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OZET

Non-Fonksiyonel Hipofiz Adenomu Patogenezinin Transkriptom Analizleri ile

Incelenmesi

Amag: Hipofiz adenomlarinin yaklasitk %25-30 ‘unu non-fonksiyonel hipofiz
adenomlart olusturmaktadir. Non -fonksiyonel hipofiz adenomlarinin %40 ‘1 invazyon
gosterirler. immiinohistokimyasal ¢alismalar, molekiiler biyoloji teknikleri ve in vitro
calismalar non-fonksiyonel adenomlarin daha detayli siiflandirilmasina olanak
saglamistir. Amacimiz; Non-Fonksiyonel hipofiz adenomlar1 patogenezinin gen aglari

ve yolak analizleriyle mRNA diizeyinde arastirilmasidir.

Yontem: Calismamizda, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Norosiriirji Anabilim
Dali’na bagvuran non-fonksiyonel hipofiz adenomu tanisi almis 45 timér dokusu, 8
normal hipofiz dokusunda gen ekspresyonu mikroarray calismasi yapildi. IPA
(Ingenuity Pathway Analysis) analiziyle non-fonksiyonel hipofiz adenomlar ile ilgili
sinyal yolaklar1 ve PPE (protein-protein etkilesimi) aglar1 olusturarak timér olusumuna
sebep olan anahtar genler tespit edildi.

Bulgular: Yaptigimiz mikroarray analizleri sonucunda 2698 genin ekspresyon
degisikligi saptandi. Bu genlerden 270‘nin ekspresyonun arttigi, 2428’nin ekspresyonun
azaldig: tespit edildi. Ekspresyonun en ¢ok arttig1 gen CASKIN2, ekspresyonun en ¢ok
azaldig1 gen S100A7A olarak bulundu. PPE aginda saptanan anahtar genler sunlardi:
CCND1, BRCA1, HNF1A, POU5SF1, GATA4, SOX2, NUPR1ve FOXAL.

Sonug: Yapilan bu mikroarray analizi sonucunda CCND1, BRCAL, HNF1A,
POUSF1, GATA4, SOX2, NUPR1ve FOXAL genleri ileride yapilacak g¢alismalara
arastirilmasi gereken birer potansiyel biyobelirte¢ aday1 olarak belirlendi. Elde ettigimiz
calismamiz non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinin tani1 ve tedavisinde yol gosterici

olabilir.

Anahtar kelimeler: Non-fonksiyonel hipofiz adenomlari, mikroarray, gen ekspresyonu



ABSTRACT

An Investigation of Non-Functioning Pituitary Adenoma Pathogenesis by
Transcriptome Analysis

Objective: Approximately 25-30% of pituitary adenomas are non-functional
pituitary adenomas. Forty percent of non-functioning pitlitary adenomas are invasive.
Immunohistochemical studies, molecular biology techniques and in vitro studies have
allowed more detailed classification of non-functioning adenomas. Our aim was to
investigate the pathogenesis of non-functioning pituitary adenomas is to be investigated

at mRNA level by gene networks and pathway analysis.

Method: In our study, gene expression microarray was performed in 8 normal
pituitary tissues and 45 tumors samples obtained from patients with non-functioning
pituitary adenomas diagnosed from Kocaeli University Faculty of Medicine
Neurosurgery Department. Using IPA analysis, we identified signaling pathways and
PPI (protein-protein interaction) networks to identify the key genes associated with non-

functioning pituitary adenomas.

Result: 270 up-regulated, 2428 down-regulated DEGs were identified in non-
functioning pituitary adenoma samples compared to normal pituitary tissues. CCND1,
BRCAL, HNF1A, POU5F1, GATA4, SOX2, NUPR1 ve and FOXAL.

Conclusions: CCND1, BRCAL, HNF1A, POU5F1, GATA4, SOX2, NUPR1 and
FOXA1l were found to have potential for use as diagnostic biomarker for non-
functioning pituitary adenomas. Our study may shed light on the diagnosis and

treatment of non-functioning pituitary adenomas.

Key Words: Non-functioning pitlitary adenomas, microarray, gene expression.
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1.GIRiS

Beyin tiimdrleri sik rastlanan solid tiimorlerdir. Hipofiz adenomlar1 beyin tiimorlerinin
en az %10'unu olusturmaktadir (Moreno ve dig. 2005). Hipofiz adenomlari, hipofiz bezi
icerisindeki bes farkli hiicre tipinden(somatotrop, laktotrop, kortikotrop, tirotrop,
gonadotrop) birinde meydana gelen mutasyonlar sonucu meydana gelir. Hormonal
aktivitelerine gore hipofiz adenomlar1 ikiye ayrilir: Fonksiyonel ve non-fonksiyonel
hipofiz adenomlar1 (NFHA). Fonksiyonel olanlar1 endokrin disfonksiyonuna sebep olurlar
ve salgiladiklar1 hormona gére GH (Growth hormon) salgilayan hipofiz adenomu, PRL
(Prolaktin) salgilayan hipofiz adenomu, ACTH (Adenokortikotropik Hormon ) salgilayan
hipofiz adenomu, TSH (Tiroid Stimule Hormon) salgilayan hipofiz adenomu, FSH (Folikul
Stimlle Hormon) salgilayan hipofiz adenomu ve LH (Lduteinize edici hormon) salgilayan
hipofiz adenomu olarak siniflandirilirlar. Hormon salgilamayan grup ise non-fonksiyonel

hipofiz adenomlaridir.

Hipofiz adenomlar1, genellikle yavas biiyiiyen kiiciik lezyonlardir. Fakat bazen, hizla
biiyiirler, sinirlere basi yaparak gorme bozukluguna bas agrisina sebebiyet verirler,
paranazal sinislere, kavernoz sinuslere ve parenkima dokusuna invazyon yaparlar, maling
karakter gostererek uzak lokasyonlara metastaz yaparlar. Tanillar1 MRI ve hormon
diizeylerine bakilarak yapilmaktadir (Gomez 2012). Fakat bu durum non-fonksiyonel
hipofiz adenomlarinda taniyr zorlagtirmaktadir, ¢iinkiit NFHA'lar hormon salgilamazlar,

gonadotropin salgilayanlar da klinik semptom vermez (Antonio 2014).

NFHA'da tan1 genellikle sans eseri konulur, bu sirada tiimoriin boyutu 1 cm'i gegmis
olur ve makroadenom olarak tani alir. Hipofiz adenomlarinda tedavide genelde cerrahi
rezeksiyon tek secenektir. Fonksiyonel adenomlarda ameliyat sonrasi remisyon fazla iken,
NFHA'da diisiiktiir (timoriin biiyiikliiglinden dolay1). Post-opere hastalarin 10.57'sinde ise
5 yil igerisinde niiks gozlenmektedir. Niikseden tiimor tekrar ameliyatla alinir, fakat ikinci
ameliyat birincisinden daha risklidir (Gomez 2012). NFHA'nin molekiiler patogenezi tam

olarak aydinlatilamamustir.

Calismamizda mikroarray teknolojisi kullanilarak NFHA patogenezinin gen aglar ve

yolak analizleriyle gen diizeyinde arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. HIPOFIZ BEZIi

Hipofiz bezi yaklasik 1.2 ve 1.5 ¢apinda yetigkinlerde 0.5 ve ya 0.6 gr agirliginda
olup kafatasinin tabaninda yer alan “’sella turcica‘’ adli bolgede yer almaktadir (Stranding
2005).

Cizim 2.1. Sella Tursika yapis1 (Ugras 2005)

2.1.1.Hipofiz Bezi Embriyolojisi

Hipofiz bezi embriyonik 3-4. haftalarda noral tiip iginde olusmaya baslar.
Gestasyonel 5.haftada 3.ventrikiil tabaninda, Rathke kesesi denilen ektodermal ¢ikintidan
on hipofiz (adenohipofiz ) 8.haftada ventral hipotalamus ve Gc¢tnci ventrikilden arka
hipofiz (nérohipofiz ) olusur. On hipofiz embriyolojik 11. haftada Rathke kesesinin
kaybolmasi ile hipotalamik bdlgeden stalk denilen sap ile ayrilan, farkli hormon iiretimi
yapabilen farkli hiicre gruplarindan olusur. Gelisimin tiglincii ve dordiincii aylarinda 6n lob
hicreleri asidofil, bazofil ve kromofob hiicreler olarak farklilasir ve kan sinuzoidleri
cevresinde  kolonlar halinde dizilir.  Gebeligin 7. haftasinda  adenohipofiz
immunohistokimyasal olarak gosterilebilen hormon salgilamaya baslarlar. Fetal hipofizin

yaptig1 hormon tiroid ve adrenal bezin normal gelisimi i¢in 6nemlidir (Patiroglu 1996).
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Cizim 2.2. Hipofiz bezinin gelisimi: A. 36 glnlik embriyonun kranyal ucunun sagital
kesitinde stomodeumdan yukari dogru gelisen Rathke kesesi ve 6n beyinden asagi dogru
uzanan norohipofiz tomurcugu. B-D: Hipofiz gelisiminin birbirini takip eden evreleri. 8.
haftada Rathke kesesinin agiz boslugu ile baglantis1 kopar ve hipofizin infundibulum ve
arka lobu ile birlesir. E-F: Hipofiz kesesinin 6n duvarmin hipofizin 6n lobunu olusturmak

icin proliferasyonunun goriildiigi ileri basamaklar (Moore ve dig. 2013).



2.1.2.Hipofiz Bezi Anatomisi

Hipofiz bezi yetiskinlerde fasulye seklinde, bilateral simetrik kiigiik bir organdir.
Yaklasik olarak 500-900 mg agirliginda ve 10-15 mm c¢apindadir. Bez iki dnemli anatomik
yaptya sahiptir, kirmizims: kahverengi adenohipofiz ve soluk gri ndrohipofiz (Patiroglu
1996).

Hipotalamus &=

. el N

. l Mamiller Gévde

Median Eminens

- Optik L
On Hipofiz i infindibulum
Pars Tuberalis
Pars Intermedia Arka Hipofiz
Pars Distalis infindibuler Stalk
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Sfenoid kemikte ____ % - s}
Sella Tursika &, .
RS - 2% Fa 't

Cizim 2.3. Hipofiz bezi ve anatomisi (Ozaslan 2012)

Hipofiz sella tursika igerisinde yerlesik olan etrafinda altinda sfenoid kemik ile
cevrili olan bir bezdir. Uzerini diafragma sella bolimii érter. Diafragma ortasindan hipofiz
sap1 geger. Yan duvarlarmi ise kaverndz siniisler olusturur (Ozata 2005). Hipotalamusun
“’eminentia media‘®’ denilen damar yapisi ile portal damarlar araciliiyla iliski halinde olan
cok zengin damar yapisina sahiptir. Arteryal kanlanmasi internal karotis arterden ¢ikan
hipofiz arterleri ile saglanir. Hipotalamik noronlarda yapilan ve on hipofiz hiicrelerini
uyaran hormonlar portal dolasim ile onhipofize ulasir. Adenohipofiz kendi iginde 3 gruba
ayrilmigtir bunlar; Pars intermedia, pars tuberalis ve pars distaledir. Norohipofiz de kendi
iginde 3 gruba ayrilir bunlar; Pars nervosa, median eminans ve infundibular stalktir (Ozata
2005). On lob total hipofiz agrihiginin %75’ini olusturmaktadir. Kadinlarda gebelik
sirasinda bu agirlik iki katina c¢ikabilir. Tartismalar olmasina ragmen genel olarak o6n
hipofizin hem portal damardan, hem de ‘arteria carotis interna’ dan ¢ikan superior hipofiz
arterinin dallarindan dogrudan arterial kan aldig1 diistiniilmektedir. Posterior lob dogrudan

inferior arterinden alir (Erdogan 2005). Hipofizin gevresi ile anatomik olarak iliskisi,

4



hipofiz tiimorlerinin siklikla komsu canli yapilart baskiya ugratmasi nedeniyle,
semptomlarin anlasilmasi yoniinden onemlidir. Optik kiazma, dgunct ventrikil ve
hipotalamus direkt olarak bezin tizerinde yer alir. Hipofizin tam yanlarinda her iki tarafta
kaverndz sindsler, internal karotid arter ve kraniyal sinir 3, 4,5 ve 6 yer alir. Bu
komsuluklarin minér anatomik degisimleri hipofizin tUmoér veya palyatif amacla

¢ikarilmasi sirasinda cerrah agisindan biiylik 6neme sahiptir (Patiroglu 1996).

2.1.3.Hipofiz Bezi Fizyolojisi

Hipofiz bezi dolayl olarak ya da direkt olarak hormon salgilayicit ndronlar sebebiyle
hipotalamusun kontrolii altindadir (Kandel ve dig. 2000). Bilindigi gibi hipofiz adenomlar1
adenohipofiz hiicrelerinden meydana gelmektedir. Tiimor gelisimi agisindan bakildigi
zaman iki farkli teori bilinmektedir. Hipotalamik teori ve Hipofizer teoridir. Hipotalamik
teoride sorunun hipotalamustan kaynaklandigi, hipofizin hipotalamus tarafindan devamli
uyarilmasiyla gerceklestigi disiiniilmektedir. Hipofizer teoride ise adenohipofizden
kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Hipofiz adenomlarinin monoklonal orjinli olmasi yani tek
bir adenohipofiz hiicresinden meydana geldgini gosteren c¢alismalar mevcuttur.
Monoklonal olma durumu goz Oniine alindiginda hipofizer teori daha gegerli olarak

gorilmektedir. Tiimor olusumu ile ilgili genetik ¢alismalar hala devam etmektedir.

