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Ozet

Giris: En sik goriilen primer malign beyin tiimorii olan glioblastom’un (GBM)
tedavisi halen ilimli sagkalim uzamasindan fazlasini saglayamamaktadir. Hastaligin
daha iyi anlasilmast gereklidir. Giinlimiizde (Kromozom 10 ya da PTEN kaybi),
(Kromozom 7 ya da EGFR amplifikasyonu) ve TERTp mutasyonlarinin GBM’in
temel molekiiler belirtecleri olduklar1 kabul edilmektedir. Bu ¢alismanin hipotezi bu
3 molekiiler belirtece gore tanimlanacak GBM alt gruplarinin (klinik 6zellikler ve

sagkalim acisindan) farkliliklar gosterecegidir.

Materyal-metot: 100 “Glioblastom, IDH-wt, DSO Grade 4” hastasinda TERTp
mutasyonu, EGFR ve PTEN kopya sayilari belirlendi. Bulgular, klinik parametrelerle
(yas, cinsiyet, cerrahi yontem, preoperatif ve postoperatif kitle hacimleri ve toplam

sagkalim) korele edildi.

Bulgular: PTEN-DEL %88, EGFR-AMP %87, TERT-mut %81 vakada saptandi.
Higbir belirtecin olmadig1 vaka yoktu. 7TERT-mut yasla pozitif (Spearman p=0,24;
p=0,017). EGFR-‘high-level”’-AMP yasla ters (Spearman p=0,31, p=0,0016), EGFR-
“low-level”’-AMP yasla pozitif koreleydi. (Spearman p=0,3, p=0,0028). TERT-mut
daha kisa sagkalimla (log-rank, p=0,0171), PTEN-DEL ise daha uzun sagkalimla
korele idi (log-rank; p=0,043). Cox regresyon analizinde kadin cinsiyet ve TERT-mut
yoklugu uzun sag kalim agisindan anlamli bagimsiz degiskendi (p=0,0195 ve
p=0,019). Recursive partitioning analizi ve Random forest saglamasinda anlaml alt
grup saptanmadi (dogruluk oranm1 %86,7). Karar agaci kokiinde ve onem grafiginde

EGFR, PTEN ve TERT mutasyonundan 6nemli idi.

Tartisma: GBM patogenezinde ilk ortaya ¢ikan bulgu PTEN kaybi, ardindan EGFR
AMPlifikasyonu ve ardindan 7ERT mutasyonudur. Bulgularimiz PTEN ve EGFR
kopya say1 degisikliklerinin hastaligin olusumu i¢in yeterli ve gerekli olduklarini,

TERT mutasyonunun hastalig1 hizli faza gegirdigini desteklemektedir.

Sonu¢: GBM’in ana molekiiler belirtegleri arasinda en Onemlisi EGFR olarak

saptansa da sagkalimla korele olan1 7ERT mutasyonu varligidir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, IDH-wild type, TERT, EGFR, PTEN, sagkalim



Abstract

Introduction: Glioblastoma (GBM), the most common primary malignant brain
tumor, continues to offer only modest improvements in survival with current
treatments. Today, it is accepted that (Chromosome 10 or PTEN loss), (Chromosome
7 or EGFR amplification), and TERTp mutations are key molecular markers of
GBM. The hypothesis of this study is that GBM subgroups defined by these three
molecular markers will show differences in clinical characteristics and survival

outcomes.

Materials and Methods: In 100 patients diagnosed with "Glioblastoma, IDH-wt,
WHO Grade 4," TERTp mutation, and EGFR and PTEN copy numbers were

determined. The findings were correlated with clinical parameters.

Results: PTEN-DEL was identified in 88%, EGFR-AMP in 87%, and TERT-mut in
81%. No cases were found without any of these markers. TERT-mut was positively,
(Spearman p=0.24; p=0.017). EGFR-"high-level"-AMP was negatively correlated
with age (Spearman p=0.31, p=0.0016), while EGFR-"low-level"-AMP was
positively correlated with age (Spearman p=0.3, p=0.0028). TERT-mut was
associated with shorter survival (log rank, p=0.0171), while PTEN-DEL was
associated with longer (log-rank; p=0.043). In Cox regression analysis, female
gender and the absence of TERT-mut were significant independent variables for
longer survival (p=0.0195 and p=0.019, respectively). Recursive partitioning analysis
and Random forest validation did not identify a significant subgroup (accuracy rate
86.7%). EGFR, PTEN, and TERT mutation were significant at the root of the

decision tree and in the importance plot.

Discussion: The initial finding in the pathogenesis of GBM is PTEN loss, followed
by EGFR amplification, and then TERT mutation. Our findings support that PTEN
and EGFR copy number alterations are sufficient and necessary for development,

while the TERT mutation accelerates the progression of the disease.

Conclusion: Although EGFR is identified as the most significant among the main
molecular markers of GBM, the presence of TERT mutation is the one correlated

with survival.

Keywords: Glioblastoma, /IDH-wild type, TERT, EGFR, PTEN, survival rate



Giris ve amag

Nadir goriilmelerine ragmen, beyin tiimorleri, yol agtiklart sorunlarin ve klinik
bulgularin ¢ok dramatik olmasi ve tedavi basarisinin diisiik olmasi nedeniyle 6nemli
bir halk saglig1 sorunudur. Erigkinlerde en sik rastlanan malign primer beyin timdri
cinsi “glioblastom (GBM)” denen hastalik tipidir. GBM, viicutta goriilen en koti
gidisli kanser tiplerinden biridir ve bu agidan kiiciik hiicreli akciger kanseri, mide
kanseri, pankreas kanseri, gastrointestinal sistemin noroendokrin tiimdrleri gibi,
uimitsiz kanserlerle birlikte smiflanir. GBM en sik olarak 55-65 yas grubunda
gozlenir. Bu yas grubu, ayn1 zamanda toplumun sosyal, finansal, egitimsel olarak
belli zirveye ulagmis bireylerinin yas grubu olarak tanimlanmaktadir ve hastaligin
etkiledigi yas grubunun da bu grup olmasi ve hastaligin kotii bir sagkalima sahip
olmasi topluma da biiyiik sosyo-ekonomik darbe vurmaktadir.

GBM konusundaki bilgimiz son 200 senedir giderek artmasma ragmen halen
hastaligin fizyopatolojisi net olarak anlagilmamistir. Dolayisiyla tedavi de sagkalimi
kisitli bir miktarda uzatmaktan ileri gidememistir. Hastalik fizyopatolojisinin

anlasilmasi etkin tedaviler gelistirmek konusunda mutlak gereklidir.

GBM tanmisinin tarihcesi

1800’1l yillarin  baslarinda, otopsi geleneginin gelismesi ve mikroskopi
teknolojisindeki yenilikler sayesinde, beyin tiimdrleri ilk defa tanimlanmaya
baslanmustir. 11k baslarda farkli ekoller bu kitleleri farkli sekilde isimlendirmislerdir.
Anglosakson ekolii beyinde gozledikleri, kotii goriinimli timorleri “medullary
sarcoma” olarak, Fransiz ekolii “encephaloides”, Alman ekolii ise “fungus
medullare” olarak adlandirmiglardir (1). Hiicre teorisinin gelismesi sonrasinda, 1863
yilinda Rudolf Virchow beyin dokusundan kaynaklanan tiimorleri “gliomlar” ve
“sarkomlar” olarak siniflamistir (1) Beyindeki tiim tiimorlerin sistematik olarak
siniflandirilmasi ise ilk olarak Bailey ve Cushing’in 1926 ¢alismasi ile olmustur (2).
Bu smiflandirmada, en sik goriilen koti huylu beyin tiimorii “glioblastoma
multiforme” olarak isimlendirilmistir. Bu tiimdr tipi goriildigli yas, beyinde
yerlestigi anatomik bolge, biiyiime hizi, klinik bulgulari, histopatolojik 6zellikleri,
klinik gidisi ve tedaviye yanitt a¢isindan son derece heterojen bir gruptur. Bailey ve
Cushing’in ilk isimlendirmesindeki “Multiforme”, yani “¢ok c¢esitli” kelimesinin
anlami da budur. Buna ragmen bu timor antitesi giiniimiize kadar tek bir hastalik

olarak algilanmaya devam etmistir. 1970’lerde hizlanan ve 2010 sonrasinda da ¢ok
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biiyiik bir ivme kazanan “molekiiler biyoloji” dali genetik bir hastalik oldugu bilinen
bu kanser tipinin patogenezini anlamak icin kullanilmistir. Bu konuda, GBM
hastaliginin molekiiler genetik yontemler kullanarak siniflandirma denemelerinin ilki
1993°te Andreas von Deimling ve David Louis tarafindan yapilmistir (3). Louis ve
von Deimling GBM’leri igerdikleri kromozomal kopya sayr degisikliklerine gore

siiflamay1 denemislerdir.

