages. C: The incidence of TERT-only cases increases with age, whereas that of double-negative cases remains

relatively constant over ime.

sentation, and the histopathological diagnoses were GBM
in §4.0%, oligoastrocytoma in 6.4%, astrocytoma in 5.3%,
and 4 oligodendroglioma in 4.3%.

Demographic, Clinical, and Molecular Characteristics of
the 4 Molecular Subsets
Patient Age at Presentation

The incidence of TERTp-mut increased significantly
with patient age regardless of the IDH-mut status (Fig.
1D). Each of the 4 molecular subsets had a unique age pro-
file (Fig. 3C). The IDH-only and double-mutant subsets
were most common in the 3rd and 4th decades. respec-
tively. The median age for the IDH-only subset was 34
years (range 17-77 years). For the double-mutant subset, it
was 38 years (range 2468 years). The relative incidence
of TERT-only tumors increased persistently from 5% in
the 3rd decade to §7% in the 8th decade of life. The inci-
dence of double-negative tumors remained fairly constant
at 13% (SD = 2) from the 3rd through the 8th decade of
life. The median age for patients in the TERT-only sub-
set was 57 years (range 24-85 years) and for those in the
double-negative subset was 46.5 years (range 2171 years).
We observed a significant correlation between the degree
of anaplasia (WHO grade) and patient age; in the double-
mutant, IDH-only, and double-negative subsets, older pa-
tients had higher WHO grades. This finding reached sig-
nificance in the IDH-only and double-negative subsets (p
= 0.03665 and 0.07113, respectively, ANOVA) but not in
the double-mutant subset (p = 0.050354, ANOVA). In con-
trast, in the TERT-only subset, we found neither a signifi-
cant difference nor a trend in age between WHO grades (p
=0.261827, ANOVA).

Anatomical Localization

The anatomical distributions of the 4 subsets followed
different patterns (Fig. 4A and B). The frontal lobe was
the most common site for all the molecular subsets. The
double-mutant subset had a very strong predilection for
the frontal lobe; 74% of the tumors were localized. IDH-
only tumors made up 70% of those located at the msula.
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Paretal and occipital localizations were far less common
for IDH-mut tumers (Fig. 4A and B). Only 2% of the dou-
ble-mutant and 1% of the IDH-only tumors were located
in the occipital lobe. Multifocality was not observed in the
double-mutant or double-negative subsets. It was observed
most commeonly in the TERT-only (4%) and IDH-only
(19%) subsets.

Survival

Overall survival rates were significantly different for
each molecular subset when all 299 patients (WHO Grade
IL. II. and I'V) were analyzed as a single cohort (Fig. SA—
F). The IDH-mut was uniformly associated with better
prognosis. In contrast, TERTp-mut were associated with
reciprocal clinical behavior in IDH-mut and IDH-wt glio-
mas. In the IDH-mut subset, TERTp-mut were associated
with significantly better survival (patients of all grades an-
alyzed together, p = 0.043, log rank) despite the short me-
dian follow-up period (42 months [range 1-267 months]).
Ounly in the double-mutant subset was there no correlation
between WHO grade and overall survival (p = 1. log rank).
Also, the proliferative (Ki-67) indexes were comparable
despite increasing WHO grades (p = 0.77194, ANOVA).In
the IDH-only subset, however, overall survival was signifi-
cantly worse in patients with tumors with a higher WHO
grade (p = 0.002, log rank), and we noted a trend toward
higher proliferative indexes in IDH-only gliomas of in-
creasing WHO grades (p = 0.067257, ANOVA).

In patients with IDH-wt tumors, TERTp-mut were asso-
ciated with poorer survival (n = 134, p = 0.004, log rank).
When individual WHO grades were analyzed, TERTp-
mut were associated with significantly poorer survival in
patients with WHO Grade IT (n = 12, p = 0.046, log rank)
or WHO Grade IV (n = 104, p =0.03, log rank) tumors. We
found no survival difference for patients with WHO Grade
IIT tumors based on TERTp-mut status. For patients in the
TERT-only subset with tumors at different WHO grades,
survival rates were comparable (p = 0.56, log rank), and
the Ki-67 proliferative indexes at different WHO grades
were also comparable (p = 0.075570, ANOVA). A multi-
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FIG. 4. The anatomical distribution of each molecular subset followed a unique pattern. The frontal lobe was the most common
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predilection for IDH-only tumors was found. IDH-mut tumors were encountered infrequently in the parietal and occipital lobes.
Multifocality was observed only in the TERT-only and IDH-only subsets.