Normal hipofiz

Mikroadenom
v

Malkroadenom Agresifve'veva

- [ | [Pt |

Cizim 2.4. Hipofiz adenomunda tiimor olusum asamalar: (Melmed 2011)



2.2. Hipofiz Adenomu

Genel olarak sella turcica’da gelisim gostermelerine karsin infindilum, hipofiz sapi,
3.ventrikiil tabani, nazofarinks ve pituiter fossa arasindaki sfenoid kemik ve hatta nazal
kavite alan1 olmak iizere nadir lokalizasyonlarida s6z konusudur (Baker ve dig.1969).

Yapilan galismalarda hipofiz adenomlarinin prognozunun hastanin cinsiyeti, timor
tipi ve boyutu, yasi, bazal hormon seviyeleri, kaverndz sinls invazyonu ve

immiinohistokimyasal boyanma 6zelliklerinin etkileyebilecegini gostermistir.

2.2.1. Hipofiz Adenomu Epidemiyolojisi

¢

Hipofiz adenomlar1 primer intrakraniyal tiimorlerin yaklasik olarak %10-15 ‘ini
olusturur (Kovacs ve Horvarth 1987). Yapilan otopsilerde rastlanma orani %1-35 arasinda
(Burrow ve dig. 1981) radyolojik bulgularda ise %10-40 arasinda degisim gostermektedir
(Chambers ve dig. 1982). Bu otopsi sonuglarindan saptanan tiimérler 10 mm’den kiigiik
boyutlardadir. Tiimorler nedeni belli olmaksizin kadinlarda daha sik goriilmektedir
(Thapar ve dig.1995). Yapilan metaanalizler sonucunda ortalama oran %16,7 yani her 5
kisiden 1‘inde klinik bulgu vermese de hipofiz adenomu bulundugu saptanmistir (Ezzat ve
dig.2004).

Meninjiomlardan ve gliomlardan sonra en sik rastlanan primer beyin tlmorleri
arasinda yer alirlar, diger intrakranial tiimorlerden farklilik gosterirler. Adenohipofizer
hiicreden koken alan hipofiz adenomlar1 sellar tiimorlerin % 85’ini olustururlar ve iyi
huylu neoplazilerdir (Greenman ve dig. 2003).

Hastaligin prevelansi yapilan otopsilerde %2-27 arasinda degismektedir. Hipofiz
timori sebebi ile ameliyat olan hastalarin %90 kadar1 hipofiz adenomu tanis1 almistir.
Hipofiz adenomlar1 yavas biiyliime gosteren benin tiimorlerdir fakat bazen bir kismi sellayi
as1p optik kiazmaya, sfenoid sinlise, kavernoz siniise ve komsu bolgelere yayilim gosterme
egilimindedirler ( Asa SL 2008) .

Cerrahi operasyon sonuglari degerlendirildiginde ¢ocuk dogurma yasinda olan
kadinlarda daha fazla goriildiigi tespit edilmistir. Adenom olgularinin %3’iinde otozomal
dominant olarak kalitilan ve degisken penetrans gosteren MEN (Multipl Endokrin
Neoplazi) sendromu goriilir. MEN sendromlu olgularin % 25’inde hipofiz adenomlari
gorilmektedir. MEN sendromlu olgular ¢ogunlukla PRL veya GH salgilayan hormonal
aktif adenomlardir (Pamir 2005).
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Cizim 2.5. Pitiiiter Adenomlarin insidans1 (McCutcheon 2013).

MEN sendromu disinda kalan ailesel hipofiz adenomlar1 ‘’Familial Isolated Pituitary
Adenoma’ (FIPA) olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin ’Aryl hydrocarbon receptor
interacting protein’’ (AIP) geni ile iligkili oldugu 6ne strtlmustlr (Leontiou ve dig. 2008).
Hipofiz adenomlarmin %70 ‘i hormonal olarak aktiftir ve en sik olarak 3-5. dekadlarda
gorilmektedir (Erbas 2008).

2.2.2.Hipofiz Adenomu Tarihgesi

Galen hipofizin beyin ile burun arasindaki phlegme (mukus) yollar1 iizerinde
oldugunu ve mukus salgiladigini ileri stirmiistiir hipofiz ile ilgili en eski tanim Galen ‘e
aittir. Bu diistince 18.yy ‘a kadar gecerliligini korumus ve 18.yy ‘da De Haen hipofiz
timord olan bir hastada amenoreden bahsetmistir X 1simninin klinik olarak uygulanmaya
bagsladig1 y1l olan 1895 ‘ten dnce sadece klinik bulgularla taniya gidilmeye ¢alisiimaktaydi.
Bu tarihten itibaren sella tursikadaki degisikliklerin gozlenebilir olmasi ile baslayan
radyolojik tani, 1927°de anjiyografinin, 1967°de ise bilgisayarli tomografinin ve sonunda
1980°lerde MR’ kullanima girmesiyle buglin ki duruma ulagsmistir. Bu gelismelerin
sayesinde daha fazla hipofiz lezyonu daha erken teshis edilmeye baglanmistir (Korfali ve
Zilleli 2010).

20. yy ‘in baglarinda ise Pierra Marie ve Cushing‘in ¢alismalart ile hipofiz
hormonlari izole edilmistir. 1910 yilinda Cushing transsfenoidal cerrahi ile 20 yilda 247

hasta opere etmistir (Liu ve dig. 2001 ). Daha sonralar1 transkranial yol ile yapilan cerrahi



mudahaleler transsfenoiadal cerrahi ile yapilmaya baslanmistir bunun sonucunda daha az

mortalite ve morbidite gériilmeye baglanmistir (Giustina ve dig. 2011).

2.2.3. Tiimér olusumu

Tiimdr gelisiminde iki farkli teori bilinmektedir. ilki Hipotalamik teori;
hipotalamustan kaynaklanan bir sorun neticesinde asir1 uyarimlarla adenom gelistigi
diisiiniilmektedir. ikinci teori ise Hipofizer teori; sorunun adenohipofizden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Hipofizer teoriyi destekleyen durum hipofiz adenomlarinin monoklonal
orjinli oldugunu ve tek bir adenohipofiz hiicresinin degisime ugrayarak c¢ogalmasiyla
meydana geldigini gosteren genetik ¢alismalar sayesinde savunulmaktadir (Alexsander ve
dig. 1990). Timoriin baslamasi ve gelismesinde rol oynayan genetik etkenleri,
invazyondan sorumlu olabilecek genleri ve kanserlesmeye neden olan ek genetik
bozulmalar1 ortaya koymak adina molekiiler diizeyde ¢alismalar yapilmaktadir. TUmaorin
baslangicinda onkogenlerin aktivasyonu ve timor supresor genlerin inaktivasyonun
sorumlu oldugu goriilmektedir. TUmorin progresyonundan ise ek genetik mutasyonlar (
Two hits ,multiple hits teorileri ) 6zellikle de tumor supresér genlerdeki inaktivasyonlar
(p53, p27 ,pl6, p9, ras ,Rb ,nm23 ) ve cevresel faktorler veya reseptor duyarligi
bozukluklar1 sorumlu tutulmaktadir. Onkogen aktivasyonu dominant bir etki gostermekte
iken timor supresor genlerdeki inaktivasyonun tek bir allelde goriilmesi tiimor olusumu
icin yeterlidir (Korfali ve Zileli 2010 ). Saglikli allelin de genetik bozulmaya ugramast,
heterozigotlugun kaybi (LOH ) durumunda timér gelisimi baglar (Kontogeorges ve
Kovacs 2004, Landolt ve dig. 1988).

2.2.4.Smiflandirma

Hipofiz adenomlar1 yapisal 6zellikleri, endokrin yapilari, radyolojileri, morfolojileri
ve sitogenezi Ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir (Luis ve dig. 2015 ). Fonksiyonel
smiflandirma adenomlarin yapisal 6zellikleri, hormon Uretimleri ve histolojik 6zelliklerine
gore yapilmustir (Al-Shraim ve dig.2004). Immiinohistokimyasal tekniklerin gelisimi ile
hipofiz adenomlar1 siniflandirilmast yeni bir boyut kazanmistir. Hormona kars1 olarak
gelisen immunohistokimyasal reaksiyon sayesinde hiicre tipine gore siniflandirma
miimkiin olmustur (Andrew ve dig. 2001). Hormonal faaliyetler incelendiginde hipofiz

adenomlar1 fonksiyonel ve non-fonksiyonel olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Fonksiyonel
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smiflandirmada  adenomlarinin  histolojisi ve hormon dretimi g0z  6nunde
bulundurulmustur. immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde adenomlar laktatrop,
somototrop, ganodotrop, Kkortikotrop ve tirotrop hiicre boyanmasi gosterdikleri gibi
multiple hormonal hiicre varligida géstermektedirler (Lillehei ve dig. 1998).

Hipofiz adenomlar1 tiimorlerinin siiflandirilmasi boyut ve fonksiyonlarina gore;
capt 1 cm’den kiigiik olanlara mikro 1 cm‘den biiyiik olanlara ise makroadenom olarak
adlandirilmistir. Makroadenomlar benin timorler olarak kabul edilseler de hipopituitarizm
ve norovaskiiler basi ile klinikte kotii etki gosterebilirler. Yapilan otopsi bulgularinda tespit
edilen makroadenomlarin  %80-90’1 non-fonksiyonel adenomlardir (Donovan ve
Corenblum 1995, Lillehei ve dig. 1998). Pituiter adenomlar hacimleri, invazyon durumlari
ve biiylime karekterleri g6z Oniine alinarak radyolojik agidan siiflandirilabilir (Hardy

smiflamasi )(Eisenberg ve dig. 1994).
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Cizim 2.6. Hardy-Vezina siiflamasi (Korfali ve Zilleli 2010).

Bu smiflamaya gore adenom, olmasi gerektigi normal anatomik yapiin sinirlarini
asarak bir baska bosluga dogru uzandiginda “’invaziv’’ adenom kabul edilmistir. Grade 0-2
timorler non-invaziv (sinirh )adenomlardir. Grade 3-4 timorler invaziv timorlerdir. Ayni
sekilde ekstrasellar uzanimi olan timorlerde invaziv adenomlardir (Korfali ve Zilleli
2010). Radyolojik olarak invaziv gorinun pek ¢ok adenomun biyolojik davranig olarak
invaziv olmadigi, sinirlarin disina uzansa veya kemik destriiksiyonu yapsa bile bunu yavas
biiyiimesi sirasinda neden oldugu kronik basi etkisiyle yapabildigi, dogrudan o dokuyu
infiltre etmesi anlamina gelmedigi bilinmektedir. Invazyonun radyolojik goruntiiler,
cerrahi bulgular ya da histolojik bulgulara gére mi sinirlandirilacagi heniiz netlesmemistir.

Gunumuzde timor kaverndz sinlsun igine giriyorsa invaziv kabul edilmektedir, bazi
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arastirmacilar ise kavernoz siniisiin medial siniis i¢ine dogru tiimoriin bu dogal bosluklar
izleyerek girebilecegini gostermistir. Bu nedenle timor kaverndz sinis iginde bulunsa dahi
invaziv oldugu kesin degildir (Korfali ve Zilleli 2010).

2004 Diinya Saglik Orgiitii’ne gore olan (DSO) siniflandirmada hipofiz timorleri
yapisal olarak siniflandirilmistir ve farkli olarak yeni bir kavram olan ’atipik adenom’’
kavramina yer verilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yaptig1 siniflandirmaya gore hipofiz
timorleri hipofiz adenomlar1 ve karsinomlari olarak iki gruba ayrilmistir. Hipofiz
adenomlar1 ise kendi iginde tipik ve atipik olarak ikiye ayrilmistir ( DeLellies ve dig.
2004).