GBM biyolojisinin / fizyopatolojisinin anlasilmasi konusunda bulunan bir diger
onemli belirteg 1zositrat dehidrogenaz (/DH) mutasyonlaridir. /[DH mutasyonlart ilk
olarak 2008 yilinda GBM’lerin sistematik tiim genom analizleri sirasinda
saptanmustir (4) . IDH mutasyonu goriilen difiiz hemisferik gliomlarin tedavilere iyi
yanit verdigi ve GBM’lerden daha uzun sag kalimlarinin oldugu fark edilmistir. /DH
mutasyonlarinin tanimlanmasi sonrasinda /DH mutasyonlarinin hemisferik diisiik
grade’li gliom olarak bildigimiz klinikopatolojik antiteyi tanimladiklar1 anlagilmistir.
2013 yilinda Bert Vogelstein’in g¢alismasinda 7ERT mutasyonunun GBM ve
Oligodendrogliom’larda ¢ok sik goriildiiglinii gosterilmistic (5). IDH ve TERT
mutasyonlariin taranmasi erisilebilir testler oldugundan, bu belirtecler GBM
tanisinin objektif olarak dogrulanmasi agisindan genel kabul gérmiistiir. Giiniimiizde
IDH mutasyonun olmamasi, 7ERTp mutasyonunun varli§i, EGFR amplifikasyonu ve
[kromozom-7 amplifikasyonu + kromozom-10 delesyonu anlamina gelen] (7+/10-)
paterni GBM’in tipik ve tan1 koydurucu molekiiler genetik 6zellikleri olarak genel
kabul gormiis ve Diinya Saglik Orgiitii, Santral Sinir Sistemi tiimérleri siniflamasina
girmistir (6). 2018 yilinda Heidelberg Universitesince yayinlanan bir ¢alisma, GBM
simiflamasinda kullanilan bu 3 molekiiler genetik belirtecin giivenilirligini arastirmis
ve (yalmiz basma) EGFR amplifikasyonunun %99,8, (7+/10-) paterninin %98
oraninda, 3 belirtecten herhangi ikisinin veya tii¢lii pozitifliginin %99,4 oraninda,
sadece TERTp mutasyonu varliinin %89,4 oraninda GBM’e spesifik oldugu
gosterilmistir (7). Her ne kadar bu 3 belirtecin tan1 konusundaki giivenirlikleri
arastirilmis olsa da bu belirteclerin kendi baslarina ya da kombinasyonlar halinde
goriilmelerinin hastaligin klinik davranigina bir etkileri olup olmadigi net olarak

ortaya konmamustir. Bu calismanin amaci bu korelasyonlari test etmektir.

GBM’de en onemli olan 3 molekiiler genetik degisiklik PTEN kaybi, EGFR
amplifikasyonu ve TERT mutasyonlaridir. Bu degisikliklerin her birinin patogenezde

bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.
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GBM ’de PTEN kayiplari:

PTEN ¢ok fonksiyonlu bir gendir (8). Kanserde oldugu gibi santral sinir sistemi
hiicrelerinin gelisimi ve devamliginin saglanmasinda da rol alir. PTEN fonksiyon
kaybinin beyindeki glial/néral progenitdr hiicrelerin GBM  karakteristikleri
kazanmasinda temel mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir. (9). Diisiik
gradeli tiimorlerde PTEN metilasyonla susturulur (10). GBM onkogenezi konusunda
yapilan ¢aligmalarin gosterdigi en sik ve en erken ortaya ¢ikan temel degisik PTEN
timor supresor genine ait iki kopyadan birinin heterozigot delesyon ile kaybidir (11).
GBMun ileri safhalarinda PTEN homozigot kayb1 ya da PTEN mutasyonlar1 da
eklenebilir. PTEN tiimor supresdr geni 10g23 kromozomal bolgesinde yerlesimlidir.
PTEN inaktivasyonu ¢ok farkli sekillerde ve dozlarda ortaya ¢ikabilir. PTEN timor
supresor geni “haploinsufficiency” gosteren bir gendir (11). Yani tiimdr supresor
geninin iki kopyasindan birinin kaybi, diger kopya saglam olmasina ragmen kansere
yatkinlik olusturur. GBM’lerdeki genetik degisikliklerin zamanlamasi1 konusundaki
caligmalar PTEN kaybinin en erken goriilen degisiklik oldugu konusunda fikir birligi
vardir (11).

GBM'de EGFR degisiklikleri

GBM tiimoérlerinde en sik gdzlenen molekiiler genetik degisikliklerden biri EGFR
sinyal yolaginin asir1 aktivasyonudur. Bir tirozin kinaz reseptdrii olan EGFR’nin
GBMda asir1 aktivasyonu birden ¢ok mekanizma ile olabilir (12). Bu degisiklikler
GBM’lerin %75-80’inde kendi baslarina ya da kombinasyonlar seklinde goriiliir.
EGFR asin aktivasyon olaylar1 arasinda en sik rastlanant EGFR’nin normalde iki
olan kopya sayisinin artmasidir (12). Kopya sayis1 artis1 “low-level” (3-10 kopya) ya
da high-level (>10 kopya, binli sayilara kadar bile ¢ikabilir) olabilir (12). Low level
amplifikasyon genelde Kromozom 7 amplifikasyonu seklindedir. Buna karsilik,
kopya sayisinin ¢ok artmasi “extrachromosomal minute” olarak isimlendirilen ve
sadece EGFR’den olusan sirkiiler neo-kromozomal yapilarca saglanir. Ayrica EGFR
mutasyonlar1 ve “rearrangementleri” de goriilebilir. Rearrangement’ler arasinda en
iyi bilineni EGFRVIII olarak isimlendirilen formdur. EGFRVIII, bir transmembran
tirozin kinaz reseptorii olan EGFR’nin ekstraseliiler par¢asinin énemli bir kisminin
olmamasi ile karakterizedir ve intraseliiler sinyal siirekli olarak aktive kalir.

Rearrangement olaylar1 arasinda EGFR’nin bagka proteinlerle fiizyonuyla ortaya
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cikan kimerik yapilar da izlenebilir ve bunlar arasinda en iyi karakterize edilmis
olant EGFR-SEPT14 fiizyonudur (13). Bu ¢ok farkli EGFR asir1 aktivasyon olaylari
birbirinden ¢ok farkli kuvvettedir. Genel olarak bakildiginda ilimli kopya say1
artiglart en hafif etkiyi; yiiksek sayida kopya artislar1 orta diizeyde bir etkiyi;
mutasyonlar ve rerarrangement olaylar1 ise maksimum etkiyi ortaya ¢ikarirlar. Bu
farkli diizenlemeler tek baslarina ya da kombinasyonlar seklinde goriilebilir; GBMun
farkl1 alanlarinda farkli diizeylerde olabilir ve c¢evresel etkenlere (radyoterapi,
kemoterapi, hipoksi) bagli olarak kaybolup yeniden ortaya ¢ikabilirler. GBMun
erken safhalarinda bir mayotik “non-disjunction” olay1 sonrasinda ortaya ¢ikan 1liml

kopya say1 artiglaridir (11).

GBM’de TERT promoter mutasyonlari

Telomerler memeli kromozomlariin uglarinda yerlesimli ve bu uglar1 korumaktan
sorumlu yapilardir. Proteinlerden ve Ozellesmis, tekrarlayict DNA dizilerinden
olusurlar. “Telomer kisalma problemi” denen biyolojik silire¢ dahilinde, her
boliinmede bir miktar kisalirlar. TP53 tiimdr supresor geninin sorunsuz galistigi
hiicrelerde, kisalma belli bir diizeyi astiginda hiicrede “senescence” denen durum
tetiklenir ve hiicre boliinmesi geri dontigsiiz sekilde durdurulur ya da hiicre apoptoza
gider. Buna karsilik TP53 mutant hiicreler bu kontrol basamagini asarlar ve
telomerler kisalmaya devam eder. Telomer kisalmasinin sonucu, kromozomlarin
“yapiskan” uclarinin ortaya ¢ikmasidir ve bu proses hiicrede kromozomal kopya say1
degisikliklerinin gelismesine yol agar ve kromozomal instabilite olusturur. Boliinme
yetisinin siirekli kalmasi gereken hiicrelerde (6rnegin, kok hiicreler) telomeraz olarak
isimlendirilen bir reverse transkriptaz enzimi telomerleri yeniden yapar. Dolayistyla
hiicreler “sonsuz boliinme yetisi” kazanirlar. 2013 yilinda malign melanomlarda
telomeraz (TERT) enziminin diizenleyici bdlgesinde ortaya c¢ikan spesifik
mutasyonlarin enzimin yapimini artirdigi gosterilmistir. Bu yayim kisa siire sonra
benzer mutasyonlarin gliomlarda da (6zellikle GBM ve oligodendrogliomlarda) sik
olarak goriildiigii gosteren yayinlar izlemistir (87). Enzim aktivitesinin artis1 mutant
bolgeye GABP transkripsyon faktoriiniin baglanmasinin artist nedeniyledir (11).
Basgka arastiricilar TERT diizenleyici mutasyonlar1 icermeyen tiimorlerde buna
alternatif olarak ARTX ve DAXX mutasyonlarinin goriildiigiinii rapor etmistir (2).
Bugiin telomer uzamasinin gliomlarda olmazsa olmaz bir mekanizma oldugu kabul