variate analysis for overall survival identified age (older
than 50 years). Ki-67 labeling index (greater than 0.13),
pathological diagnosis, WHO group, WHO grade, IDH-
mut status, TERTp-mut status, and 1p/19q codeletion sta-
tus as independent significant variables (Table 2). Sex,
laterality, multifocality, and H3F3A-mut status were not
significant variables. In addition to Kaplan-Meier and
multivariate analyses, a third method was also used. An
unsupervised CART analysis of molecular markers with
an end point of overall survival in 299 patients confirmed
IDH-mut status. 1p/19q codeletion status, TERTp-mut sta-
tus, nuclear TP53 expression on IHC, and numeric Ki-67
index as significant independent variables. When the same
analysis was performed with WHO grade and age as co-
variates, the same independent variables were identified.
These decision trees are presented in Figs. 6 and 7.

Oncogenic Molecular Changes Across HDGs

‘We observed different patterns of molecular oncogenic
changes in the 4 molecular subsets defined according to
the IDH-mut and TERTp-mut statuses. Among IDH-mut
cases, the double-mutant and IDH-only subsets had slight-
ly different oncogenic molecular changes. Non-R132H
IDH-mut were significantly more common in the IDH-on-
1y subset than in the double-mutant subset (12.8% vs 3.2%,
respectively. p = 0.041, chi-square). Nuclear TP33 expres-
sion was significantly more common in the IDH-only sub-
set (79.2%) than in the double-mutant subset (21.9%) (p <
0.001, chi-square test).

EGFR and PTEN alterations are considered a hall-
mark of primary GBMs (pGBMs). We did not observe
any EGFR mutations in IDH-mut tumors (n = 30, Sanger
sequencing). In the double-mutant subset, no EGFR copy-
number alterations were detected (n = 19). In IDH-only
cases, EGFR amplifications were observed in 3 (27%) of 11
cases. It is interesting to note that a semiquantitative immu-

nohistochemical comparison for EGFR protein expression
in 18 double-mutant versus 5 IDH-only cases was insignifi-
cant (p = 0.3081, t-test). PTEN mutations, which are also
characteristic of pGBMs, were not observed in any of the
IDH-mut cases (tested by Sanger sequencing in 19 double-
mutant and 11 IDH-only cases). Copy-number alterations
were also rare, and heterozygous losses were observed in
1 of 19 double-mutant cases (as tested by OncoScan) and 1
of 11 IDH-only cases (as tested by MLPA). In contrast, the
loss of PTEN protein expression, as demonstrated by THC,
was very common in all 4 molecular s s (72.7% in
double-mutant, 77.1% in IDH-only, 82.6% in TERT-only,
and 78 4% in double-negative subsets).

Glioma-associated oncogenic changes (PTEN, EGFR,
PDGFRA, CDKN2A, CDE4, RBI, p53. and H33) were
analyzed according to the molecular subsets in 68 HDGs
using a combination of techniques (Fig. 8). This study was
performed as a proof-of-principle analysis to support the
idea that the 4 molecular subsets had different oncogenic
molecular changes suggestive of each of them having a dif-
ferent tumor biology, but a comprehensive characterization
of all molecular changes in HDGs was not intended. How-
ever, the results of this analysis provide support for the no-
tion that the double-negative subset was the most heteroge-
neous group. In addition to oncogenic changes, this group
was also heterogeneous in terms of age, Ki-67 index, and
overall survival. When double-negative tumors of different
WHO grades were analyzed, they also each exhibited dif-
ferent tumor biology. WHO Grade II tumors made up 20%
of the double-negative subset, were from young patients,
had very low Ki-67 indexes, and resulted in very good sur-
vival. In contrast, the majority (80%) of the double-nega-
tive tumors were WHO Grade III or IV and resulted in a
dismal prognosis. These cases included those with histone
H33 (H3F3A) mutations (a mutation originally identified
in diffuse intrinsic pons gliomas of the pediatric popula-
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FIG. 5. Each of the 4 molecular subsets has distinct clinical characteristics. A: Regardless of the molecular subset, patients

with a WHO Grade IV tumor at initial presentation were significantly older than those with a lower-grade tumor. Patients of the
TERT-only subset were also significantly clder at lower tumor grades than patients with tumors of the same grade of different
subsets. B: These patients with a WHO Grade Il or Il tumor also exhibited higher proliferaive indexes compared to those of other
subsets. C-F: The TERT-only subset was associated with poorer prognosis than all subgroups at all WHO grades. The double-
negative subset contained young pafients with a low proliferative index and good survival at WHO Grade Il and older patients with
a high proliferative index and poor survival at higher fumor grades (A, B, D, E, and F). These results hint at further subgroups in
this molecular subset. IDH-mut gliomas were associated with a much better prognosis than IDH-wt HDGs (C, D, E, and F). Mean
values are presented at the center of the columns. Error bars indicate the standard error. Significant results are marked with stars,

and the p values are indicated.