Hipofiz adenomlarinin salgiladiklari hormona goére siniflandirmast,

PRL salgilayan adenom (Prolaktinoma veya Forbes-Albright sendromu )

e GH salgilayan adenom (Akromegali /Gigantizm )

e ACTH salgilayan adenom (Cushing )

e TSH salgilayan adenom (Tirotropinoma )

e FSH-LH salgilayan adenom (Gonadotropinoma )

e Mikst salgi yapan adenom (GH+PRL, ACTH +PRL, vb)

e Salgi yapmayan adenom (Non-fonksiyonel adenom ) ( Korfali ve Zileli, 2010 )

Hipofiz adenomlar1 yavas seyirli biiyiiyen 1y1 sinirli timorlerdir. Tiimoriin iki katina
¢ikma stiresi 100 ile 700 giin arasinda gergeklesmektedir (Kitz ve Perneczky 1989).
Tumorlerin bazilar1 ¢evre dokulara nadiren BOS veya kan yoluyla metastaz yaparlar.
Histolojik ozelliklerine gore hiicreleri stoplazmalarinin hematoksilen eozin boyasiyla
boyanma durumlarina gore asidofil, bazofil ve kromofob olarak ii¢ gruba ayrilmstir.
Histolojik 6zelliklere gore siniflandirma (DSO )

GH-salgilayan adenomlar

Yogun graniil igeren somatotrop adenomlar
Seyrek granul iceren somatatrop adenomlar
Mikst somatotrop —laktotrop adenomlar
Mamosomatotrop adenomlar

Asidofil kdk hiicre adenomlar

V V V V V V VY

Plurihormonal Gh salgilayan adenomlar
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Prolaltin salgilayan adenomlar

Yogun graniil igeren laktotrop adenomlar

Seyrek granil iceren laktotrop adenomlar

Asidofil kok hiicre adenomlar

TSH salgilayan adenomlar

ACTH salgilayan adenomlar

ACTH salgilayan sessiz adenomlar (1 ve 2 alt gruplar)
Gonodotropin salgilayan adenomlar

“Null Cell ‘’adenomlar ve onkositomalar

YV V.V V V V V V V V

Plurihormonal adenomlar ( Korfali ve Zileli 2010 ).

Pitliter adenomlar kromofob hiicrelerden olusmaktadir. Bazofil hiicre adenom
insidanst bilinmemektedir. Glnimiizde yapilan histolojik ¢alismalar hem normal bez hem
de pitiiter hiicreler igerisinde ki hormonlari tanimlayan immiinoperoksidaz boyama
tekniklerine dayanmaktadir. Bu metod kromofob ya da asidofil hucrelerinin prolaktin,
blyume hormonu (GH ) ve tiroid uyarict hormon (TSH), buna karsin bazofil hiicrelerinin
adenokortikotropik hormon (ACTH) ,beta —lipotropin, liteinize edici hormon (LH) ve
folikiil uyarict hormon (FSH) salgiladigini gostermistir (Allan ve Robert 2011).

Hipofiz adenomlarinda cerrahi, radyolojik ve histolojik olarak kemik, nazofarinks,
kaverndz sinus, dura invazyonu gorilubilmektedir. Radyolojik ve cerrahi olarak saptanan
kaverndz sinlis ve nazofariks invazyonu rekiirrens olasiligini arttirma ve fonksiyonel
adenomlarda biyokimyasal olarak hormon dizeylerinin normale dénmemesi gibi
prognostik siiregte 6nem tasir (Selman ve dig. 1986).

Son molekiiler genetik calismalar goz Oniline alindifinda prognozda belirleyici
olabilecek Ki-67 (MIB -1) prolifaretif indeksi ve mutant p53 varligida bir siniflandirma
parametresi olarak diinya saglk Orgiitiiniin son siniflamasina eklenmistir ( Lloyd ve dig.
2004). Ancak timor smiflandirilmalarinda siireglerin siirekli degistigi, molekiler ve
sitogenetik gelismeler ile hormon dretiminde ve hiicre farklilagsmasi gibi konularda rol
oynayan yeni transkripsiyon faktorlerinin yeni smiflandirmalar giindeme gelecektir
(Andrew ve dig. 2001).
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2.2.5.Hipofiz Adenomlarinin Patolojisi

Pituiter adenomlar genellikle adenohipofiz olarak adlandirilirlar. On bezden ayrik bir
nodiil seklinde olusum gosterirler. Kirmizi —gri renkli, yumusak (neredeyse jel6tindz ) ve
siklikla kismi kistik kompetenti olan tiimoriin bazi tiplerinde kalsiyum halkasi
bulunmaktadir (Allan ve Robert 2011). Adenomat6z hiicreler az miktarda bag dokusu ve
birkag kan damar1 iceren hiicrelerdir ve yaygin olarak ya da farkli sekillerde dizilim
gosterirler. Daha az oranda sinuzoidal veya papiller sekilde dizilim gosterebilirler. NikKleer
yapida degisiklik olmasi hiicresel pleomorfizm, hiperkromatizm ve mitotik sekiller
malinite isaretidir. Pituiter adenomlar genellikle simirlart belli ve kendisine bitisik non-
tumoroz adenohipofizial hiicrelerden yogunlasmis, hiicrelerden fibroz psodokapsiil ile

ayrilirlar (Scheithauer ve dig. 1986).

Cizim 2.7. Hipofiz bezinde hiicre tiplerinin topografik dagilimi (Scheither ve
diz.1986).

2.2.6. Hipofiz Adenomlarinin Molekiiler Biyolojisi

Hipofiz adenomlarinin ¢ogu sporadik sekilde ortaya ¢ikmasina ragmen, kalitsal ya da
ailesel sendromlar olarakta gorulebilirler. Ailesel olarak gecis gosteren hipofiz adenomlari
Familyal izole hipofiz adenomu (FIPA), Multipl endokrin neoplazi tip 1 (MEN-1),
McCune-Albright sendromu, Carney kompleksi (3) ve Multipl endokrin neoplazi tip 4
(MEN-4) olarak bilinmektedir (Jiang ve Zhang 2013). Hipofiz adenomu gelismesine olan
genetik yatkinlik MEN tip 1’dir. Bu otozomal dominant durumda, paratiroid gland, hipofiz

bezi ve pankreasta ayni zamanda timor gelisimi olur. Hastalarin yaklasik %25'inde
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hipofiz adenomu gelisir. Bunlardan ¢ogu GH ve PRL hipersekresyonu yapan
makroadenomlardir ( Scheithauer ve dig. 1987). Hipofiz adenomlarinda tiimor olusumu
cok basamakli bir olaylar dizisinden olugsmaktadir. Tiimoér olusumunda tiimor baskilayict
genler, onkogenler, hiicre dongiisii elemanlar1, genetik mutasyonlar, mikroRNA’lar ve
epigenetik modifikasyonlar rol almaktadir (Ezzat ve dig. 2004, Jiang ve Zhang 2013).

Onkogenlerin ekpresyonun yiiksek oldugu durumlarda hipofizde tiimor olusumu
gerceklesmektedir (Rostat 2012). Hipofiz adenomlarinda RAS, C-MYC, PTTG, GNAS(ya
da GSP), CCND1, FGFR4, HMGA2 ve PIK3CA onkogenlerinin roli vardir (Calis ve dig.
2001, Dworakowska ve Grossman 2010, lorio ve Croce 2009, Melmed 2015, Renjie ve
Haigian, 2015). Hipofiz adenomlarmin %?27-30 ‘unda PRL salgilayan hipofiz
adenomlarinin %27-57’sinde, GH salgilayan hipofiz adenomlarinin %25-50’sinde, non-
fonksiyonel hipofiz adenomlarinin %25-42’sinde, ACTH salgilayan hipofiz adenomlarinin
%20-50’sinde hiicre proliferasyonu ve apoptozda rol oynayan C-MYC onkogeninin asiri
ekpresyonu gorilmektedir. Agresif timorlerde C-MYC onkogeninin asir1 ekspresyonunun
oldugu  goriilmesi  hipofiz ~ adenomlarmin  progresyonunda  etkili  oldugu
diistiniilmektedir(Al-shraim ve dig, 2004). Hiicre dongusu progresyonunda siklinler dnemli
bir gorev istlenmislerdir ve siklinlerde meydana gelen mutasyonlar aktivasyonlarini
bozarak kontrolsiiz bir hiicre cogalmasina sebebiyet verirler. Invaziv adenomlarda siklin
D1 (CCNDI) geninin amplifikasyonlarina non-invaziv olan adenomlara gore daha cok
rastlanmaktadir (Al-shraim ve dig. 2004).

Fibroblast biliylime faktorleri (FGF) ve onlarin reseptorlerinin  farklilasma,
anjiyogenez, gelisim, mitogenez veya tlimordgenez gibi olaylarda etkili oldugu
gorilmektedir (Dworakowska ve Grossman 2012). HMGA ‘lar (High mobility group A )
ailesi histon olmayan kromatin proteinleri arasinda yer alirlar ve embriyogenez, hiicre
proliferasyonu, tlimorogenez ve apoptoz gibi siireglerde etkin olduklar1 bilinmektedir,
yetigkinleri normal dokularinda yer almazlar (Jiang ve Zhang 2013, Rostad 2012 ).
HMGAZ2’deki protein seviyeleri ki-67 ve invazyon ile benzerlik gostermektedir (Jiang ve
Zhang 2013 ). PTTG mutasyonu hayvanlarda hipofiz adenomunun gelismesine sebep
olmakta ve insan hipofiz adenomlar1 tarafindan yiiksek eksprese edilmektedir. Invazyon ile
ilgilidir.

17.Kromozomda lokalize olan p53 timaor slpresor olarak rol oynar. Hiicrenin DNA
‘st hasar gordiigiinde p21 iizerinden etki edip hiicre siklusunu durdurur ve DNA’daki
hasarin giderilmesini saglar bu durum hiicreyi apoptoza gotiirtir. p53 geninde bir mutasyon

olmasi durumunda DNA hasar1 olan hiicre hizla cogalmakta ve invaziv tiimor olusmaktadir
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(Leblebicioglu 2005). 11q13 ‘te lokalize olan siklin D1 hiicre siklusunu kontrol etmektedir,
CCND-1/CDK4 yolu ile hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gegmesini saglamaktadir.
Exon 4/ intron 4 bolgesinde G/A gen polimorfizmi (G870A) goriilebilmektedir. Insanda
non- fonksiyonel adenomlarda %59, BH adenomlarinda %31 oraninda gosterilmistir.
(Leblebicioglu 2005). Hipofiz adenomlarinda PIK3CA geninde somatik mutasyonlar ve
amplikasyonlar goriilmiis ve bu gendeki mutasyonlarin daha ¢ok agresif ve rekiirren
tiimorlerde oldugu saptanmistir (Jiang ve Zhang 2013).

Hipofiz adenomlarinda tiimdr olusum siirecinde rol alan ve tiimor baskilayici genler
olarak bilinen genler; MGMT, AIP, BMP-4, CDH1, CDH13, GADDA45, P53, MEG3,
MEN1, RB, PLAGL1, RASSF1, RASSF3 ve SOCS1’dir. Timor baskilayict genlerin
inaktif olmasinda epigenetik ve genetik mutasyonlar rol almaktadir (Zhou ve dig. 2014).
RB geninin mutasyonunun hipofiz adenomlarinda nadir olarak goriiliir. (Melmed 1993).
Hipofiz adenomunun gelisiminin multifaktoriyel oldugu diisiiniilmektedir. Baslangicta
sadece tek bir hiicrede somatik mutasyonun olmasiyla baslayip ikincil mutasyonlar, gevre
faktorleri, biiyiime faktorleri, reseptordeki degisiklikler, hormonlarin tiimdr olusumunda
biyolojik etki gosterdigi diisliniilmektedir ve tiimoér olusumundaki basamaklar hala tam

olarak bilinmemektedir (Leblebicioglu 2005).

2.2.7.Radyolojik Bulgular

Parasellar ve sellar patolojilerin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesinde en ¢ok
kullanilan gorunttileme yontemi olarak MR kabul edilmektedir ( FitzPatrick ve dig. 1999).
Olgularin %75’inde homojen goérunimli adenohipofiz icerisinde kontrast oncesi T1
agirlikli goriintiilemelerde hipointens lezyon goriilmektedir (Bonneville ve dig.2005).
Hipofizer makroadenomun en sik goriilen bulgusu selladan kdken alan, ekstrasellar uzanim
gosteren kontrast sonrast T1A gorintilerde hipointens seklinde gortlen kitledir (Lum ve
dig.2002).

Hipofiz adenomunun tanimlanmasi ve biiyime tahmininin yapilmasi igin PET
(Pozitron Emisyon Tomografi ) yontemi 6nemlidir. Operasyon sonrasi durumlarda hipofiz
adenomlarmin ayrimi BT ile zor yapilabilmektedir. Radyasyon alanini hesaplanmasi
gerektiginde tekrar bir cerrahi miidahale gerektiginde ve ilag tedavisinin etkinliginin
degerlendirilmesinde  metabolik olarak aktif timor rekdrrensini  fibrozise ait
hipometabolizmadan ayirabildiginden PET bu durumlarda kullanilir. Bu nedenle hem

fonksiyonel hem de non-fonksiyonel adenomlarin tedaviye yanitlarinin izlenmesinde ve
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reklirren tumor ile fibrozisi ayirmada faydali olmaktadir (Francilla ve dig.1991).
Bilgisayarli tomografi ( BT )‘nin hem yumusak doku kompenentini hem de kemik yapilari
yuksek cozlndrlikte gdstermesi hipofiz adenomu tanimalarinda BT ‘yi tercih etmeye
sebep olmustur. Fakat BT ‘de mikroadenomlar tam olarak gozlenemedigi icin MR
yontemini kullanmaya yonelmislerdir, mikroadenomlarin BT ile teshis edilme oran1 %50
‘den daha azdir. Hipofiz adenomu ile kaverndz siniis invazyonu, tiimoriin lateral kenari ile
kavernoz siniis arasindaki iligskinin saptanmasi BT ile imkansizdir (Mocan ve Oguz 2008).
BT teknigi giiniimiizde MR ‘in kullanilamadigi durumlarda mikroadenomlarin kemik
yapilariin degerlendirilmesi ayrica makroadenomlarda eslik eden eslik eden kemik
degisikliklerinin ~degerlendirilmesinde kullanilir.  Pituiter adenomdan siiphelenilen
hastalarin ~ degerlendirilmesinde dorsum sellanin  degisik gelisimsel anomalileri
diistiniilmelidir. Kemik deformiteler normal glanduler dokunun suprasellar sistern icine yer
degistirmesine yol agar ve pituiter adenom sanilarak yanligliga diistilebilir (Lamasters ve
dig. 1982).