edilmektedir. /DH mutant ve 1p/19q kodelesyonu olan oligodendrogliomlarin
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timiinde ve primer GBM’lerin %80 gibi bir kisminda T7ERT diizenleyici
mutasyonlart izlenir. TERT diizenleyici mutasyonlar:t C228T ve C250T olarak bilinen
iki niikleotidde degisiklige yol acarak etki gosterdikleri i¢in bu mutasyonlarin giinliik
pratikte gosterilmesi kolay, emniyetli ve ucuzdur (14) (15). Mutasyonun gosterildigi
tiimorde /DH mutant ise oligodendrogliom, /DH normal ise GBM tanilarini destekler
(14) (15). Bu enzim aktivasyonunun GBM’de stokastik olarak ortaya c¢ikar. Bazi
aragtirmacilar bu mutasyonun ortaya g¢ikmasmnin tiimoriin hizli biiylime fazina
girdiginin bir gostergesi oldugunu kabul ederler (16). Klinigimizde yapilan
calismalarda da 2007 DSO siniflamasinda kabul edildigi sekilde grade IV 6zellikleri
tastyan diffliz gliomlarin %60-80 gibi bir kisminda TERTp mutasyonlarinin varligi
gosterilmistir (14) (15). Morfomolekiiler olarak tanimlanmig, yani DSO 2021
siniflamasina gore (Glioblastom, IDHwt, grade 4) tanisi alan timoérlerde bu oranin

%80 diizeyinde oldugu kabul edilir (6).

Amac ve Hipotez

Bu ¢alismanin amaci, morfomolekiiler DSO siniflamas: kullanilarak, (glioblastom,
IDH-wild type, DSO grade 4) tanis1 almis olan hastalarda gézlenen ve bu hastaligin
ana molekiiler belirtecleri olarak kabul edilen (7ERTp mutasyonu, EGFR
amplifikasyonu ve PTEN delesyonu olaylarinin) klinik karsiliklarini aragtirmaktir.
Hipotezimiz, tanilar1 ayni olmasina ragmen, bu belirtegleri tagiyan ve tagimayan

tiimorlerin klinik davraniglarinin birbirlerinden farkli oldugudur.
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Figiir 1:

GBM patogenenezi sirasinda her molekiiler genetik degisikligin belli bir
zamanlamasi oldugu kabul edilmektedir. Her genetik degisikligin, patogenezin farkli
safhalarinda eklenmesi kansere farkli davranis fenotipleri kazandirir. Ornek olarak
TERTp mutasyonunun eklenmesinin GBM’de bir hizli biiyiime fazin1 baglattig1 kabul
edilir. Birgok seride TERTp mutasyonu iceren GBM’lerin sagkalim oranlarinin diigiik

oldugu gosterilmistir.

Gerec ve yontem

Calismaya 100 hasta dahil edildi. Hastalar 2017-2023 yillar1 arasinda, “Glioblastom,
IDH-wt, DSO Grade 4” tanisi ile, Acibadem Universitesi, Tip Fakiiltesi Norosiriirji
Anabilim Dali’nda opere edilmis olan hastalar arasindan belirlenen kriterlere gore,

tarihsel sira secildi. Bu, retrospektif bir ¢caligmadir.

Kriterler

(Calismaya dahil edilen hasta kriterleri:

1. On sekiz yastan biiyiik hastalar
2. Hemisferik yerlesimli diffiiz infiltratif gliomlar
3. 1Ilk tan1 aninda morfolomolekiiler olarak (Glioblastom, /DH-wt, DSO Grade

4) tanis1 olan hastalar
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e

Histomorfolojik olarak (grade IV) morfolojisinde olan hastalar (Nekroz ve /
veya vaskiiler endotelyal proliferasyon olmasi gereklidir

Patoloji 6rneginin erisilebilir olmas1 gereklidir

Tani ve takip verilerinin erisilebilir olmas1 gereklidir

Sadece cerrahi gecirmis hastalar kabul edilir

Sadece cerrahi sonrasinda radyoterapi almis ve en az 6 kiir temozolomid

almis hastalar kabul edilir

Calisma dis1 birakma kriterleri:

AN

Pediatrik yas grubundaki hastalar (<18 yas)

Ana tanidan bagimsiz, bagka sistemik kanseri olan hastalar

Bilinen sendromik hastalar.

Primer talamik, beyin sap1, serebellum merkezli infiltratif gliomlar

IDH 1/2-mutant astrositomlar ve oligodendrogliomlar.

Histomorfolojik olarak grade II ya da grade IIl goriiniimiinde olan ve
icerdikleri molekiiler belirtecler nedeniyle “Glioblastom, IDH-wt, DSO
Grade 4” olarak siniflanan (“lower grade”) tiimorler.

Daha once herhangi bir yontemle tedavi almis, niiks tlimorler

Doku tanisi olmayan hastalar

Etik onam

Bu c¢alisma, Acibadem Mehmet Ali Aydmlar Universitesi Yerel Etik Kurul’u
(ATADEK) tarafindan onaylanmistir (Karar No; 2023-20/692).

Klinik olarak analiz edilen degiskenler

Klinik degisken olarak hastalarin yasi, cinsiyeti, uygulanan cerrahi yontem (biyopsi

ya da cerrahi rezeksiyon), pre-operatif ve postoperatif kitle hacmi, toplam sag kalim

(“overall survival”) parametreleri analiz edilmistir.
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Histopatolojik degerlendirme

Calismaya kabul edilen yiiz hastanin Patoloji Anabilim Dalindaki lamlar1 bu konuda
20 seneyi askin tecriibesi olan patolog Dog. Dr. Ayca Ersen Danyeli tarafindan, DSO
2021 smiflama kriterleri kullanilarak yeniden gozden geg¢irilmistir. Hastalarin

%93’iinde immiinohistokimya ile Ki67 labeling indeksi degerlendirilebilmistir.

Molekiiler genetik analizler

Hastalarin ilk tani aninda yapilmis olan molekiiler genetik testlerinden /IDH1/2
mutasyonlart ve MGMT-metilasyon testleri, ¢alismaya kabul kriterleri arasinda ve
analiz i¢in kullanildi. Hastalarin tiimiinde /DH1/2 mutasyonlar1 degerlendirildi ve
mutasyon varlig1 bir diglama kriteri olarak kullanildi. MGMT-metilasyonu hastalarin
%64’inde c¢alisildi. Diger hastalarda o6rnek yetersizligi nedeniyle bu analiz
uygulanamadi. Calismaya katilan tiimor 6rneklerinin tiimiinde 7ERTp mutasyonu,

EGFR amplifikasyonu, PTEN delesyonu molekiiler genetik yontemlerle analiz edildi.

Molekiiler genetik analiz yontemleri:

Kriterlere uygun secilmis hastalarin ameliyat sirasinda elde edilmis timor
preparatlart Acibadem Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden temin edildi.
Elde edilen tiimor preparatlari, geriye arsiv dokusu kalacak sekilde ayrilarak, isleme
alindi.  Secilen preparatlar  Acibadem  Universitesi Molekiiler ~ Patoloji
Laboratuvarinda isleme alindi. Parafin bloklar1 mikroskop altinda yogun timor
dokusu iceren alanlar isaretlendi. Dokular deparafinize edildi. Dokulardan DNA
izolasyonu yapilmasi i¢in 4 adet 10 mikron kalinliginda kesit alindi. DNA izolasyonu
icin “Maxwell RSC FFPE Plus DNA kiti” (Promega ®, katalog #AS1135) kullanildi.
Izole edilen DNA’larin konsantrasyonunun yeterliligi “dsDNA Quantitation, High
Sensitivity” (Termofisher Scientific ®, katalog #Q32851) kiti kullanilarak

fluorometre ile olgiildii.

IDHI, IDH2 ve TERT genlerindeki mutasyonlarin aragtiritlmasi Sanger sekans
yontemi ile yapildi. IDHI geni kodon 132 ve IDH2 geni kodon 172, TERT geni
promoter bolgesi, 228 ve 250. pozisyonlarindaki tek niikleotid degisikliklerine
spesifik amplikonlar, Nested PCR ile cogaltildr. Ilgili mutasyonlar
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"ABI 3500 Genetic Analyzer" (Termofisher ®, katalog #4405673) cihazinda kapiler

elektroforez ile analiz edildi.