tion) and had a very poor prognosis (median survival 11
months, maximum survival 16 months). For WHO Grade
IV tumors, however, the double-negative subset was asso-
ciated with a significantly better prognosis than the TERT-
only subset (p = 0.044. log rank).
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Discussion
TERTp-mut Are Tumor Specific and Stable Over Time

Telomere lengthening is a fundamental hallmark of
cancer, and “activating telomerase promoter mutations
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» CONTINUED FROM PREVIOUS COLUMN
TABLE 2. Multivariate analysis of 13 variables for overall survival

Variable p Value
Age (yrs) <0.001* Variable p Value
>50 H3F3A-mut status 0.283
<00 Mutated
Sex 0.597 Wild type
Female * Significant result.
Male
Ki-67 labeling index 0.042°
~015 (TERTp-mut)” rank first among regulatory mutations in
<015 cancer® The telomere-lengthening process in most glio-
Laterality 0.750 mas d on either TERTp-mut or ATRX mutations
Left (ATRX-mut). and these oncogenic changes are. in most
Right cases, mutually exclusive ! Analyzing our surgical cohort,
Bilateral we identified several clinical correlations of TERTp-mut.
- P The mutations were present in more than half (32.7%) of
Anatomical localization 0.006* the patients. When TP':EER"II)—BI ut Were present, they were
Frontal present homogenously within the tumor but not present in
Temporal the surrounding normal-appearing brain parenchyma. The
Parietal TERTp-mut status of a tumor did not change over time, or
Occipital in recurrences, despite adjuvant therapies. These observa-
Insular tions led us to the hypothesis that TERTp-mut are an early
Muttfocaity 0.250 clonal event and hence part of an oncogenic program that
Unifocal ls]jmdlspensable for the formation and maintenance of the
oma.
Mulffocal : In analyzing our cohort, we also noted that the clini-
Pathological diagnosis (WHO grade) <0.001* cal behavior that could be attributed to the presence of a
Oligodendroglioma (11) TERTp-mut was context dependent and relied on the IDH-
Oligodendroglioma (11l) mut status. In IDH-mut gliomas, TERTp-mut correlated
Astrocytoma (1) very well with the 1p/19q codeletion, which is considered
Astrocytoma (Il synonymous with oligodendrogliomas. In IDH-wt gliomas,
- however, TERTp-mut tumors were associated universally
Oligoastrocytoma (Il) with demographic, molecular, and clinical characteristics
Oligoastrocytoma (IIf) long associated with pGBMs. As the TERTp-mut-asso-
GBM ciated clinical behavior was reciprocal, in IDH-mut and
WHO group <0.001* IDH-wt gliomas we classified all HDGs (WHO Grades
Oligodendroglial II-IV) into 4 molecular subsets based on IDH-mut and
Astrocyfic TERTp-mut statuses (Fig. 3). These molecular subsets dif-
- - fered in various aspects, including age of onset, anatomi-
Oligoastrocytic cal localization, degree of anaplasia, oncogenic molecular
GBM changes_ and clinical behavior. Although these molecular
WHO grade <0.001* groups differed in the degree of observed anaplasia (WHO
Il grade), there was a significant discrepancy between the
M histopathological group and the molecular subsets. There-
v fore, we decided to stay blinded to the histopathologic
DHorruat status 0001 ggg{lg) (gg'lﬁg eroups, astrocytic and oligodendroglial tu-
Mutated
Wild type " Most of the Double-Mutant HDGs Are Oligodendrogliomas
TERTp-mut status 0.026 With 1p/19q Codeletions
Mmted The association between TER Tp-mut and oligodendro-
Wild type gliomas was almost exclusive when oligodendrogliomas
1p/3q codeletion status 0.005* were defined with the presence of IDH-mut and 1p/19q
Codeleted codeletions!® All of the 52 IDH-mut 1p/19q-codeleted

Non-codeleted

CONTINUED IN NEXT COLUMN »