4\‘\‘ - _ . L - .'.x L
Cizim 2.8. Non-fonksiyonel hipofiz adenomu nedeniyle transsfenoidal endoskopik yol ile
opere edilen 52 yasindaki kadin hastanin preoperatif koronal (A) ve sagital (B),

postoperatif koronal (C) ve sagital (D) kontrasth T1 agirlikli gorintileri. (Kilig ve dig.
2002).
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2.2.8. Klinik Belirti ve Bulgular

Hipofiz adenomlarmin yol a¢tigi semptomlar iki gruptur, birincisi endokrin
semptomlar ikincisi basi semptomlari. Endokrin semptomlar1 anlayabilmek igin
adenohipofiz hormonlar1 ve bunlarin hedef organlarda salgilattiklar1 hormonlar1 dikkate
almak gereklidir. Bunlar Prolaktin yiiksekligi, GH yiiksekligi, ACTH yiiksekligi, TSH
yiiksekligine neden olur. Prololaktin yiiksekligi kadinda; galaktore, mastodini, primer veya
sekonder amonere, infertilite, libido azalmasi, erkekte; jinekomasti, libido azalmasi,
impotans gibi semptomlara sebebiyet verir. GH yiiksekligi; Gigantizm ve Akromegali,
ACTH yiiksekligi; Cushing hastaligi, Nelson sendromu, TSH yiiksekligi; Hipertroidi
beliritiler ile klinige yansir. Tlimoriin komsu dokulara basi yapmasiyla bast semptomlari
ortaya ¢ikar, genelde makroadenomlarda goriiliir. En sik rastlanan basi belirtisi basagrisi,
kiazma basisina bagli bitemporal hemianopsi, gorme keskinliginde korliige kadar giden
azalma, hipofiz sap1 basisina bagli hiper prolaktinemi veya birden c¢ok hormonda
yetersizlik veya panhipopitiitarizmdir .( Korfal ve Zileli 2010). Hipofiz adenomu gorilen
hastalarda endokrin ve gérme bozukluklari 6n plandadir. Bas agrist makroadenomlarin
yaklagik yarisinda goriilmektedir. Gérme bozukluklari yavas yavas ilerler ve hastanin
farkinda olmadigi tam ya da kismi bitemporal hemianopsi seklindedir (Allan ve Robert
2011).Hastalarda ani goérme azalmasi, papilla 6demi, okiilomotor anomalileri ve
oftalmopleji gorulebilmektedir. En sik rastlanan gérme defekti; bitemporal hemianopsi ve
superior temporal defekttir (Melen 1987).

[lk zamanlarda gérme alanmnin iist kismi1 bu durumdan etkilenir. Hastalarin kiigiik bir
kisminda bir gézde tam korliik, digerinde temporal hemianopsi goriilebilmektedir( dikey
orta hat sol veya sag taraftaki gorme alani kaybidir). Bilateral santral hemitemporal
hemianopsik skotom daha nadir gorilen bir durumdur. Kiazmanin arka bolgesinde olan
hareket kisitlilig1 nedeniyle basi olusur ve ¢aprazlasma yaparak diger optik sinirlere giden
bazi nazal retinal lifleri etkilemektedir (Allan ve Robert 2011).

Vakalarin %5-10"unda, kavern0z sinuse yayilan adenom okiiler motor felci
kombinasyonlarina sebep olabilmektedir. Nadiren ndrolojik anomaliler arasinda temporal
lob basisina bagli nobetler, hipotalomik basiya bagli diabetes insipitus, hipotermi, uykuya
meyil ve burundan BOS akintis1 goriilebilir (Allan ve Robert 2011).
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2.2.9.Tan1 ve Tedavi

Hipofiz adenomlarinin yaklasik %70 ‘i hormonal olarak aktif adenomlardir ve ¢esitli
hormon salgiladiklar i¢in farkli klinik tablo 6zellikleri gosterebilirler. En sik rastlanilan
hipofiz adenomlar1 prolaktinomalardir (Ekberov ve dig. 2016). Hormonal agidan aktif
olmayan hipofiz adenomlar1 stalk basisina neden olup bazi hormonlarin yiikselmesine
sebep olurken diger organlarda yetmezlige sebep olurlar (Ziyal ve Erbas 2008).

Tedavi igin transsfenoidal adenom eksizyonu yapilir. Cerrahi tedavi Oncesinde
hastalarda mutlaka gorme alani, ndrolojik muayene ve hipofiz fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi gerekir. Rezidiel adenomlara ise konvansiyonel veya stereotaktik
radyoterapi yontemleri uygulanir (Minniti ve dig. 2007).

Cerrahi tedavide genellikle uygulanan iki segenek wvardir. Transkranyal ve
transsfenoidal tedavilerdir (Welbourn 1986). Kafa tabaninda bulunan hipofiz bezine
kafatasi acilarak beynin bosluklar1 kullanmak suretiyle yukaridan (transkranyal ) veya agiz
ya da burun bosluklarindan girip sfenoid siniise ulasarak asagidan (transfenoidal yol ile )
ulagilabilir. Her iki tekniginde kendine 0zgili zorluklari, endikasyonlari ve
komplikasyonlar1 vardir. Her vakada hastanin yasi, timoriin biyiikliigii ve yayilimi goz
onunde bulundurularak cerrahi yonteme karar verilir (Korfali ve Zileli 2010). Guniimuzde
en ¢ok kullanilan ve en uygun yontem olarak endoskopik transsfenoidal cerrahidir (Gonul
ve dig. 2012). Transkranyal cerrahi yontemi daha cok riskli ve transfenoidal yolla
¢ikarilmasi zor adenomlar i¢in kullanilan bir yontemdir ( Youssef ve dig. 2005).

Cerrahi tedavinin amaci timorii ¢gikararak ¢evredeki noral yapilara dogru biiylyiip
zarar vermesini engellemektir. Bu tiimdrler hormon salgilayan yapida olduklart iginde
ama¢ sadece tlimorii ¢ikarmak ve basiyr engellemekle sinirli kalmamalidir. Tiimoriin
metabolik etkileri ile sistematik hastaliklara morbidite ve mortaliteye sebep oldugu
bilindiginden salgilanan hormonun kan degerlerinin istenilen diizeylere indirilmesi de

tedavinin amaglarindan biridir (Korfali ve Zileli 2010).
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Nasal septum Geri gekme  Operasyon ekseni

Sagital goriintii

Tiimoriin Sella'dan
cikarildig: yer

Cizim 2.9. Sella tursikaya transsefenoidal yaklasimlar (Edward ve dig. 2005).

2.2.10. Hipofiz Adenomuna Bagh Hastalhiklar

2.2.10.1. Prolaktinoma
Hipofiz adenomlar arasinda en sik rastlanan tiptir. Prolaktin meme gelisimini ve memeden
slit salgilanmasini uyarir. Gece uykuda meme basi uyarilmasi, gebelik ve laktasyonda
fizyolojik olarak artar( Korfali ve Zileli 2010). Eriskinlerde normal serum PRL degeri
kadinlarda 10-25 ng/ml erkeklerde 10-20 ng/ml olarak belirtilmistir. Bu degerlerin {izeri
hiperprolaktinemi olarak degerlendirilmektedir (Yarman 2016).
Hiperprolektinemi nedenleri;

— Hipotroidi

— Gebelik

— Laktasyon

— Kronik karaciger yetmezligi

— Kronik bobrek yetmezligi

— Stres

— Depresyon

— Hipoglisemi
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— Baz ilaglar (antidepresanlar, noroeliptikler, bazi hipertansifkler) ( Korfali ve Zileli
2010).

Tiimor gelisimi mekanizmasi hentiz bilinmemektedir. Embriyolojik gelisim sirasinda
etkilenen hipofizer laktotrop kok hicrelerinin, genetik mutasyonlarin ve sonrasinda gelisim
evresindeki ¢esitli faktorlerinde etkisiyle olusan prolaktin salgilayan hiicrelerdeki
kontrolstiz hiicre proliferasyonunun prolaktinomada tiimor gelisimine neden oldugu
disiiniilmektedir (Spada ve dig. 2005). Sekonder amonere, oligoamonere ve
hiperprolaktinemi tanisi ile bagvurmus hastalarin %15-20’sinde, infertiliteli ve galaktoreli
hastalarin %30’unda ve amonere —galaktoreli hastalarin %75’inde rastlanir. Erkeklerde en
stk libido azalmasi, erektil disfonksiyon gozlenir, jinekomasti ve galaktoreye nadiren
rastlanir. Makroprolaktinomalarda basiya bagli bas agrisi, gorme bozuklugu ve
hipopittitarizm bulgulart mevcuttur (Guyton ve Hall 1996).

2.2.10.2. Cushing Hastahg

ACTH salgilayan adenomlar tiim hipofiz adenomlarinin yaklasik olarak %10-15’ini
olusturur. Bunun neden oldugu hiperkortizolomi sonucu gelisen klinik tabloya ‘’Cushing
Hastaligi’> adi verilir (Yarman, 2016). Hastalik 3. ve 4. dekatlarda gorilir tedavi
edilmemesi durumunda mortalite oran1 %50 ‘ye kadar ulasir. Klinik bulgular arasinda
santral obezite, aydede ylz, supraklavikiiler bolgede ve ensede yag depolanmasi
gozlenmektedir. Cilt dokusunun atrofisine bagl ciltte incelme, mor renkli strialar, ylzde
plethore ve kolay morarma goérulir (Cizim 2.10). Sekonder kas giigstizliigii, yorgunluk
Ozellikle merdiven inip ¢ikmada proksimal miyopati goriilmektedir (Labeur ve dig, 2005).

Etkin bir ilag tedavisi olmadigindan primer tedavi olarak cerrahi uygulanmaktadir.

19



Cizim 2.10. Cushing hastaligna sahip kisilerde yiiz goriintiisii (a-b) Govde merkezli
obezite (c) ( Korfali ve Zileli 2010 ).

2.2.10.3. Akromegali

Akromegali bitylime hormonu (GH) hormonunun asir1 miktarda salinimi1 sonucunda
olusan bir hastaliktir. Prevalansi milyonda 40 ile 60 arasinda seyreder (Lugo ve dig. 2012).
Nadir olarak MEN-1, McCune Albright sendromu, ailesel Akromegali ve Carney
sendromu gibi genetik sendromlarla birlikte goriilmektedir. Hastaligin baglama evresi tani
arasinda gegen siire 6 ile 10 yil kadardir (Ertas 2008). GH yiiksekligi puberteden once
baslamissa gigantizme (devlige), puberteden sonra ise ilk belirtiler ellerde, ayaklarda ve
yumusak dokularda biiyiime, yUz gorunuminin kabalagmasi ve prognatizm, asir1 terleme,
halsizlik ve kilo artigidir (Cizim 2.11.). GH salgisi giin igerisinde siirekli degildir. Normal
erigkinde 3-4 saatlik aralarla pikler yapar, genclerde en yiksek pik derin uykunun
baslangicindan 60-120 dk. sonra bagslar. Akromegali tedavisinde kullanilan etkin ilaglar;
-Somastostain analoglari
-GH reseptor antagonisti

-Dopamin antogonistleri
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Cizim 2.11. Akromegali hastalarmin ellerindeki biiylime, yliz hatlarinda kabalagma,
prognatizm ( Korfali ve Zileli 2010 ).

Cizim 2.12. Gigantizm olgular1 ( Korfal1 ve Zileli 2010 ).

2.2.10.4. Gonadotrop Adenoma (Gonadotropinoma)

FSH ve LH salgilayan monoklonal adenomlardir. Sadece basi bulgulariyla ortaya
cikarlar. Cerrahi operasyonla alinan tiimoriin immiinohistokimyasal yontemle FSH ve LH
ile boyanmasiyla tabi konur( Korfali ve Zileli 2010 ). Cok sayida yapilan molekiiler
caligmalara ragmen patogenezi hala agiklanamamistir. Kendilerini ¢ogu kez klinik olarak
fonksiyonsuz adenom olarak ya da nadiren hiperfonksiyonel adenom olarak iki sekilde
belli ederler (Yarman 2016).
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2.2.10.5. Tirotrop Adenom

TSH salgilayan bu adenomlar tiim hipofiz adenomlarinin %2 ‘sini olusturur.
Genellikle makroadenom olup invaziv 6zelliklerine gore iyi benin yapidadir. Adenomdan
asirt TSH salinimi1 hem guatr hem de hipertroidi semptom ve bulgularina (¢arpinti, aritmi,
kilo kaybi, tremor, sinirlilik) yol agmaktadir. Diger taraftan da adenomun Kkitle basisina
bagl gorme alan1 defekti, kafa sinir felcleri ve bas agrist semptomlar: goriilmektedir
(Yarman 2016). Bu adenomlar daha ¢ok kadinlarda gozlenir ve agresif yapidadirlar tanisi
ve tedavisi zor olan adenomlardir. Primer tedavisi cerrahidir. Ameliyat sonras1 kardiyak
komplikasyonlar ve mortalite bu grupta sik goriilebilmektedir. Kontrol altina alinamayan

olgularda radyocerrahi ek olarak uygulanabilir ( Korfali ve Zileli 2010 ).