EGFR ve PTEN genlerinin kopya sayis1 degisikliklerinin degerlendirilmesi Dijital
PCR yontemi ile yapildi. DNA, ddPCR Supermix for probes (no UTP) (BIO-RAD
®, katalog #1863023) ve prob (TagMan Copy Number Assay, Termofisher ®)
onceden belirlenen Olgiiler ile karisim hazirlanarak DG32 AutoDG Cartridges’e
(BIO-RAD ®, katalog #1864108) yerlestirildi. Her ¢alismada kontrol amagh su,
kopya sayis1 normal olan DNA 6rnegi ve kopya say1 “EGFR amplifiye” veya “PTEN
delesyonu” olan DNA 6rnegi de Cartridge’e yerlestirildi. Olusturulan karigim droplet
olusturma yagi (AutoDG Oil for probes, BIO-RAD ®, katalog # 1864110) ile
zenginlestirilerek, QX200 Droplet Generator (BIO-RAD®) ile droplet olusturuldu.
QX200 Droplet Generator ile olusturulan droplet’ler ddPCR plates ‘e (ddPCR Plates
96-well, Semi-skirted, BIO-RAD ®, katalog #12001925) cihaz tarafindan otomatik
aktarildi. Droplet olusturulduktan sonra kopya sayisi degisiklikleri QX200 Droplet
Reader (BIO-RAD ®, katalog #10026321) cihaz1 ile 6l¢iildii. QuantaSoft (BIO-
RAD, katalog #10031906) bilgisayar uygulamasi ile sonuglar vizualize edilerek
kaydedildi.

Molekiiler genetik bulgularin karakterizasyonu

TERTp mutasyonu varligt:

e mutasyon goriilen hastalar: “TERT-mut”

e mutasyon goriilmeyen hastalar: “TERT-wt”
EGFR kopya sayist:

e 1n=2(+/-0,3): “EGFR copy-neutral”

e 2<n<10: “EGFR low-level amplifiye”

e 1n>10: “EGFR high-level amplifiye”

e FEGFR amplifikasyonu olmayan hastalar yani kopya sayist ndtral olanlar

“EGFR-NEU” olarak isimlendirildi.
PTEN kopya sayist:

e 1n=2: “PTEN copy neutral”
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e [<n<2: “PTEN heterozigot delesyon”

e 1n=0: “PTEN heterozigot delesyon”

e PTEN delesyonu olmayan hastalar yani kopya sayis1 ndtral olanlar “PTEN-
NEU” olarak isimlendirildi.

Hasta ornekleminin karakteristikleri

Hastalarin ortalama yas1 58 (+/- 11 ss), ortanca yast 59°du (min 29 — max 85). 56
hasta erkek ve 44 hasta kadindi. Erkek:kadin orani 1.3 olarak belirlendi. Hastalarin
20°de (%20) tiimor multifokal yerlesimli idi. Pre-operatif, radyolojik olgiilen kitle
hacmi ortalama deger, 91,7 (+/- 60,9 ss) cm?, ortanca degeri 77,4 cm?3-dir (min 5,2 —
max 309,4). Hastalarin 23’ne (%23) Stereotaktik biyopsi, 77°ne (%77) cerrahi
rezeksiyon uygulandi. Post-operatif, radyolojik dlgiilen kitle hacmi ortalama degeri
53,8 (+/- 47,1 ss) cm®, ortanca degeri 43,3 cm3-dir (min 1,8 — max 271,9 cm?).
Rezeksiyon orani ortalama degeri 0,58 (+/- 0,31 ss), ortanca degeri 0,54 (min 0,03 —
max 1) idi. Hastalarin ortalama sag kalim siiresi 22 ay (+/- 15 ss), ortanca sag kalim
stiresi 18 aydi (min 2 — max 86). Hastalar1 yas dagilimi ve sag kalim egrisi Figiir 2’de

gosterilmistir. Tiim kohort 6zellikleri Tablo 1’te gdsterilmistir.

Istatistik analiz yontemleri

Farkli degiskenlerle belirlenen gruplar Kaplan-Meier grafikleri ile karsilagtirildi.
Farkli degisenlere gore olusturulan gruplar arasindaki istatistiksel fark log-rank ve t-
testi ile degerlendirildi. Iki grup arasinda pozitif veya ters korelasyon varligi
Spearman Korelasyon analizi ile degerlendirildi. Yas ve sag kalim parametrelerinin
ortalama degeri, 1. ve 3. ceyreklerdeki degerleri ve IQR’1 boxplot grafikleri ile
gorsellestirildi. Multiparametrik analiz i¢in Cox regresyon analizi yapildi. Karar
agact olusturulmas: icin “Recursive Partitioning Analizi” ve “Random Forest
Analizi” yapildi. Istatistik analizleri Dr. Emre Ridvan Muratlar (Y1ldiz Universitesi,
Istatistik boliimii) tarafindan kontrol edilmistir. Istatistik analizler SPSS programi

kullanilarak yapilmstir.
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Bulgular
EGFR amplifikasyonu, PTEN delesyonu ve TERTp mutasyonuna gore hasta

sayilarimin dagilimi Figiir 3°te Venn diagrami ile gosterilmistir. Farkli degigkenlere
gore belirlenen gruplarin ortalama yas ve ortalama sagkalim degerleri Figiir 4’te

gosterilmistir. Tiim 6rneklem 6zellikleri Tablo 2’te gosterilmistir.

TERT-mut EGFR-amp
(81) (87)

e

Triple-neg=0 PTEN-del
(88)
Figiir 3. Hastalarn EGFR gen amplifikasyonu(EGFR-
AMP), PTEN gen kopya say1 kayb1 (PTEN-del) ve TERT
promoter mutasyonu (7ERT-mut) durumuna gore dagilimi

(Venn diagramu ile).
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TERT promoter mutasyon bulgulari
Stklik ve demografik bulgularla korelasyon

TERT mutasyonu hastalarin 81 (%81) tanesinde saptandi. TERT mutasyonu olan ve
mutasyonu olmayan gruplar arasinda yas (60 +/- 11 ss vs 53 %/- 10 ss), cinsiyet (E:K
oranlar 1,25:1 vs 1,3:1), uygulanan cerrahi yontemi (%74 cerrahi rezeksiyon vs %89

cerrahi rezeksiyon), tiimor yerlesim tarafi agisindan fark saptanmadi (Tablo 1).

TERT mut ve TERT-wt hastalarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel anlamli
farklilik gézlenmedi (Chi-kare; p=0,42). TERT mutasyonu varli§inin yas ile pozitif
korelasyon gosterdigi izlendi (Spearman korelasyon analizi; p=0,24; p=0,017).
TERT mut ve TERT-wt hastalarin ortalama Ki67 degerleri (0,34 vs 0,29) arasinda
istatistiksel farklilik saptanmadi (Chi-kare; p=0,54).

Sagkalim korelasyonu

TERT mut ve TERT-wt gruplarmin ortalama sag kalim stireleri arasinda anlamli

istatistiksel farklilik gortildii (t-testi, p=0,007).

TERT-mutant ve TERT-wild type gruplari arasindaki karsilastirmada TERT-wild type
grubun istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun yasadig1 gozlendi (log rank,

p=0,0171) (Figiir 5).

Her iki grup, ayr ayr1, PTEN delesyonu, EGFR amplifikasyonu ve ((7+/10-)) paterni
bulgularinin sagkalima etkisi agisindan karsilastirildi. 7ERT mutant ya da TERT
mutayonu igcermeyen hastalarda, her {i¢ alt-grup analizde anlamlhi farklilik

gozlenmedi (Figiir 6 ve 7).

PTEN kopya say1 degisikligi bulgular:
Stklik ve demografik bulgularla korelasyon

PTEN delesyonu hastalarin 88 (%88) tanesinde saptandi. 88 hastanin 72 (%82) tanesi
heterozigot, 16 (%18) tanesi homozigot kayipti. Bu gruplar arasinda yas (58 +/- 12
ss vs 57 +/- 8 ss), cinsiyet (E:K oranlart 1,1:1 vs 2,2:1), uygulanan cerrahi yontemi
(%79 cerrahi rezeksiyon vs %75 cerrahi rezeksiyon), timor yerlesim tarafi agisindan

fark saptanmadi.

PTEN kopya sayt kayiplarmin yas ile korele olmadiklari gozlendi (Spearman
korelasyon analizi; p=-0,014, p=0,89)
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Sagkalim korelasyonu:

Homozigot ve heterozigot delesyonu olan hastalar arasinda sagkalim acgisindan
anlamli istatistiksel fark bulunmadi (log rank, p=0,6306) (Figiir 8a). Buna karsilik
PTEN delesyonu igeren grubun igermeyenle karsilastirildiginda, sinirda anlamli bir
sekilde daha uzun yasagidi gozlendi (log-rank; p=0,043) (Figiir 8b). Heterozigot
delesyon, homozigot delesyon ve copy-neutral gruplarin iclii karsilastirmasi da

siirda anlamli olarak saptandi. (log-rank; p=0,0482) (Figiir 8c).