HDGs and 0 of the 57 IDH-mut, ATRX-mut, and TERTp-
wt HDGs carried TERTp-mut at initial presentation. How-
ever, there was a minority in the double-mutant subset that
were not 1p/19q codeleted and made up 1.8% of all IDH-
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ine-kinase receptor

pathway changes (PTEN, EGFR, and PDGFRA) and key cell-cycle regulators (CDOKN2A, CDK4, and Rm 68 patients with
HDGs. WHO group, WHO grade, TP53 and Ki-67 index statuses, age, and survival data were also included fo create a more
comprehensive picture. IDH-mut tumors had few tyrosine-kinase or cell-cycle regulator changes. No EGFR, PDGFR, or PTEN
mutations were observed in IDH-mut tumors. Only EGFR amplification events were observed in IDH-mut tumors, and they were in
the IDH-only subset. The TERT-only subset had the highest incidences of EGFR, PTEN, and cell-cycle regulator changes. At least
4 oncogenic profiles were noted in the double-negative group, which consisted of an ATRX-mut profile that resulted in good overall
survival, an ATRX-mut and H3.3 mutant profile that resulted in extremely poor survival, an ATRX-mut profile with receptor tyrosine
kinase and PTEN changes that resulted in poor survival, and an ATRX wild-type profile that again resuited in poor survival. This
heatmap is meant to be seen as a proof of principle for the fact that the 4 molecular subsets carry different oncogenic profiles,

but it does not show a comprehensive analysis. A = astrocytoma; G = IDH1-R132G mutation present; G34 = H3.3-G34V mutation
present; H = IDH1-R132H mutation present; HE = heterozygous deletion; HO = homozygous deletion; N/A = not available; OA =

oligoastrocytoma; OD = oligodendroglioma; ONC = Af

efrix-OncoScan analysis; MSM = microsatellite marker analysis; NGS

= next-generation sequencing; S = IDH1-R132S mutation present; SNG = Sanger sequencing; xN = low-level amplification; XN =

high-level amplification.

The Double-Mutant and IDH-Only Groups Differ in Many
Respects

In our cohort, we found demographic, anatomical,
clinical, and molecular differences between the double-
mutant and IDH-only subsets. Both IDH-mut glioma sub-
sets presented most commonly for clinical attention in

the 4th decade of life, but the double-mutant tumors were
diagnosed approximately 5 years later than those in the
IDH-only subset. Double-mutant tumors had a very strong
predilection for the frontal lobe, whereas IDH-only tumors
were located most commonly around the sylvian fissure
in the frontal, insular, or temporal lobes (in decreasing
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order of frequency) (Fig. 4). More than two-thirds of the
mnsular gliomas were in the IDH-only subset. This finding
is supported by the previously reported rarity of 1p/19q
codeletions in insular gliomas.® Among all 4 subsets, the
double-mutant tumors resulted in the best prognoses, and
only within this group was there no correlation between
WHO grade and overall survival or between WHO grade
and the proliferative index. Overall survival was longer
in the double-mutant subset than in the IDH-only subset,
despite the short median follow-up time of 42 months. In
this cohort, non-R132H IDH-mut were observed more
commonly in the IDH-only subset. The higher percentage
of nuclear TP53 expression we observed in the IDH-only
subset compared with that of the double-mutant subset
is in parallel with results in the published literature 23%°
EGFR, platelet-derived growth factor receptor (PDGER),
and PTEN changes (mutations and/or copy-number chang-
es), which are characteristic of pGBMs, were uncomimon
in IDH-mut gliomas in our cohort, which is consistent
with results in previous literature *1* We found no EGFR
mutations in IDH-mut tumors, but EGFR amplifications
were seen in approximately one-fourth of the IDH-only
subset tumors. No PTEN mutations were noted in any of
the 2 IDH-mut subsets, and copy-number losses were also
uncommon. These results might be explained by previous
reports of epiﬁenetic deregulation of the PTEN tumor sup-
pressor gene.-

The TERT-Only Subset Was Correlated With the Worst
Prognosis Among HDGs Independent of WHO Grade