2.3. Non-Fonksiyonel Hipofiz Adenomlari

Hipofiz adenomlarinin yaklasik %25-30 ‘unu non-fonksiyonel hipofiz adenomlari
olusturmaktadir. Gonodotrop salgilayan adenomlarda klinik agidan benzerlik gosterdigi
icin non-fonksiyonel adenom olarak kabul edilmektedir. Erkeklerde ve genellikle
postmenopozal donemde olan kadinlarda daha siklikla goriilmektedir (Chanson ve
Brochier 2005). Non -fonksiyonel hipofiz adenomlarinin %40 ‘1 invazyon gosterirler. Sella
Tursikay1 asip sfenoid kemigin inferiorundan kavérndz siniisiin lateraline dogru g¢evre
dokulara yayilim gosterirler (Gallan ve dig. 2010).

Immiinohistokimyasal calismalar, molekiiler biyoloji teknikleri ve in vitro calismalar
sayesinde non-fonksiyonel adenomlarin daha detayli siniflandirilmasina olanak saglamstir.
Klinik olarak bakildiginda non-fonksiyonel adenomlar null cell adenomlar, sessiz
kortikotroplarin alt tipleri, onkositomalar gibi ¢esitli timor tiplerini igerir. Tedavi igin
transfenoidal cerrahi islemi uygulanir ve cerrahi islemden once hastalara mutlaka gérme
alan1 kontroll, hipofiz fonksiyonlarin degerlendirilmesi islemi ve ndrolojik muayene
yapilmas1 gerekmektedir (Minniti ve dig, 2007).

Cerrahi operasyonlar vaskiiler ve sinir yapilarina zarar verme nedeniyle risklidir.
Cerrahi operasyon sonrasinda timor kalintilardan tekrar tUmor olusumu goézlenebilir
dolayisiyla tekrar bir cerrahi midahale veya radyasyon terapisi gerekebilir. Bitin bunlar
hastada komplikasyon riskine sebep olur. Bazi makroadenomlar mikroadenomlarin
invazyon Ozelligine karsin yayilim gostermez. Genellikle preoperatif goriintiilemeler ve

bulgular adenomun invaziv olup olmadigin1 géstermektedir. Ayrica siipheli belirsizlik
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iceren durumlarda hasta uzun sireli gozetim altinda tutulur (Gallan ve dig. 2010).
Literatirde ACTH ile boyanan non-fonksiyonel adenomlar sessiz kortikotrop olarak
adlandirilmis ve ACTH ile boyananlarin prognozunun daha koti ilerledigi belirtilmistir
(Minniti ve dig. 2007) .

2.3.1. Non-Fonksiyonel Hipofiz Adenomlarinin Molekiiler Biyolojisi

Non—fonksiyonel hipofiz adenomlarinin %25-42 ‘sinde apoptozda ve hiicre
proliferasyonunda goérev alan C-MYC onkogeninin asir1 ekspresyonu goriilmiistiir.
C_MYC onkogeninin agresif tumorlerde gortilmesi ile hipofiz adenomunda
progresyonunda etkili olabilecegi diistiniilmektedir (Al-Shraim ve dig. 2004). Sessiz
kortikotroplarin mekanizmas: tam olarak ¢ozillememekle birlikte U¢ mekanizma ileri
striilmistiir. Birincisi POMC (pro-opiomelanokortin) anormal olarak translasyonu ve
translasyon sonrasi modifikasyonlari nedeniyle ACTH ‘i fonksiyonel olarak inaktif
olmasi. Ikinci mekanizma galectin3 ekspresyon diisiikliigiine bagli adenomdan ACTH
salinmasi, ligilincii mekanizma ise saliniminin diizensiz ve az olmasidir (Adriana ve dig.
2012). Hormon salgilamayan bu adenomlarin % 10’unda Gsp mutasyonu gozlenmistir.
GHRH reseptori/Gproteini/ Adenil-siklaz/ cAMP yolunda GTPazmutasyonu varsa c-AMP
yapimi durmaz. Hiicresikliisiinii kontrol eden siklin D1 ve D3 siirekli uyarilir. Rb
proteininin, fosforilasyonu sonucutranskripsiyon faktorii olan E2F serbest kalir ve hiicre
sikliisii G1’den S’e ilerler. Ayrica pRb ile birlesmesini engelleyen ras geni de uyarilir
(Gazioglu 2016). Non —fonksiyonel hipofiz adenomlarinda da PIK3CA
amplifikasyonlarina rastlanmis ve hipofiz adenomlarinda amplifikasyonlarin mutasyonlara
nazaran daha fazla siklikta gozlemlendigi 6ne siiriilmiistiir (Murat ve dig. 2012 ).

Histon olmayan kromatin proteinleri olan HMGA ‘lar (High Mobililty Group A)
hicre proliferasyonu, timoérégenez, apoptoz ve embriyogenez gibi siireglerde yer alirlar ve
non —fonksiyonel hipofiz adenomlarinda nadirende olsa asir1 ekpresyonu gozlenmistir
(Rostad 2012).PIK3CA mutasyonlar1 rekiirren ve agresif tiimorlerde daha fazla
gorilmektedir (Jiang ve Zhang, 2013). AIP (Aryl hydrocarbon receptor interacting protein)
FIPA hastalarinda tanimlanmis bir gendir ve tiimor baskilayic1 gorevindedir. AIlP
mutasyonu bulunan ailelerin adenomlarinda ¢ogunlukla GH, GH-PRL, prolaktinoma ve
%16 oraniyla non-fonksiyonel adenomlar olusturmaktadir. AIP gen¢ ve biylk timore
sahip kisilerde daha sik goriilmektedir. AIP mutasyonu non-fonksiyonel adenomlarda %2,4

oraninda gorilmektedir (Zhou ve dig. 2014).
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GADDA45 (Growth Arrest and DNA-Damage) ekspresyonunda azalma birgok kanser
tipinde gorilebilmektedir. Bu genin Uyesi ¢ genden biri olan GADD45G kanserlerde en
fazla inaktivasyonu gorilen gendir. Hipofiz tiimorlerinin %74 ‘inde bu genin
ekpresyonunda azalma gorilur ve non-fonksiyonel olanlarda fonksiyonellere gore bu genin
ekspresyonunda daha fazla azalma oldugu goriilmiistiir (Zhou ve dig. 2014). Maternally
Expressed Gene 3 MEG3 geni non-fonsiyonellerde ekpresyonunun saptandigi yeni bir
gendir. Ekspesyonun azalmasina sebep olan durum genin diizenleyici bolgelerinde ki
metilasyonlardir. Fonksiyonel adenomlarda bu genin ekpresyonunda bir degisiklik
gozlenmemektedir. PLAGL1 (Pleiomorphic adenoma gene-like 1) geninde ekspresyon
azalmasina non-fonksiyonel adenomlarin tiimiinde rastlanmaktadir ve bu azalmanin sebebi
olarak epigenetik faktorler disiiniilmektedir (Pagotta ve dig. 2000; Zhou ve dig. 2014).
SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1) geni hipofiz adenomlarinda tiimor baskilayici
olarak gorev almaktadir. Non-fonksiyonellerin % 86’sinde SOCS1 geninde promotor
metilasyonu goriilmiistir. ACTH ve GH salgiyan timorlerde ise daha az goriilmiistiir
(Zhou ve dig. 2014).

Hiicre dongiisiinde siklinler ve siklin bagl kinazlar 6nemli etkiye sahiptir. Siklin D
(CDK4) ve E (CDK2) kompleksleri G1/S fazmin progresyonunun diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. CDK ‘lar CDK inhibitorlerinde olusan mutasyon sonucu kontrolsiiz hiicre
bélunmesi meydana gelmektedir. Siklin D1 ve siklin E1 ekspresyonu hipofiz timérlerinde
artig gosterir ve siklin D1 ekspresyonun non-fonksiyonel adenomlarda daha fazla oldugu
gozlenmistir (Al-Shraim ve dig. 2004; Chunhui L ve dig. 2016; Jiang ve Zhung 2013
).CDK inhibitorlerinden pl6 metilasyonu hipofiz adenomlarindan non-fonksiyonel
olanlarda siklikla goziikiirken somototropinomalarda nadiren rastlamilmigtir (Jiang ve
Zhung 2013 ). MikroRNA’lar tek iplikli 19-22 niikleoid uzunlugunda, gen ekspresyonunu
posttranskripsiyonel sekilde diizenleyen kodlanmayan RNA molekiilleridir. Bunlar genleri
susturma, diger miRNA’larin olgunlagsmasini1 saglama ve mRNA translasyonunu arttirma
gibi Ozelliklere sahiptir (Ma ve dig. 2012). MiRNA ekspresyon degisikligi hipofiz
adenomlarinda tiimor ¢api, invazyon ve ter6potik cevap ile ilgili degisikliklere sebep
oldugu goriilmiistiir (Jiang ve Zhung 2013).

2007 yilinda yapilan GH, PRL, ACTH ve non fonksiyonel adenomlar arasinda
ekspresyon degisikligi gosteren 29 miRNA tanimlanmistir. Bu miRNA’lardan miR-23a ile
miR-23b ekspresyonlarinin GH ve PRL ‘de artmis ACTH ve non-fonksiyonellerde azalmis
oldugu gozlenmistir. Bu calismaya gore mikro ve makroadenom, tedavi gbren ve

gormeyen hastalar arasindaki fark miRNA’larin ekspresyon degisiklikleri ile ortaya
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konulmustur. Non-fonksiyonel hipofiz adenomlarmin miR-140‘mn ekspresyonunun
makroadenomlarda artis gosterdigi, miR148 ekspresyonunun ise tedavi goren hastalarda
tedavi gormeyenlere gore artis gosterdigi gortilmistiir (Bottoni ve dig. 2007). Weel Kinaz
mitozun gecikmesini saglayan timor baskilayici bir gendir. Yapilan bir calismada Weel
Kinaz ekspresyonunun GH sagilayan hipofiz adenomlari ile non-fonksiyonel adenomlarda
normal hipofiz adenomlarina gore azaldigi gozlenmistir. Non-fonksiyonellerdeki Weel
Kinaz ekpresyonun azalmasinin sebebi 3 miRNA’nin (miRNA 128a, miR-155, miR516a ,-
3p ) ekspresyonun artmasindan kaynaklandigi belitilmistir (Butz ve dig. 2010).
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Tez kapsaminda yapilan galismaya 2011-2017 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Norosiriirji Anabilim Dali’na bagvuran non-fonksiyonel hipofiz
adenomu tanist almis hastalar dahil edildi. Calismaya dahil edilen her hastadan goniillii
onam formu doldurmas: istendi ve Kocaeli Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
tarafindan onaylanan Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Raporu almarak
calismalara baslandi. Non-fonksiyonel hipofiz tanisi almis hastalarin Norosiriirji Anabilim
Dali hekimlerince cerrahi operasyon ile timorli dokulari alindi. Dokular 1,5 ‘luk
eppendorf tliplere konularak sivi azot ile boliimiimiize getirildi. Deney giinline kadar -80
C’de Tibbi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda saklandi. Deney grubu yaklasik 600
kadar hasta icerisinden PH, GH, PRL ve p53 degerleri pozitif, Ki-67 degeri %10’un altinda
olan 45 tumor dokusu ile sinirlandirildi kontrol grubu 8 normal hipofiz dokusundan

olusturuldu.