EGFR kopya say1 degisikligi bulgular
Stklik ve demografik bulgularla korelasyon

EGFR amplikifasyonu hastalarin 87 (%87) tanesinde saptandi. 87 hastanin 44 (%51)
tanesi HL amplifikasyon, 43 (%49) tanesi LL amplifikasyondu. EGFR
amplifikasyonu olan ve olmayan gruplar arasinda yas (58 +/- 10 ss vs 58 +/- 14 ss),
cinsiyet (E:K oranlart 1,3:1 vs 1,2:1), uygulanan cerrahi yontemi %77 cerrahi
rezeksiyon vs %77 cerrahi rezeksiyon), tiimor yerlesim tarafi agisindan fark

saptanmadi (Tablo 1).

“Low level” ve “High level” amplifikasyon hastalarinin yas ortalamalar1 arasinda
fark izlenmedi (62 +/- 10 ss vs 55 %/- 9 ss). Buna karsilik, hasta yas1 ve “high-level”
amplifikasyon arasinda ters korelasyon (Spearman korelasyon analizi, p= -0,31,
p=0,0016); hasta yas1 ve “low-level” amplifikasyon arasinda pozitif korelasyon
izlendi (Spearman korelasyon analizi, p=0,3, p=0,0028) (Figir 9). HL EGFR
amplifiye grup ile LL EGFR amplifiye grup sag kalim acisindan karsilagtirildi,
istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmedi (log rank, p=0,1598) (Figiir 10a). “EGFR
amplifikasyonu olan” ve “EGFR amplifikasyonu olmayan” grup sag kalim agisindan
analiz edildi ve gruplar arasinda anlaml istatistiksel farklilik bulunmadi (p=0,0984)
(Figiir 10b). HL, LL ve copy-neutral gruplar sag kalim a¢isindan analiz edildiginde
anlamli fark gézlendi (log-rank, p=0,0275) (Figiir 10c).
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Coklu belirte¢ kullanilarak belirlenen gruplar

Diger molekiiler bulgularla korelasyon:

TERT-mut grubun i¢inde PTEN delesyonu %89 oraninda, TERT-wt grubun i¢inde
PTEN delesyonu %84 oraninda izlendi. 7ERT-mut grubun i¢inde EGFR
amplifikasyonu %86 oraninda, TERT-wt grubun i¢inde EGFR amplifikasyonu %89
oraninda izlendi. Her ii¢ degiskenin de olmadig1 (TERT-wt + EGFR-NEU +PTEN-
NEU) hasta saptanmadi.

EGFR amplifikasyonu, PTEN delesyonu ve TERT mutasyonu bir arada goriilen
hastalar “triple pozitif” hastalar olarak gruplandirildi. Bu hasta grubu, diger hastalar
ile ve (herhangi iki belirte¢ pozitif olan hastalar) ile sag kalim agisindan
karsilastirildi. Her iki analizde istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi (log rank,

p=0,0647 ve log rank, p=0,0997) (Figiir 11)

MGMT metilasyon bulgular: ve sagkalim korelasyonu

Hastalarin 64’te (%64) MGMT metilasyon test sonucu vardi. MGMT metilasyon testi
sonucu 23 (%36) hastada metile olarak, 41 (%64) hastada unmetile olarak
sonuglandi. Metile ve unmetile grup sag kalim agisindan karsilastirildi. Unmetile
grubun daha uzun sagkalima sahip olduklar1 goriildii ve bu bulgu istatistiksel olarak

ileri diizeyde anlamli bulundu (Mann-Whitney U, p=<0,01) (Figiir 12).
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TERT EGFR PTEN
Toplam
TERT TERT EGFR EGFR EGFR PTEN PTEN PTEN
MUT WT HL LL NEU HOM HET NEU
n 81 19 44 43 13 16 72 12 100
CINSIYET Erkek-kadin (E:K) 45-36 11-8 24-20 24-19 7-5 11-5 38-34 7-5 56-44
orant (1,3) (14 (1,2) (1,3) (L,4) (2,2) (LD (14 (1,3)
Ortalama 60 53 55 55 58 57 58 59 59
(+/-11) (+/- 10) (+/-9) (+/- 10) (+/-14) (+/-8) (+/-12) (+/-11) (+/-11)
YAS Ortanca 60 54 55 62 59 57 60 57 59
Min-max 29-85 32-76 32-76 40 - 85 29-76 46 -71 29 - 65 41-179 29 -85
baklll‘:lijl‘cllﬁcrin 57/81 6/19 28/44 28/43 8/13 8/16 48/72 9/12 64
oram (%70) (%32) (%64) (%65) (%62) (%50) (%67) (%75) (%64)
MGMT
Mf";‘;;;};ﬁ'c’::{c':m 19/57 3/6 11/28 7/28 5/8 3/8 18/48 2/9 23/64
(oran) (%34) (%50) (%40) (%25) (%63) (%38) (%38) (%22) (%36)
ortalan T 0,31 (+/- | 0,29 (+/- | 0,32 (+/- | 0,31 (+/- | 0,22 (+/- | 0,29 (+/- | 0,31 (+/- 0,3 (+/- 0,31 (+/-
0,14) 0,19) 0,14) 0,15) 0,15) 0,15) 0,14) 0,22) 0,15)
Ki67
Ortanca 0,3 0,28 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3
Sag 33 (%41) | 8(%42) | 19 (%43) | 17 (%40) | 5(%38) | 4(%25) | 35(%49) | 2 (%16) | 41 (%41)
TARAF Sol 34 (%43) | 8(%42) | 20 (%45) | 17 (%40) | 5(%38) | 11 (%69) | 24 (%34) | 7 (%58) | 42 (%42)
Bilateral 14 (%16) | 3 (%16) 5(%12) 9 (%20) 3 (%24) 1 (%6) 31 (%17) | 3(%25) | 17 (%17)
Cerrahi 60 (%74) | 17 (%90) | 36 (%82) | 31 (%72) | 10 (%77) | 12 (%75) | 57 (%79) | 8 (%67) | 77 (%77)
CERRAHi
YONTEM
Stereotaktik biyopsi | 21 (%26) | 2 (%10) 8 (%I18) | 12 (%28) | 3(%23) | 4(%25) | 15(%21) | 4 (%33) | 23 (%23)
Ortalama +/- 20 (+/- 30 (+/- 24 (+/- 19 (+/- 29 (+/- 23 (+/- 23 (+/- 14 (+/- 22 (+/-
Ss 13) 21) 16) 13) 18) 12) 16) 11) 15)
SAG KALIM Ortanca 17 25 18 17 30 21 18 14 18
Min-max 2-59 8-86 5-86 2-56 5-60 3-42 2-86 2-38 2-86

Tablo 1: Analiz edilen degiskenlere gore belirlenen gruplarin 6zellikleri
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Kaplan-Meier Survival Curves by TERT Status (WT vs. MUT)
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Figiir 5. TERT-wt ve TERT-mut hastalarin sag

kalim analizi

A Kaplan-Meier Survival Curves by PTEN Status within MUT Patients B Kaplan-Meier Survival Curves by EGFR Status within MUT Patients
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Figiir 6. TERT mutant hastalarin EGFR ve PTEN kopya sayilar1 ve
(7+/10-) paternine gore sag kalim analizi. a) PTEN-DEL olan ve
olmayan grup arasinda; b) EGFR-AMP olan ve olmayan grup arasinda;

¢) (7/+10-) paterni olan ve olmayan grup arasinda
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Kaplan-Meier Survival Curves by PTEN Status within WT Patients
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Figiir 7. TERT wild-type hastalarin EGFR ve PTEN kopya sayilar1 ve
(7+/10-) paternine gore sag kalim analizi. a) PTEN-DEL olan ve olmayan
grup arasinda; b) EGFR-AMP olan ve olmayan grup arasinda; c¢) (7/+10-)

paterni olan ve olmayan grup arasinda.
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A B Kaplan-Meier Survival Curves by PTEN Status
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Kaplan-Meier Survival Curves by PTEN Status (HET, HOM, NEU)
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Figiir 8. PTEN gen kopya sayist degisikligi durumu ile sag kalim arasindaki
karsilastirma. a) Homozigot grup ile heterozigot grup arasinda; b) PTEN-DEL olan grup
ile PTEN-DEL olmayan grup arasinda; c) Hetezigot grup, homozigot grup ve copy-

neutral grup arasinda.
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Yas Grubuna Gore EGFR Amplifikasyon Seviyeleri ve Trend Cizgileri
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Figiir 9. Yas gruplarinda EGFR-AMP seviyeleri.
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Figiir 10. EGFR gen kopya sayist degisikligi durumu ile sag kalim arasindaki
karsilagtirma. a) HL grup ile LL grup arasinda; b) EGFR-AMPolan grup ile EGFR-
AMP olmayan grup arasinda; d) HL grup, LL grup ve copy-neutral grup arasinda.
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Kaplan-Meier Survival Curves by TP Status Kaplan-Meier Survival Curves by TP and DP Status
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Figiir 11. Triple pozitif hastalarin sag kalim analizi. a) triple pozitif hastalar ile
diger hastalar arasinda; b) triple pozitif hastalar ile herhangi iki belirteg¢ pozitif

olan hastalar arasinda
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Figiir 12: MGMT metilasyonuna gore ‘“unmetile” ve