This and other studies have indicated a high incidence
of TERTp-mut in pGBMSs.*1°2 Our findings also estab-
lished TERT-only HDGs as a subset with molecular and
clinical characteristics of pGBMs regardless of the histo-
pathology or WHO grade. Only a minority (14%) of the
TERT-only HDGs were WHO Grade II or III and these
tumors were similar to their WHO Grade IV counterparts
in age at presentation, Ki-67 index. overall survival, and
oncogenic changes. This finding is consistent with the
well-established fact that a significant proportion of WHO
Grade IT and IIT gliomas have genetic alterations and clini-
cal courses similar to those of GBMs.>!® Age is a bad prog-
nosticator for gliomas of all histopathologies and WHO
grades!” Patients in the TERT-only subset were a median
of 2 decades older than those with IDH-mut gliomas and
1 decade older than those in the double-negative subset
(Figs. 3 and 4). In the TERT-only subset, the age at presen-
tation, the Ki-67 proliferative index. and overall survival
were not significantly different at different WHO grades.
Among patients with a WHO Grade I'V tumor, those in the
TERT-only molecular subset fared worst, with a median
overall survival of 21 months; a shorter survival rate was
found only in patients with H3.3 mutant adult gliomas,
which made up a small fraction of the double-negative tu-
mor subset ** Previous studies reported poor prognosis for
those with GBMs that have TERTp-mut 1*** Our findings
indicate that this is not limited to GBMs; carriers of IDH-
wt and TERTp-mut are present among diffuse gliomas
of all WHO grades, and these tumors persistently result
in the worst survival among patients with gliomas of the
same WHO grade (Fig. 5). The molecular findings in this
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TERT-only subset are consistent with the well-established
molecular characteristics of pGBMs (with EGFR changes
in 86.2%, PTEN changes in 75.9%, and at least 1 change
in 1 of the key cell-cycle regulators [CDEN2A, CDE4, or
RBI1] in 75.9% of tumors). These findings support the no-
tion that regardless of the histopathology and WHO grade,
the IDH-wt TERTp-mut signature is correlated with high
risk.

The remainder of the IDH-wt gliomas were wild type
for both IDH and TERTp and, hence, double negative.
These tumors were heterogeneous in their clinical and mo-
lecular biological characteristics, which is a hint that this
group was composed of a mixture of tumors with various
oncogenic programs (Fig. 8). Although most double-neg-
ative tumors resulted in a poor prognosis, there were also
subsets that resulted in a very favorable prognosis among
patients with double-negative HDGs; therefore, we believe
that all IDH-wt gliomas should not be lumped together.

Clinical Significance of the Molecular Subsets

The combination of IDH-mut and TERTp-mut statuses
turns out to be a good predictor of individual tumor biol-
ogy. The resulting 4 molecular subsets differed from each
other in many respects, as described above. Most important
is that these 4 molecular subsets were statistically different
in their prognoses, which makes these clinical subsets clin-
ically significant (Fig. 5). Our findings are in parallel with
those of other reports previously published by independent
groups™®*  Similarly, multivariate analysis confirmed
TERTp-mut as an independent and significant variable
(Table 2), despite the fact that TERTp-mut are associated
with reciprocal clinical behavior in relation to IDH-mut
status (i.e., better survival for patients with IDH-mut and
worse survival in those with IDH-wt tumors). Furthermore,
unsupervised CART analyses (with overall survival the end
point) revealed that TERTp-mut is a significant variable
among IDH-wt gliomas (Fig. 6). which held true when age
and the degree of anaplasia (WHO grade) were calculated
as confounding variables (Fig. 7). It was also reassuring
to find that most of the nodes confirmed as significant in
these unsupervised decision-tree analyses are well-known
biomarkers of gliomas that are associated with specific
clinical pictures (Fig. 7).

It is not the intent of this molecular grouping to test or
replace the current histopathological classification scheme
or to devalue the need for sophisticated molecular profil-
ing of gliomas; rather, we sought only to provide a sim-
ple, fast, inexpensive, and reliable means to guide daily
practice. Because both TERTp-mut and IDH-mut are
gain-of-function mutations (at a few hotspots), they can be
demonstrated more reliably and easily than copy-number
variations such as the 1p/19q codeletions. Both IDH-mut
and TERTp-mut are stable mutations (and hence not lost
or gained over the course of the disease), and because both
mutations are found diffusely within tumors, they are easy
to test using molecular biological means in daily practice
and yield reliable and reproducible results. As an example,
TERTp-mut reconfirm the presence of 1p/19q codeletions,
because all 1p/19g-codeleted tumors also have TERTp-
mut.
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Conclusions

Four molecular subsets can be defined among HDGs by
testing for IDH-mut and TERTp-mut. These subsets have
distinct demographic, anatomical. clinical, and prognos-
tic correlations, which makes such classification clinically
useful.
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