Cizelge 3.1. Deney grubu hastalarinin cinsiyet, yas gruplar1 ve ortalamalari

Tumor Grubu Kontrol Grubu
Hasta sayisi 45 8
Kadin 19 7
Erkek 26 1
Yas Ortalamas1 Kadin 49 45
Yas Ortalamasi Erkek 49 43
Yasi en biiyiik hasta yasi 76 62
Yasi en kiiciik hasta yasi 27 38

Gerec ve Cihazlar
» Derin Dondurucu Buzdolabi (-200C ) Argelik
» Derin Dondurucu Buzdolab1 (-80 C) Sanyo
» Nanodrop 2000 Spectrofotometer ThermoScientific
» Laminar air-flow Metisafe Class 11 Safety Cabined
» Hibridizasyon Firim
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Santrifuj Sigma

Vorteks Agilent 2100 BioAnalyzer

0.2-1.5 ml Eppendorf

RNA izolasyon Kiti RNeasy Mini Kit (QIAGEN )
Agilent Human miRNA Microarray (V4) Kit
Pens

FastPrep EP120 ThermoScientific

Agilent 2100 BioAnalyzer

Agilent Teknologies mikroarray cihazi

YV V.V V V V V V V V

Molekiiler Genetik uygulamalar1 i¢in gerekli diger sarf malzemeler

Bilgisayar Programlarn
» Ingenuity Pathway Analysis (IPA )
» Genespring Software versiyon 14.9

» Feature Extraction versiyon 9.5.1.1

3.1 Yontemler
Deney asamalari su sekildedir;
Dokudan RNA izolasyonu — RNA kalite kontrolii — ¢cDNA sentezi — cRNA sentezi —

Hibridizasyon — Isaretleme ve yikamalar — Mikroarray goriintii tarama — Veri analizi

3.1.1. Total RNA izolasyonu :

1-Toplanan dokular -80 °C ‘den ¢ikarildiktan sonra Green Beads tiiplerinin i¢ine her hasta
tek bir tiipe denk gelecek sekilde numaralandirilarak aktarildi.

2-Tiplerin i¢ine 1000 pl RLT buffer +p-mercapto (10ml RLT buffer +100 pl B-mercapto)
karigimindan konuldu. Tiipler Fast Prep cihazinda 6.programda 40 sn. kadar homojenize
edildi.

3-Homojenizasyondan sonra Green Beads tupleri buz kalibina yerlestirildi. TUpler
sogutmali santrifiijde +4°C’de 12.000g’de 5 dk. santrifiijlendi.

5-Santrifiij sonrasinda tekrardan buz kalibina yerlestirildi. Green Beads tlplerinin i¢inde
santrifiij sonrasi olusan sividan 600 pl alinarak numaralandirilan eppendorfa aktarildi.

Uzerine 600 ul %70’lik ethanol eklendi ve vorteks yapildi.
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6-Eppendorf i¢inde olusan mix asamali olarak RNeasy Mini Spin Column (pembe
kolonlardan ) stuizdirildl. Her iki asamada da 10.500g’de 30 sn. santrifiij edildi.

7-Yikama islemi i¢in 6rnekler temiz kolonlara aktarildi ve her bir filtreli kolon tipe 700 pl
RW1 buffer eklendi. 10.000g’de 30 sn. santriflij yapildi ve filtreler yeni kolona aktarildi.
Tekrardan her bir filtreli kolona 700 ul RPE Buffer eklendi ve 11.200g’de 30 sn. santrifiij
edildi. Filtreler temiz kolona aktarild1 ve iizerine 600 ul RPE Buffer eklendi 12.500g’de
2,5 dk. santriftj edildi.

8-Filtreler yeni bir kolona aktarilip bos olarak 10.000g’de 30 sn. santrifiij edildi. Daha
sonra tizerlerine 50 pul elution buffer eklendi ve 10.000g’de 1 dk. santrifuj ettikten sonra
dokulardan RNA elde edildi.

9-Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 Nanodrop Spectrofotometer’de ol¢iildii.
Nanodropta 6l¢iilen RNA degerlerinin 50 ng /ml Gzerinde ve 260/280 oranmi 2, 260/230
orani 1,8 deger araliklarinda oldugu goriildii ve ¢alismaya dahil edildi. RNA izolasyonu
yapilan Orneklerin RNA kalitesini 6lgmek i¢in BioAnalyzer islemi uygulandi.

BioAnalyzer asagidaki adimlardan olugsmaktadir;

3.1.2.BioAnalyzer islemi

1- Isleme baslamadan dnce Agilent 2100 BioAnalyzer cihazinin H,O ve RNase zap ile
temizligi yapildi. Agilent Technologies Electrode Cleaner mikro ¢ipin kuyucuklarina 350
Ml H20 yiiklenerek mikro ¢ip cihazina yerlestirilerek 10 sn. bekletildi. Sonrasinda baska bir
¢ipin kuyucuklara 350 pl RNase zap yiiklenerek cihaza yerlestirilir ve 1 dk. bekletilir. Bu
islem ile cihaz temizligi saglanmis olur.

2- Calismaya baslamadan Once Agilent RNA 6000 Nano Reagent Part I Kiti oda
sicakliginda yarim saat bekletilir. Kitin igerisinde bulunan RNA 6000 Nano Dye 1siktan
muhafaza edilmelidir.

3- Kitin igerisinde bulunan RNA Nano Jel’den 550 pl spin filtrelere pipetlenerek alindi.
1500 g’de 10 dk. santrifij edildi. 0,5 ml’lik tiiplere 65 pl olacak sekilde alikotlandi.
Hazirlanan jeller +4 °C ‘de muhafaza edilir. Jel-boya karisimi hazirlandi. NanoDye boya
10 sn. vortekslenerek 65 pl jel icerisine 1 pl ilave edildi. Hazirlanan soliisyon vorteks
edilip 13.000 ‘de 10 dk. santrifiij edilir ve 1 giin igerisinde kullanilmalidar.

4- Calismaya dahil edilecek orneklerin RNA 6l¢iim sonuglart 25-500 ng/ pl olmalidir. Bu

aralikta olmayan RNA 6l¢timleri i¢in diliisyon iglemi uygulanda.
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5- 0,5 ‘lik tiiplere RNA’lardan ve ladder ‘den 2 pl alimarak 70 °C’de 2 dk. sireyle
denatiirasyon islemi uygulandi.

6- Hazirladigimiz jel —boya karisimindan ¢ipin iizerinde bulunan *’G’’ harfi bulunan
kuyucuga 9 pl yuklenir ve istasyon ayarlandi.

7- Syringe kit icerisinde bulunan siringa istasyona resimdeki gibi takilarak siringanin
mandal1 en iist seviyeye getirildi ve siringa 1 pl ‘ye kadar ¢ekildikten sonra istasyon
kapatildi.

8- Siringa mandal kismina kadar resimdeki gibi yavas yavas itilir ve 30 sn. kadar
bekletildi. Siringa yavasga cekildi.

9- Daha sonra ¢ipin iizerinde bulunan diger ’G”’ kuyucuklarina da 9 pl jel —boya
karigimindan yiiklendi. Geriye kalan bos kuyucuklara 5 pl marker yuklendi.

10 —Mikrocipin sag en altta kalan kuyucuguna denatiire edilen Ladder yiiklenir ve denatiire
edilen RNA drneklerinden 1 pl yiklendi.

11- Mikro ¢ip Minishaker’da2400 rpm’de 1 dk. kadar santrifiij edildi.

12- Hazirlanan ¢ip BioAnalyzer cihazina yerlestirilip 2100 Expert programinda Assay file
okaryot total RNA secilerek program baslatildi.

13- Cihazda ki caligma sonlandiktan sonra analizler yapildi. RIN ( RNA integrity number )
degerleri 6-7 ‘den biiyiik olanlar deneye dahil edildi.

Izolasyonlar1 ve &lgiimleri yapilan 6rneklerden uygun olan non-fonksiyonel hipofiz
timorlii hastalar ve kontrol grubunu olusturan normal hastalarin RNA degerlerine
mikrolitresinde 200 ng. olacak sekilde diliie edildi ve pool olusturuldu. Pool yapilan RNA
orneklerininde Nanodropta 6l¢timleri yapildi ve BioAnalyzer ‘de kalite degerlerine bakildi
uygun olan pool 6rnekler amplifiye edildi. Bu islem icin Agilent lowlnput QuickAmp
Labeling Kit kullanildi. Sonrasinda ¢cDNA ve cRNA sentezi yapildi. ¢cDNA islemi
asagidaki gibidir;

3.1.3.cDNA sentezi

1- Agilent RNA Spike —In Kit , One color kitine gére spike mix hazirlandi. Pool yapilan
ornekler konsantrasyonlarina gore 1,5 mikrolitresinde 50 ng olacak sekilde diliisyonlar
yapildi.

2- Tiiplere spike mix’ten 2 ‘ser pl ornek dagitilir. Her ornek igin T7 primerden 0,8 pl

primer ve 1 pl nucleas free tiiplere dagitildu.
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3- Orneklerden total voliimii 5,3 pl olanlar 65 °C’de 10 dk. kadar inkiibe edilir ve 5 dk. buz
kalibinda bekletildi.

4- ¢cDNA mix ‘te 6rnek basina;

1l DDT

0,5 ul dNTP

1,2 pl RNase block mix affinity script enzim

80 °C’de 4 dk. bekletilen Prewarm 5x First Strand Buffer’den 2 pl

Olacak sekilde mix hazirlandi.

5- Hazirlanan mix’ten 4,7 pl her 6rnek igin dagitildi. Total volim 10 pl olan 6rnekler 40
C’de 2 saat ve 70 C’de 15 dk. Termal Cycler ‘de bekletildi. Bu islem bittikten hemen sonra
ornekler buz kalibina konuldu. cDNA elde edilmis oldu.

Deney igin protein kullanacagimiz igin cDNA’dan cRNA sentez edildi. cRNA sentez
islemi agagidaki gibidir;

3.1.4 cRNA sentezi

1- Mix i¢in 6rnek basina;

0,75 pl nucleas free water

5x trans buffer

0,1 ul DTT

0,1 pul NTP mix

0,21 pl T7 RNA polimerase blend ve 0,24 pl Cy3

Olacak sekilde boya hazirlandi.

2- Hazirlanan mix’ten 6 pl cDNA 6rneklerine dagitildi.

3- Ornekler 40 C’de 2 saat inkiibasyona birakilds.

Bu asamadan sonra piirifikasyon yapildi;

-84 pl nuclease free water eklenerek total volimii 100 pl olan 6rneklere 350 ul RLT buffer
ve 250 pl ethanol ile yikama yapildi.

-Ornekler RNeasy Mini Spin Column tiiplere aktarilir ve 4 C’de 13.000 rpm’ de 30 sn
santrifj edildi.

- Filtrede kalan RNA ‘lar 2 kez 350 ul RPE buffer ile yikanir ve 13.000 rpm’de 30 sn.
santriftj edildi.

-Bosaltilan filtreler soliisyon eklenmeden bos sekilde 4 C’de 13.000 g’de 1 dk. santrifij
edilir.
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-Santrifijden sonra filtrelere 30 pl RNase free water eklenerek 4 C’de 13.000 rpm ‘de
santriftj edildi.
-Orneklerin nanodropta dl¢iimleri yapilir. Niikleik asit ve Dyel degerlerine bakilarak Yield

degerleri ve spesifik aktivite hesaplandi.

. o . cRNA konsantrasyonu x 30ul
Yield degeri = wooy B = .. .mg

Yield degeri hesaplamasindan sonra ¢ikan sonug 1,65 mg ‘den biiyiik olmalidir.

Cy3 konsantrasyon x 1000 m

spesifik aktivite =
p f cRNA konsantrasyon

CRNA spesifik aktivite hesaplamasindan ¢ikan sonug¢ 6 mg ‘den biiyiik olmalidir.

3.1.5. Hibridizasyon

Hesaplamalar ve uygunluklar belirlendikten sonra pool érnekleri igin hibridizasyon
yapildi. Hibridizasyon islemi i¢in Agilent Gene Expression Hybridization Kit kullanildi.
Hibridizasyon islemi asagidaki gibidir;

1- Liyofilize 10x Bloking Agent icerisine 500 pl niiklease free water konulur ve vorteks
yapilir. 5 dk. boyunca 37 C’de bekletildi.

2- 1650 / pool konsantrasyon olarak 6rneklerin diliisyonlar1 yapildi. Totalde her biri 41,8
pl olan iki grup icerisinde RNA hibritlenmis oldu.

3- 11 pl Bloking Agent ve 2,2 ul 25 x fregmantasyon buffer érneklere ilave edildi.

4- 60 C’de 30 dk. inkiibasyon yapildi ve 6rnekler buz kalibina alindu.

5- 55 ul 2x Hyrpm ekleyip total volumu 100 pl olan 6rnekler 13.000 g ‘de 1 dk
santriftjlendi 6- Hibridizasyon firin1 65 C’de 10g ‘ye ayarlandi.

7- Agilent gasket slide‘ler aparata yerlestirildi ve orneklerin yiiklemesi yapildi.‘Agilent
oligonucleotide microarray’s ¢ip gasketin lizerine kapatildi.

8-Hazirlanan ¢ip aparat 65 C’de hibridizasyon firinindan c¢ikarilarak yikama islemi

gerceklestirildi.
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Yikama;

1-Wash 1 ve Wash 2 soliisyonlarinin igine 2 pl Triton X-102 eklendi. Yikama islemine
baslamadan 6nce wash 2 soliisyonu 37 C’de, wash 1 solisyonu oda sicakliginda bekletildi.
2- Cip 37 C’de inkiibator igerisindeki wash 2 sollisyonunda 1 dk. bekletildi.

3- Sonrasinda asetonitrilde 10 sn. kadar ve drying solisyonda 30 sn. bekletildi.

Yikama islemi tamamlanan ¢ip diskin igerisine yerlestirilip tarama cihazina goriintiileme

icin konuldu.