“metile” gruplarin sag kalim korelasyonu



Regresyon analizi
Hastalarin yas, cinsiyet, tiimdriin lokalize oldugu taraf, cerrahi yontemi, ameliyat
oncesi timor hacmi, PTEN delesyonu, EGFR amplifikasyonu, TERT mutasyonu

varligi, Ki67 degeri dahil edilerek regresyon analizi yapildi. Analiz sonucunda:

e Kadin cinsiyet daha uzun sagkalim acisindan istatistiksel olarak anlamh
bagimsiz bir degisken olarak saptandi (p=0,0195)

e TERT mutasyonu yoklugu daha uzun sagkalim agisindan istatistiksel
olarak anlamh bagimsiz bir degisken olarak saptandi (p=0,019)

e PTEN delesyonunun sagkalim iizerinde istatistiksel egilim izlendi fakat bu
anlamlilik diizeyine ulagmiyordu (p=0,0704)

e Stereoraktik cerrahi yapilan hastalarda daha uzun sagkalima bir istatistiksel
egilim izlendi fakat bu anlamlilik diizeyine ulagmiyordu (p=0,0535).

e EGFR amplifikasyonu sagkalim {izerinde anlamli bir etkiye sahip degildir
(p=0,1465)

e Yasin sagkalim {izerinde anlamli bir etkisi bulunmamistir (p=0,8133)

¢ Ki67'nin sagkalim iizerinde anlamli bir etkisi bulunmamaktadir (p=0,8582)

e Timdr hacmi ve sagkalim arasinda bir istatistiksel egilim izlendi fakat bu
anlamlilik diizeyine ulagmiyordu. (p=0,965)

e Tiimdriin hangi tarafta oldugu sagkalim iizerinde anlamli bir etkiye sahip

degildir (p=0,6506, p=0,8038)

Analiz sonuglar Figiir 13°te sunulmustur.

“Recursive Partitioning” Analizi (RPA)

RPA i¢in hastalarin TERTp mutasyonu, EGFR amplifikasyonu ve PTEN delesyonu
durumlar ele alindi ve RPA modeli olusturuldu. Modelin dogrulugu %86,7 olarak
hesaplandi. Bu, modelde sadece ii¢ belirte¢ kullanilmis olmasina ragmen, giiglii ve
etkili bir model oldugunu gostermekte idi. RPA sonucunda karar agacinin kokiinde
EGFR yer almakta idi (Figlir 14). Karar agac1 modeli Random Forest modeli ile
karsilastirildi. Random Forest modelinin de dogruluk orani %86,7 olarak hesaplandi.
Olusturulan model ile 6zellik dnem grafigi yapild: (Figiir 15). Ozellik énem grafisine

gore, en onemli 6zellik EGFR amplifikasyonudur.
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Cox Proportional Hazards Regression Results
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Figiir 13: Cox regresyon analizi.

Recursive Partitioning Analysis (RPA) Decision Tree - Simplified Data

TERT <= 0.5
gini = 0.494
samples = 9
value = [4, 5]
class = Died

PTEN <= 0.5
gini = 0.49
samples = 7
value = [3, 4]
class = Died

gini = 0.5
samples = 2
value =[1, 1]

class = Survived

gini = 0.5 gini = 0.48
samples = 2 samples =5
value = [1, 1] value = [2, 3]

class = Survived| | class = Died

Figiir 14. RPA karar agact modeli. Modelin dogruluk oram1 %86,7 olarak
hesaplandi.
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Feature Importance from Random Forest Model - Simplified Data

TERT [
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Figiir 15. Ozellik 6nem grafigi. Bu grafige gore en onemli faktér EGFR

amplifikasyonudur.

Tartisma

Bu ¢alismaya neden gerek duyuldu?

Glioblastom (GBM), goriildiigii yas, beyinde yerlestigi anatomik bdlge, biliylime hizi,
klinik bulgular1, histopatolojik 6zellikleri, klinik gidisi ve tedaviye yanit1 agisindan
son derece heterojen bir gruptur (1). Bu hastalik heterojenitesinin altinda yatan
biyolojik mekanizma hala bilinmemektedir. Molekiiler biyolojik yOntemleri
kullanarak yapilan ¢aligmalar, ilk olarak /DH mutasyonu tasiyan bir alt gruba isaret
etmis, sonradan bu grubun ¢ok daha uzun sagkalim goézlenen hastalardan olustugu
gozlenmis, daha sonra yapilan g¢aligmalar ise GBM sanilan bu grubun aslinda
Astrositom denen tliimdriin, glioblastomu taklit eden patolojik bugular1 gosteren bir
tipi oldugu kanitlanmistir (1) . Yani GBM’de beklenen histopatolojik bulgulari iceren
timorlerin arasina baska timor antitelerinin karisabildigi anlasilmistir. Diger bir
yandan, GBM gibi grade 4 histomorfolojik bulgularini gostermeyen, ama klinik
davranisit GBM gibi olan hastalarin da varligi fark edilmisti (1). Daha sonralart bu
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hastalarin GBM’de beklenen baz1 molekiiler genetik bulgulari tagidiklarr gézlenmis
ve sonugcta bu molekiiler genetik bulgularin varliginda, histopatolojik grade ne olursa
olsun bu hastalarin (Glioblastom, IDHwt, DSO grade 4) olarak isimlendirilmesi
kararlastirilmistir (17). Bu bulgu Diinya Saghk Orgiiti (DSO) tarafindan da
benimsenmistir (6). Dolayisiyla, DSO siniflamasi, I/DH1/2-mutasyonu yoklugu,
TERT promoter mutasyonu varligi, EGFR gen amplifikasyon ve (Kromozom 7
amplifikasyonu, Kromozom 10 delesyonundan olusan “(7+/10-)* paterni) molekiiler
genetik bulgularini, GBM hastaliginin molekiiler belirtecleri olarak kabul etmistir.
Molekiiler belirtegler o hastaligin varligina objektif sekilde isaret eden molekiiler
genetik bozukluklardir. Stichel ve ark. (7) tiimoriin kokenini gosteren metilom
analizlerinin GBM olarak tanimladig: tiimdrlerle bu {i¢ molekiiler belirtecin varligi
da korele edilmistir. Bu g¢alisma GBM i¢in (7+/10-) paterninin %98 EGFR
amplifikasyonunun %99,8 ve TERTp mutasyonunun %89,4 spesifik oldugunu
gostermistir. Bu caligmanin hipotezi GBM tanisinda kullanilan bu 3 molekiiler
belirtecin (7ERTp mutasyonu, EGFR amplifikasyonu ve PTEN delesyonu) yalniz
baslarina ya da kombinasyon halinde, sagkalim agisindan farkli gruplara isaret
edecekleridir. Bir yandan da analiz sirasinda bu hasta 6rnekleminde bu belirteclerin

goriilme 6zellikleri ( Siklik, goriilme yas1 gibi) belirlenmesi amaglanmastir.
Molekiiler belirteglerin hasta ornekleminde dagilimi

Her 3 belirte¢ ¢alisma 6rnekleminde birbirine yakin oranlarda izlendi. En sik goriilen
PTEN delesyonu (%88), ikinci siklikta goriillen EGFR amplifikasyonu (%87), en
nadir goriileni ise TERTp mutasyonu (%81) idi. Molekiiler belirteclerin bu kadar
yiikksek oranlarda goriilmesi ve hicbirini icermeyen timor goriilmemesi, bu
belirteclerin GBM patogenezinde ¢ok merkezi bir yerlesimlerinin oldugu fikrini

desteklemektedir.

GBM olusum mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, patogenez sirasinda
ilk olusan degisikigin PTEN delesyonu oldugu genel kabul goriir (11) (16). Bunun
ardindan EGFR’de low-level amplifikasyon olaylarimin gelistigi kabul edilir (11)
(16). TERT mutasyonunun eklenmesinin glioblastomlarin hizli biiyiime fazina
girmeleri ile korele oldugu disiiniilmektedir. Tiimdr ici hiicresel heterojenitenin
artmasi ve timor biiyiimesinin hizlanmasi sonrasinda tiimdrde ekstrakromozomal

mini-ring kromozomlar olarak EGFR amplifikasyonunun arttig1 kabul edilir (18). Bu
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donemde EGFRvIII gibi mutant formlarin da goriilme sikliginin arttig1 bilinmektedir
(19). Bu c¢alismada her ii¢ molekiiler belirtecin de goriilme sikliklari, genel kabul
goéren bu patogenezdeki ortaya cikis zamanlamalar ile paralellik gdstermektedir.
Ayrica TERTp mutasyonunun goriilme sikliginin yas ile korele olmasi da bu fikri
desteklemektedir. Ayn1 bulgu, klinigimizde daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarla da
paralellik gostermektedir (15) (20). Benzer bir korelasyonun EGFR amplifikasyonu
ya da PTEN delesyonu ile olmamasi da TERTp mutasyonunun tersine, EGFR ve
PTEN degisikliklerinin tiimor olusumunda daha erken fazlarda ortaya ¢iktiklarini ve
timor olusumundan sonra ge¢ donemde ortaya ¢ikan bozukluklar olmadiklarini
desteklemektedir. Yine benzer bir sekilde, TERT-wt tiimorlerin, TERT-mut olanlarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha uzun yasiyor olmalar1 bulgusu da bu
genetik belirtecin goriilmesinin timoriin daha agresif bir hale donilismesi ile korele

oldugu fikrini desteklemektedir.

Bu gelisim hipotezine gore, tiimor gelisiminde erken sathalarda ortaya ¢iktigini kabul
ettigimiz (PTEN delesyonu, EGFR low-level amplifikasyonu igeren, fakat TERTwt)
olan tiimorlerle digerleri karsilastirildiginda daha iyi klinik gidis yoniinde bir egilim

izlenmis fakat bu istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasmamustir.

Bu oOrneklemde analiz hedeflerimiz i¢inde bulunmayan, ama baska g¢aligmalarin
sagkalim acisindan degerli oldugunu bisldirdigi MGMT metilasyonu da analiz edildi.
Hastalarin 64 tanesinde (%64) MGMT metilasyon test sonucu vardi. MGMT
metilasyon testi sonucu 23 (%36) hastada metile olarak, 41 (%64) hastada unmetile
olarak sonuglandi. Unmetile grubun daha uzun sagkalima sahip olduklar1 goriildii ve

bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulundu (Mann-Whitney U, p= <0,01).

TERTmut varligi yalniz basina anlaml bir prognostik faktér miidiir?

Tekil faktorlerin, sagkalim konusunda bagimsiz ve anlamli degiskenler olup
olmadiklarini anlayabilmek icin ¢cok degiskenli analizler kullanilir. Bu ¢aligmada bu
amacla, genel kabul goren cox regresyon analizi kullanildi. Bu analizde 3 molekiiler
belirte¢ yaninda demografik/klinik o6zellikler de (Yas, cinsiyet, cerrahi yOntemi,
timor hacmi, postop tiimor hacmi, lateralite, Ki67 indeksi ve tiimoriin multifokal
olup olmamasi) analiz edildi. Analizde kadin cinsiyet ve TERT mutasyonunun

olmamas: istatistiksel olarak daha uzun sagkalimi gosteren bagimsiz degiskenler
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olarak saptandilar. Bu bulgular (Kaplan Meier analizlerinde anlamli bir prognostik
belirte¢ olarak ortaya ¢ikan) TERTmut varliginin ayn1 zamanda bagimsiz bir belirte¢

oldugu ve bagka faktorlerin (confounding variable) etkisinde kalmadigi gosterildi.

Bu ii¢ belirtecin farkli kombinasyonlari,, GBM olmayan farkl tiimérlere ya da tiimér

alt gruplarina isaret edebilir mi?

Daha once belirtildigi sekilde, eskiden histopatolojik olarak GBM oldugu diisiiniilen
bir alt grubun, daha sonradan /DH mutasyonu igerdigi ve astrositom olarak
isimlendirilen tiimor oldugu fark edilmistir. Bu ayrimin yapilmasinda en énemli yol
gosterici /DH-mutant tiimorlerin ¢ok daha uzun olan sagkalimlari olmustur. Benzer
bir korelasyon acisindan, bu c¢aligmanin odagi olan 3 molekiiler belirteg
incelendiginde, kendi baslarina ya da kombinasyonlar halinde ¢ok net ayrilabilen bir

farkli-sagkalim grubu izlenmemistir.

Direk gozlemde fark edilememis olabilecek gruplarin saptanabilmesi i¢in yapilan
“Recursive Partitioning” Analizi (RPA) sonuglari 6rneklem iginde belirgin alt
gruplara isaret etmemistir. Ayrica “random forest analizi” kullanilarak degiskenlerin
onem siralarinin belirlenmesi i¢in yapilan analizde EGFR en 6nemli degisken olarak
ortaya ¢ikmig, bunu PTEN ve TERT mutasyonlart izlemistir. Bu degiskenlerin
arasinda her ne kadar TERT tek basina anlamli olarak ortaya ciksa da biyolojik olarak

diger iki degiskenin de bu etkide katkilarinin oldugunu gostermistir.

Sonug¢

GBM patogenezinde ilk ortaya c¢ikan bulgu PTEN kaybi, ardindan EGFR
amplifikasyonu ve ardindan 7ERT mutasyonudur. Bulgularimiz PTEN ve EGFR
kopya say1 degisikliklerinin hastaligin olusumu i¢in yeterli ve gerekli olduklarini,
TERT mutasyonunun hastalig1 hizli faza gegirdigini desteklemektedir. GBM’in ana
molekiiler belirtegleri arasinda en onemlisi EGFR olarak saptansa da sagkalimla