3.1.6. Mikroarray Gorunti Tarama

Yikamas1 yapilan ¢ip ‘agilent’ yazisi {ist tarafta kalacak sekilde diskin igerisine
yerlestirildi ve tarama cihazinda goriintiileme islemi gerceklestirildi. Agilent Technologies
tarama cihazina ¢ipin oldugu disk yerlestirildi. Bilgisayarda Agilent Scanner programi
acilarak cihaz ile baglantilar1 kontrol edildi. Gerekli formatlar secilerek Scanner hazir hale

getirildi ve cihaz tarama islemine baslatildi. Formatlar asagida gosterildigi gibidir:

Cizelge 3.2. Tarama Cihazi Formati

Scan Region Scan Area

Scan Resolution 5

5um Scanning Mode Single Pass

Extending Dynamic Range Selected

Dye Channel Gren

Green PTM XDR Hi %100
XDR Lo %10

3.1.7. Ekspresyon Analizi

Sayisal sonuglar; 014850 D F 20060807 sistemi, GE1-v5_95 Feb07 protokoll ve
GE1_QCM Feb07 QC metrik set kullanilarak Feature Extraction versiyon 9.5.1.1. ile elde
edildi. Tiimdrlii dokular ve normal dokular arasindaki diferansiyel eksprese olan genleri
(DEGs) elde etmek icin GeneSpring Software versiyon 14.9 (Agilent Tecnologies, Santa
Clara, CA) kullanildi. Diferansiyel eksprese olan genler; T-testi istatistiksel analizinde
kullanilan sinyal ses orant ve P-degeri <0.05 olarak kullanilan veriyi filtreleyerek

tanimlandi. Ekspresyon kat sayis1 degisimi >2.0 esik degeri olacak sekilde ayarlandi.
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3.1.8. Gen A1 ve Yolak Analizleri

Gen aglan ve ilgili yolaklar Ingenuity Pathway Analysis (IPA) yazilimi (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA) kullanilarak saptandi. ““Homo Sapiens’’ ve “’direkt
etkilesimler’’ segilerek ‘core analysis’ yapildi. Anahtar genler, ag topolojisinde diigiimlerin

etkilesim derecelerinin degerlendirmesi yapilda.
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4. BULGULAR
4.1. Ekspresyonu Degisen Genler

Normal hipofiz dokulariyla non-fonksiyonel hipofiz 6rneklerinin GeneSpring’ de
ekspresyon kat sayist degisimi >5.0 esik degeri olarak Kiyaslanmasi sonucunda toplamda
2698 ekspresyon degisikligi gosteren gen tanimlandi. Bunlarin 270’1 ekspresyonu artmis,
2428’1 ekspresyonu azalmis olarak bulundu. Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.” de sirasiyla en
onemli 10 ekspresyonu artmis ve ekpresyonu azalmis olan genler kat sayisiyla birlikte
gosterilmistir. EKspresyonu en ¢ok artan genler; CASKINZ2, EIF3M, TRIM13, LAMTORS,
C20rf80, MIAT, HOXB6, DNAJC21, BRINP3, CD86. Bunlarin yaninda ekspresyonu en
cok azalan genler ise sunlardir; SI00A7A, LU2P1, GAL, WIF1, THAP9, HLA-DQBI,
PMAIP1, NLRP1, PPP1R17,WDFY4.

Cizelge 4.1. Ekspresyonu en ¢ok artan 10 gen

Gen Kat Sayis1
(Fold Change)
CASKIN2 1062,083
EIF3M 120,864
TRIM13 74,223
C20rf80 48,515
MIAT 46,958
HOXB6 43,885
DNAJC21 43,867
BRINP3 39,510
CD86 32,322
LAMTORS5 27,381
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Cizelge 4.2. Ekspresyonu en ¢ok azalan 10 gen

Gen Kat Sayis1
(Fold Change)

S100A7A 1819,319
LUZP1 147,154
GAL 125,265
THAP9 119,628
HLA-DQB1 117,179
PMAIP1 105,681
NLRP1 100,861
PPP1R17 100,720

WDF74 97,942

WIF1 97,187

4.2. Protein-Protein Etkilesimi Ag1 Analizi

IPA, insan tiiriinde diferansiyel eksprese olan gen agi etkilesimlerini ve dogrudan
etkilesimlerini diizenler. Cizelge 4.3.’de ilk 5 gen ag1 ve fonksiyonlar: listelenmistir.
Kalitimsal bozukluk, organ yaralanmalar1 ve anormallikler, hicresel hareketler ile iligkili
olan genlere ait Gen ag1 (gen ag1 1), en 6nemli gen ag1 olarak tespit edildi (Cizim 4.1.).
Gen ag1 diigiimlerinin etkilesim derecelerini degerlendirerek CCND1 merkez gen olarak
tanimlandi. Diger merkez genler ise; gen ag1 2 (Cizim 4.2.)’de SOX2, POUSF1, GATA4,
gen ag1 3 (Cizim 4.3.)’de NUPR1 ve HNF1A, gen ag1 4 (Cizim 4.4.)’de BRCAL, gen ag1 5
(Cizim 4.5.)’de FOXAL olarak tanimlandi. Nikotin degredasyonu Il, Hepatik Fibrozis/
Hepatik stellat hiicre aktivasyonu, Bupropion degredasyonu, Nikotin degredasyonu IlI,
Melatonin degradasyonun slperyolagi IPA kullanilarak tanimlanmig en 6nemli standart
yolaklardir (Cizelge 4.4.). Bunlarin arasindan Nikotin degredasyonu II yolagi en anlamli

yolak olarak belirlendi.

35



Cizelge 4.3. IPA ile saptanan en 6nemli 5 gen ag1 ve fonksiyonlart.

Gen ag1 kodu Sebep olan hastaliklar ve diizensizlikler

1 Kalitimsal bozukluk, oOrgan yaralanmalari ve anormallikler, hicresel
hareketler

5 Embriyonik gelisim, organizma gelisimi, kardiyovaskiler sistem gelisimi
ve fonksiyonu

3 Gastrointestinal hastaliklar, hepatik sistem hastaliklari, karaciger kolestazi

4 Hiicresel hareketler, embriyonik gelisim, organizma gelisimi

5 Hicre dongusu, gen ekspresyonu, embriyonik gelisim

GFAP

SPARCL1

/ | ‘ r ; /____;HMEIH;___
| estrogén re@aplor \ TKITLG
| ol \\

—~ |

KAZN /

- [
|
v )

KIT|

Cizim 4.1. Kalitimsal bozukluk, organ yaralanmalar1 ve anormallikler, hiicresel hareketler
ile ilgili gen Ag1 (Gen Agi Kodu 1)
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EPHA2

(PAXe)

PTPRB

GATA4 ‘\GOLI&M

MSR{ ¢ DLX4
"\__.“ JQEé
. _ ES
FGF2
GATADEA BMPY HSPB7
TNFRSF21
\\/

Cizim 4.2. Embriyonik gelisim, organizma gelisimi, Kardiyovaskiiler sistem gelisimi ve

fonksiyonu ile ilgili gen ag1. (Gen Agi Kodu 2)
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F7 >
<GS

LoC100133315

Cizim 4.3. Gastrointestinal hastaliklar, hepatik sistem hastaliklari, karaciger kolestazi ile

ilgili gen ag1. (Gen Ag1 Kodu 3)
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DEFB10FADEFB1038

ICOSLGILOC10272399%

CCRY

NFKB (corpiex)

Cizim 4.4. Hucresel hareketler, embriyonik gelisim, organizma gelisimi ile ilgili gen agi.
(Gen Ag1 Kodu 4)
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SMOOTH MUSCLE ACTIN

NpoAs————HoTcH

SFRR1

Cizim 4.5. Hiicre dongusi, gen ekspresyonu, embriyonik gelisim ile ilgili gen agi. (Gen
Ag1 Kodu 5)
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Cizelge 4.4. IPA kullanilarak tespit edilen en énemli 5 temel yolak

Yolak p-degeri | Molekuller

Nikotin degredasyonu Il | 4,53E-06 | |ALOX1, |CYP19A1 |CYP1Al |[CYP2A6, |CYP2F1
|CYP2J2|CYP3A4|CYP3A5|CYP3A7 |CYP4B1|FMO2
lFMO3 |[FMO5 |UGT2A3 |UGT2B7 | UGT2B10

Hepatik Fibrozis/ 9,72E-06 | |AGTR1, 1BAX, |CCL2, |CCL5, |CCR7, |COL13A1,

Hepatik stellat hiicre |COL1Al1l, 1COL25A1, |COL27Al1l, 1COL2A1,

aktivasyonu JCOL3A1, |COL4A5, |COL4A6, |COL8BA1L, |COLY9AS,
ICTGF, |CXCL9, |CXCR3, [FAS, |FGF2, |FLT4,
JIGF2, |IL1R1, |ILRA, |KDR, |LAMAL, |LBP, T1LEPR,
ILHX2, |[MYH8 , | MYH13, |[MYL4, |PDGFRA,
LVEGFA

Bupropion degredasyonu | 8,66E-05 | |CYP19A1, |CYP1Al, |CYP2A6, |CYP2F1, |CYP2J2,
ICYP3A4, |CYP3A5, |CYP3A7, |CYP4B1

Nikotin degredasyonu Il | 9,70E-05 | |ALOX1, |CYP19A1 |CYP1Al |CYP2A6, |CYP2FI
JCYP2J2|CYP3A4|CYP3A5|CYP3A7 |CYP4B1|FMQO2
lFMO3 |FMO5 |[UGT2A3 |UGT2B7 | UGT2B10

Melatonin 1,26E-04 | |[CYP19A1 |CYP1Al |CYP2A6, |CYP2F1, |CYP2J2,

degradasyonun ICYP3A4, |CYP3A5, |CYP3A7, |CYP4B1, TMAOB,

sliperyolagi JSULTI1B1,|SULT2A1, UGT2A3, |UGT2B7, |lUGT2B10

1, up-regiile; |, down-regile
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5 TARTISMA

Non —fonksiyonel hipofiz adenomlarinin yaklasik %40°1 invazyon o6zelligi gosterir.
Calismamizda gen ekspresyonu ve timor olusumu arasindaki iliskiyi saptamak ve
ekspresyon degisikligi gosteren genleri tespit etmek icin 45 timor 8’i normal hipofiz
dokusu karsilastirildi. Yapilan gen ekspresyonu mikroarray deneyleri sonucunda 2698
genin ekspresyonunun degistigi saptandi. Bu 2698 gen arasindan 270 ‘inde ekspresyonun
arttigl, 2428’inde ekspresyonun azaldigi saptandi. Ekspresyonu en ¢ok artan gen
CASKIN2, ekspresyonu en ¢ok azaldigi gen SI00A7A oldugu tespit edildi. PPE aginda
anahtar molekiiller sunlard;; CCND1, POU5SF1, GATA4, SOX2, HNF1A, NUPR1, BRCA,
ve FOXAL

Siklin D1 (CCNDI), hiicre dongiisiinlin isleyisinde hizlandirict rol oynayan ve
onkogenik aktivite gosteren benin ve maling neoplazilerde ekpresyonu artan Dbir
molekiildiir. CCNDI’in ekspresyonunda artis olmasi ile hiicresel proliferasyon,
proliferasyon belirteci, ki67, tiimor evresi ve agresif biyolojik davranis arasinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edilmistir. (Chen 2011) Daha 6nce benin ve maling neoplazilerde
CCNDI geninin ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalara géore CCNDI1
geninde ekspresyon artig1 kotii prognoza isaret etmektedir. Hipofiz timorlerinde Siklin D1
ve siklin E1’in ¢ok az eksprese oldugu saptanmistir. Normal hipofizde ise D1 ve siklin E1
‘in ¢ok az ekspresyon gosterdigi saptanmistir (Chunhui 2016). 2000 yilinda Jordan ve
ark.’nin 75 hipofiz adenomunda immiinhistokimyasa calismalar1 ile agresif tiimorlerde
siklin D1 boyanmasinin daha fazla oldugunu gostermislerdir (Jordan ve ve dig. 2000).
Hiicre dongiisii progresyonunda siklinler 6nemli bir gorev iistlenmislerdir ve siklinlerde
meydana gelen mutasyonlar aktivitelerini bozarak kontrolsiiz bir hiicre ¢ogalmasina
sebebiyet verirler. Invaziv adenomlarda siklin D1 (CCND1) geninin amplifikasyonlarina
non-invaziv olan adenomlara gore daha cok rastlanmaktadir (Al-shraim ve dig.2004).
Calismamizda invaziv olan tiimdr grubunda ve kontrol grubuna gére CCNDI1 geninde
ekspresyon artig1 saptanmistir. Bu sonuglara gore CCND1 invaziv non-sekretuar hipofiz
adenomu tanisi ve tedavisinde molekiiler biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