korele olant TERT mutasyonu varligidir.
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Vaka 13 66 E CERRAHI R HET 1,32 LL 2,87 WT 0,10 0 0 309,36 85,53 1 30
Vaka 14 56 E CERRAHI R NEU 1,65 NEU 2,32 MUT 0,30 N/A 0 192,89 120,49 1 43
Vakals | 79 | K STX L | HET | 097 | NEU | 133 | MUT | 030 | 0 1 41,44 41,44 1 2
Vaka 16 67 E CERRAHI R HET 1,51 LL 7,09 MUT 0,20 N/A 0 53,96 38,79 1 7
Vakal7 | 40 | K STX BIL | HET | 135 | HL | 344 | WT | 0,00 | NNA | 1 59,95 59,95 0 60
Vaka 18 42 K CERRAHI R HOM 0,23 HL 51,8 MUT 0,20 1 0 166,30 82,88 1 28
Vaka 19 65 E CERRAHI L HET 1,16 LL 3,01 MUT 0,32 N/A 1 147,36 113,56 1 41
Vaka 20 62 E CERRAHI L HET 1,02 HL 84 MUT 0,40 N/A 1 14,12 3,20 0 56
Vaka 21 54 K CERRAHI L HET 1,1 LL 9,71 MUT 0,10 N/A 0 88,38 62,63 1 59
Vaka 22 53 E STX L HET 1,47 LL 2,56 MUT 0,15 0 0 271,95 271,95 1 21
Vaka 23 64 K CERRAHI L HET 1,36 HL 150 MUT 0,22 N/A 0 92,15 61,87 1 40
Vaka 24 68 K STX R HOM 0,08 LL 2,42 MUT 0,15 0 0 38,91 38,91 1 5
Vaka 25 60 K CERRAHI R HOM 0,68 HL 63 MUT 0,40 N/A 0 127,53 16,05 1 16
Vaka 26 47 E CERRAHI R HET 0,9 LL 3,5 WT 0,30 N/A 0 63,53 30,02 1 8
Vaka 27 67 E STX BIL HET 1,4 LL 2,72 MUT 0,10 0 0 54,70 54,70 1 4
Vaka 28 62 E CERRAHI R HET 0,84 HL 91,4 MUT 0,33 0 1 109,09 6,62 1 13
Vaka 29 41 E CERRAHI L NEU 2,23 LL 2,54 MUT 0,10 0 1 171,06 85,27 0 18
Vaka 30 57 E STX BIL HET 1,39 LL 2,82 MUT 0,12 0 0 48,18 48,18 1 5
Vaka 31 63 E CERRAHI BIL HET 0,79 HL 59,3 MUT N/A 1 0 180,10 116,66 1 12
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Vaka32 | 60 CerrAHI | R | HET | 0,79 | HL | 283 | WT | 050 | NA 93,50 35,40 25
Vaka33 | 55 CERRAHI | L | HET | 121 | HL 68 | MUT | 040 | N/A 73,19 19,69 9
Vaka 34 | 46 CERRAHI | L | NEU | 1,76 | HL | 108 | MUT | 040 | 0 52,77 12,70 12
Vaka35 | 74 CERRAHI | L | HOM | 046 | HL | 198 | MUT | 060 | 1 109,68 69,54 24
Vaka36 | 55 CERRAHI | R | HET | 15 | HL | 131 | MUT | 030 | 0 16,27 3,00 12
Vaka37 | 69 CERRAHI | R | HET | 088 | LL | 66 | MUT | 035 | N/A 60,26 23,52 37
Vaka 38 | 64 CERRAHI | BIL | HET | 087 | HL | 287 | MUT | 040 | 1 40,48 27,16 10
Vaka39 | 53 STX L | HET | 099 | HL | 361 | MUT | NA | N/A 81,05 81,05 14
Vaka 40 | 49 CERRAHI | L | HET | 134 | LL | 263 | MUT | 037 | 0 15,10 12,76 12
Vaka4l | 70 STX BIL | HET | 094 | HL | 229 | MUT | 0,15 | 1 10,18 10,18 17
Vaka42 | 41 CERRAHI | R | HET | 1,53 | HL | 152 | WT | 040 | N/A 68,04 1,93 28
Vaka 43 | 59 CERRAHI | BIL | HET | 126 | HL | 106 | MUT | 045 | N/A 77,52 24,20 20
Vaka 44 | 49 CERRAHI | L | HET | 155 | LL | 246 | MUT | 040 | 0 21,17 2,50 29
Vaka 45 | 76 CERRAHI | R | HET | 128 | LL | 298 | MUT | 025 | © 111,52 41,43 44
Vaka 46 | 61 STX L | HET | 1,39 | °HL | 162 | MUT | NnA | o 11,50 11,50 5
Vaka47 | 61 CERRAHI | R | HET | 084 | HL | 735 | MUT | 030 | 0 110,03 61,17 13
Vaka48 | 60 CERRAHI | BIL | HET | 141 | HL | 612 | MUT | 020 | 0 66,10 15,72 5
Vaka49 | 50 CERRAHI | R | NEU | 1,77 | NEU | 231 | MUT | 020 | © 203,24 74,40 26
Vaka 50 | 46 STX BIL | HET | 1,36 | HL 75 | MUT | 050 | o 108,31 108,31 19
Vaka 51 | 50 CERRAHI | R | HOM | 034 | LL | 2,61 | WT | 040 | N/A 81,66 56,13 23
Vaka 52 | 54 CERRAHI | L | NEU | 198 | LL | 3,79 | WT | 040 | N/A 22,73 12,30 25
Vaka 53 | 69 CERRAHI | R | HOM | 055 | LL | 2,79 | MUT | 040 | N/A 51,50 38,72 13
Vaka 54 | 76 CERRAHI | R | HET | 1,03 | NEU | 2,39 | MUT | 020 | 1 119,37 23,02 33
Vaka 55 | 60 CERRAHI | L | HET | 099 | HL | 128 | WT | 025 | © 58,87 31,39 27
Vaka 56 | 75 CERRAHI | R | HOM | 059 | HL | 403 | MUT | 030 | N/A 13,98 1,85 32
Vaka 57 | 69 CERRAHI | R | HOM | 0,557 | HL 87 | MUT | 029 | © 49,45 2,20 15
Vaka 58 | 73 STX BIL | NEU | 1,62 | LL | 255 | MUT | 025 | 1 70,09 70,09 6
Vaka 59 | 58 CERRAHI | R | HET | 0,78 | HL | 586 | MUT | 020 | © 5,19 3,11 21
Vaka 60 | 55 STX L | HET | 094 | L | 311 | MUT | 045 | 1 113,56 | 113,56 32
Vaka 61 | 64 STX R | HET | 145 | LL [ 293 | MmUT | NA | 0 113,56 | 113,56 18
Vaka 62 | 66 CERRAHI | R | HET | 125 | HL | 92,1 | MUT | NA | 1 116,76 82,75 26
Vaka 63 | 58 CERRAHI | R | HET | 1,06 | LL | 2,89 | MUT | 0,70 | N/A 16,47 14,92 37
Vaka 64 | 64 CERRAHI | L | HOM | 027 | NEU | 1,62 | WT | 007 | N/A 165,03 80,28 86
Vaka 65 | 52 STX BIL | NEU | 1,82 | LL | 284 | MUT | 0,10 | N/A 19627 | 19627 22
Vaka 66 | 71 CERRAHI | R | HET | 1,08 | LL | 2,51 | MUT | 040 | N/A 173,47 91,71 24
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Vaka 67 | 68 CERRAHI | R | HET | 12 LL | 2,67 | MUT | 024 | 1 148,96 43,96 9
Vaka 68 | 51 STX BIL | HET | 1,13 | LL | 255 | MUT | 0,10 | © 109,36 109,36 5
Vaka 69 | 48 CERRAHI | R | HOM | 037 | LL | 2,71 | MUT | 0,16 | 1 37,06 23,85 13
Vaka70 | 53 CERRAHI | R | HET | 143 | HL | 153 | MUT | 045 | o0 77.21 42,95 16
Vaka71 | 50 CERRAHI | R | HET | 134 | HL | 141 | WT | 013 | N/A 86,92 29,14 73
Vaka72 | 40 CERRAHI | L | HET | 1,13 | HL | 713 | MUT | 040 | N/A 91,24 421 2
Vaka73 | 60 CERRAHI | L | HET | 1,13 | HL | 161 | MUT | 055 | 0 97,39 46,52 35
Vaka 74 | 40 CERRAHI | R | HET | 0,74 | LL | 3,69 | MUT | 030 | 0 89,99 44,89 17
Vaka75 | 70 CERRAHI | L | HOM | 0,57 | NEU | 1,92 | MUT | 030 | N/A 53,43 50,18 5
Vaka76 | 57 STX BIL | HET | 099 | NEU | 2,34 | MUT | 040 | 1 4837 4837 19
Vaka77 | 72 CERRAHI | L | HET | LIl | LL | 3,69 | MUT | 030 | N/A 18,00 - 38
Vaka78 | 46 CERRAHI | L | HOM | 059 | HL | 158 WT | 0l16 | 0 61,92 48,70 42
Vaka79 | 79 CERRAHI | R | HET | 108 | HL | 186 | MUT | 030 | 1 153,36 72,47 35
Vaka 80 | 70 CERRAHI | R | HET | 121 | HL | 989 | MUT | 020 | o 87,12 47,13 7
Vaka 81 | 54 STX BIL | HET | 088 | NEU | 225 [ WT | 030 | 1 93,40 93,40 23
Vaka82 | 59 STX R | HET | 08 | HL 99 | MUT | 050 | 1 105,59 105,59 15
Vaka 83 | 41 CERRAHI | R | HET | 1,75 | HL | 369 | MUT | 0,19 | 0 108,87 5436 12
Vaka 84 | 71 CERRAHI | L | HET | 092 | LL | 393 | MUT | 037 | N/A 10,09 9,78 18
Vaka85 | 59 CERRAHI | L | HET | 0,77 | HL | 332 | MUT | 060 | 1 65,79 18,55 24
Vaka 86 | 49 CERRAHI | L | HET | 121 | LL | 327 | MUT | 025 | o 14333 66,05 14
Vaka 87 | 53 CERRAHI | L | HET | 094 | HL 90 | MUT | N/A | 1 56,05 11,90 22
Vaka 88 | 60 STX L | HET | 127 | LL | 802 | MUT | 0,10 | 1 182,12 182,12 12
Vaka 89 | 48 CERRAHI | R | NEU | 1,76 | HL | 296 WT | 028 | 1 48,06 25,87 15
Vaka 90 | 49 CERRAHI | L | HOM | 06 | NEU | 225 | MUT | 030 | N/A 103,13 13,57 31
Vaka 91 | 60 CERRAHI | L | HOM | 0,67 | LL | 293 | MUT | 040 | N/A 54,99 25,07 38
Vaka 92 | 62 CERRAHI | L | HOM | 0,64 | HL | 459 | WT | 020 | N/A 263,12 113,83 8
Vaka 93 | 54 CERRAHI | L | HET | 131 | HL | 262 | WT | 0,10 | N/A 35,83 21,75 24
Vaka 94 | 63 CERRAHI | L | HET | 121 | NEU | 2,13 | MUT | 022 | 1 63,07 50,17 31
Vaka 95 | 85 STX R | HET | 1,16 | LL | 29 | MUT | 030 | NA 70,26 70,26 6
Vaka 96 | 29 CERRAHI | L | HET | 131 | LL 37 | MUt | NA |1 21,70 6,76 30
Vaka 97 | 58 STX L | HET | 082 | NEU | 1,39 | MUT | 0,12 | N/A 150,77 150,77 3
Vaka 98 | 67 CERRAHI | R | HET | 098 | NEU | 1,99 | MUT | 0,50 | 1 162,23 78,55 5
Vaka 99 | 32 CERRAHI | BIL | HET | 101 | HL | 194 | WT | 050 | N/A 222,44 94,48 16
Vaka 100 | 69 CERRAHI | L | HET | 0,63 | HL | 50,5 | MUT | 020 | N/A 76,51 37,95 17

Tablo 2: Calisma 6rnekleminin detaylar1
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