POUSF1 POU gen ailesi grubunda yer alip insan embriyonik ve germ
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Bu genin ekspresyonunun farklilagma sirasinda

azaldig1 belirtilmistir (Pesce ve dig.1998). Yapilan g¢alismalar, POUSF1'in pluripotent
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potansiyele sahip veya gelisebilen hiicreleri diizenleyerek farklilasmada bir ana merkez
olarak islev gordiigiinii gostermektedir. Bu genin transkriptlerinin geng ve yetiskin
insanlarin testikiiler germ hiicrelerinde bulundugu tespit edilmistir (Palumba ve dig.2002).
POUSF1 geninin benin tiimdrlerde de eksprese oldugu saptanmistir (Palumba ve dig.2002).
POUSF1 varligini kanitlamak i¢in yapilan MRNA analizleri ve immdinohistokimyasal
caligmalarda seminomlar ve embriyonal karsinomlarda pozitif niikleer boyama saptanmus,
tiimor olmayan hiicrelerde negatif boyanma gosterilmistir. Benzer boyanma 6zelligi beynin
germ hiicre kaynakli tiimorleri olan ganodoblastomlar, germinomlar1 ve embriyonel
karsinomalarinda da tespit edilmistir (Leendert ve dig.2003). Bu veriler, farelerde yapilan
daha onceki bulgularla uyumlu olup, POUSF1’in gergekten embriyonik kok hiicreler ve
germ hdcreleri icin bir belirteg¢ oldugunu ve ekspresyonun farklilasma ve olgunlagsma
tizerine etkili oldugunu gostermistir (Pesce ve dig.1998). POUSF1 baglanma bolgeleri
fibroblast biiyiime faktorii 4 (FGFR4) ve trombosit kaynakli bliylime faktorii reseptorii gibi
genlerde tanimlanmistir (Kraft ve dig.1996). Hipofiz adenomlarinda FGFR4 onkogenleri
ve onlarin reseptorlerinin hipofiz adenomlarinda anjiyogenez, gelisim, mitogenez ve ya
timordgenez gibi olaylarla iliskili oldugu bilinmektedir (Dworakowska ve Grossman 2012,
Calis ve dig. 2001). Calismamizda POUSF1 geninin timor grubunda kontrol grubuna gore
azalmis oldugu saptandi. Sonuglarimiz POUSF1’in non-fonksiyonel hipofiz adenomunda
tiimorogenez siirecine etki eden dnemli bir molekiil oldugunu desteklemektedir.
Ganodotropin salimim hormonu geni olan GATA4 organogenez, farklilagma,
cogalma ve apoptoz dahil olmak (zere hucredeki bircok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde gorev almaktadir (Perlman ve dig. 1998, Koutsourakis ve dig. 1999).
GATALI, 2 ve 3 sinir sisteminin gelisimi ve hematopoetik hiicre gelisiminde rol oynar.
Buna karsilik GATA4, 5 ve 6 oOzellikle kalp, yumurtalik organogenezinde ve ekstra
embriyonik dokularin geligsiminde rol oynar. Noronlarin farklilasmasinin diizenlenmesinde
GATA4 in etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan bir transgenik fare glioma modeli
calismasinda GATAG6 yeni bir timdr baskilayici gen olarak kesfedilmistir. GATA6 nin sik
goriilen ve kot prognoz ile seyreden sinir sistemi timoru glioblastoma progresyonunda
yer aldig1 bilinmektedir. (Kamnasaran ve dig. 2007). GATA4 ve GATA6’nin merkezi sinir
sisteminde benzer doku ekspresyonu sekillerine sahip olmast GATA4 ‘“linde glioblastoma
progresyonunda etikili oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan calismalar GATA4’{in
proliferasyonun negatif yonde apoptozun pozitif yonde diizenlenmesinde islevsel rolii
oldugu tespit edilmistir (Agnihotri ve dig. 2009).Yukaridaki bilgiler ¢alismamizdaki benin

karekterli non fonksiyonel hipofiz adenomunda GATA4 ekspresyonunun azalmis olarak
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bulunmasint  desteklemektedir. GATA4 non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinin
prognozunun belirlenmesinde kullanilabilcek bir molekdler belirteg olabilir.

SOX2 geni bir transkripsiyon faktort olup HMG-box (High Mobililty Group A)
gen ailesi tyesidir. SOX2 hicre ici olaylarda 6nemli rol oynar bdylece hicrenin gelisimini
dizenler (Sarkar A ve Hochedlinger, 2013). SOX2 kok hicrelerin pluripotensinin
korunmasinda rol alan o6nemli bir transkripsiyon faktoriddr. Sinirsel indiksiyonun
baslatilmasi ve sinirsel farklilasma boyunca kok hiicre 6zelliklerinin korunmasinda rol alir
(Aota ve dig.2003). Son yillarda yapilan ¢alismalar SOX2 geninin kolokteral kanserler ve
diger tip kanserlerde de anormal eksprese oldugu, bu genin ekspresyonunun yiiksek timor
derecesi ve BRAF mutasyonu ve kotii prognozla iliskili oldugu saptanmistir (Lundberg ve
dig.2013). SOX2 geninin ayn1 zamanda, pankreas, servikal, bas, boyun skuamoz hiicreli
meme karsinomu ile de iliskili oldugu tespit edilmistir. Yumurtalik kanserinde SOX2
geninin ekspresyonu benin, borderline ve maling yumurtalik tiimérlerinde artmis oldugu
saptanmistir (Pham ve dig. 2013, Lundberg ve dig. 2013). SOX2 geni ndrogenez ve
gliogenezde rol oynar (Tanaka ve dig.2014). 2014 yilinda Weina ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir arastirmada SOX2 ve rol aldig1 kanserler toplanmistir. Buna gére SOX2’nin
hiicre ¢ogalmasi ve biiyliimesinde, apoptoziste, hiicre goclinde, ilag direncinde, invazyonda,
timorogenezde ve tiimdr metastazinda rol aldigi gosterilmistir (Weina ve dig. 2014, Liu
2013) SOX2 geninin maling gliomlarda ekspresyonunun asiri arttigi tespit edilmistir
(Schmitz ve dig. 2007, Berezovsky ve dig. 2014). Yapilan bir bagka c¢aligmada astrosit
hicre belirteci olan “Glial Fibriler Asidik Protein” eksprese eden hiicrelerin ayn1 zamanda
asirt SOX2 eksprese ettikleri de gozlenmistir. Ayni artisin medullablastom ya da
pineablastom gibi beyin tiimorlerinde olmadigr saptanmistir (Phi ve dig. 2008). Raica ve
ark.’nin 2012 yilinda 34 hipofiz adenomu hastasinda gerceklestirdikleri immiinhistokimya
caligmalarinda SOX2 geninin farkli hipofiz adenomu tiirlerinde farkli ekspresyon profili
gosterdikleri saptanmistir. SOX2’nin daha ¢ok hormon salgilayan hipofiz adenomu
tiirlerinde eksprese oldugu non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinda eksprese olmadigi tespit
edilmistir ( Raica ve dig. 2012). Caligmamizda biz de SOX2 ekspresyonunu timor
grubunda kontrol grubuna gore azalmis bulduk. Timdrogenezde dnem arzeden SOX2 geni
non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinin tanisinda kullanilabilecek aday bir gen olabilir.

NUPR1 (Nuclear Protein 1) ya da p8, coml olarak adlandirilan genler akut
pankreatit sirasinda sican pankreasindan sonra meme kanseri hiicrelerinde ekspresyonu
artan gen olarak tespit edilmistir. Stres faktoriinden ve cevresindeki konak¢r mikro

ortamdan etkilenen bir molekildir. NUPR1 geni meme, tiroid, beyin ve pankreas gibi
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kanser tlrlerinde metastaza sebep olarak malinitelerin ilerlemesine sebep olur. NUPR1
geni meme ve pankreatik kanser hiicrelerinden kemoterapik ilaglara karsi etki gosteren,
apoptozu engelleyen timor hiicrelerini dengesiz hale getiren bir gen olarak tanimlanmaistir.
Bununla birlikte prostat kanserinde timor baskilayict gorevi oldugu tespit edilmistir.
Yapilan c¢aligmalarda NUPR1 geninin insan glioma dokularinda ekspresyonunun arttigi
tespit edilmis ve bu genin gliomali hastalarin teshisi ve prognozu konusunda biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir ( Jun Li ve dig. 2016). Onceki ¢alismalar, NUPR1'in
ekspresyon diizeylerinin meme kanseri, tiroid kanseri, akciger kanseri, karaciger kanseri,
pankreas kanseri, mesane kanseri ve uterus kanseri gibi ¢esitli tlimoérlerde tiimor
proliferasyonu, gocli ve prognozuyla iligkili oldugunu ortaya koymustur (Hamidi ve
dig.2013, Guo ve dig. 2012, Du P ve dig.2013 ). Hipofiz adenomlarinda NUPR1 geni
hiicrenin hiicre dongiisii kontrol noktalarindan ge¢mesine yardim eder ve bdylece genetik
hasara sahip olan hiicrelerde kontrol noktalarindan gegerler sonu¢ olarak genetik hasarl
hiicrelerin ¢ogalmasina ve birikmesine neden olur (Mohammad ve dig. 2004, Ito ve dig.
2003). Yapilan c¢alismalarda farelerde NUPRI1 genin ekspresyonunun azalmasi timor
olusumunu geciktirmis ve NUPRI1 ‘in ekspresyonunun rediikleyici etkisi ile timor
olusumu arasinda paralellik oldugu saptanmistir. NUPR1 geninin gelismekte olan bir
hipofiz bezinde eksprese oldugu fakat yetigkinliklerde ekspresyonun s6z konusu olmadigi
belirtilmistir. Mohammed ve ark.’nin yaptig1 in vivo ve in vitro bir ¢alismada NUPR1’in
hipofizdeki tlimoéregenezi incelenmistir. Calisma sonucunda NUPR1’in Liitenizan
hormonunu asir1 eksprese eden farelerde hipofiz adenomlarinda ekspresyon degisikligi
gosteren genler arasinda oldugu bildirilmistir (Mohammad ve dig.2004). Bu nedenle
NUPR1 geninin hipofiz timorii olusumu ile direkt olarak baglantisinin  oldugu
gosterilmistir (Mohammad ve dig.2003). Calismamizda NUPR1 geninin ekspresyonu
tiimdr grubunda kontrol grubuna gore azalmis olarak bulundu. Bu sonu¢ NUPR1’in non-
fonksiyonel hipofiz adenomlarinin tiimérogenezinde rol oynadigint ve tiimérogenezin bu
adenom grubunda yavas ve benin karekterde ilerledigini gostermektedir.

BRCAL1 tiimor baskilayic1 bir gen olup DNA onarim siireglerinin aktivasyonunu
saglayarak hiicresel strese cevap verir. BRCA genlerinin germline mutasyonlari bireylerin
meme ve yumurtalik kanseri gelisimi gdstermesine ayrica pankreatik ve prostat kanseri
dahil bir ¢ok kanser tiiriinde gelisim gostermelerine sebep oldugu belirlenmistir (Zweemer
ve dig. 2000, Gallahger ve dig. 2010). BRCA 1 ve 2 ‘nin ayrintili ¢aligmalari bu
proteinlerin  kromatin yeniden modelleme, transkripsiyon kontroll, hicre dongusu

diizenlenmesi ve DNA onarim siireclerini kontrol etmek igin birgok farkli organda rol
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oynadigimi gostermistir (Orban ve Olah 2003). BRCA1, farkli hiicre bélmelerindeki ¢esitli
hiicresel fonksiyonlari diizenler. Hiicre dongiisiiniin S faz1 veya genotoksik stres sirasinda,
fosforile BRCAT1 niikleusa translokasyon yapar ve DNA hasarli onarim siireglerini, DNA
replikasyonunu, gen transaktivasyonunu ve ayrica X kromozom inaktivasyonunu diizenler
(Jasin 2002, Ganesan ve dig.2002). Hiicrenin sitoplazmasinda mitotik hiicre bdliinmesini,
hicre iskelet sisteminin yeniden dizenlenmesini, apoptozu ve mitokondrial genom
onarimini diizenler. (Deng ve dig.2000). BRCAL geni hucresel blyime ve proliferasyon
ile iligkilendirilmistir. Bu genin devre dis1 kalmasi durumunda agirlikli olarak meme ve
yumurtalik kanseri hucrelerinin  ve maling meme hiicrelerinin biiyiidiigii gézlemlenmistir
(Thomson ve dig.1995). BRCALI, p53, ER-a, c-Myc, STAT1, CtIP ve ZBRK1 gibi ¢oklu
kopyalama faktorlerinin yani sira RNA polimeraz II ile etkilesime girdiginden, BRCA1'in
transkripsiyonel regiilasyonda kritik bir rol oynadigi agiktir (Wang ve dig.1998, Zhang ve
dig.1998). BRCA mutasyon tastyicilar1 fallop tlip kanseri, melanom, endometriyal,
pankreas, prostat ve kolorektal kanser gibi diger maligniteler i¢in de risk altindadir
(Thompson ve Easton 2002). BRCA1’in glioma hastalarinin sag kalimi igin negatif bir
prognostik faktor oldugu belirtilmistir (Mullan ve dig.2006). Tiimor baskilayic1 genlerde
meydana gelen degisiklikler hipofiz adenomu gelisimi ile iliskilendirilmistir. Agresif PRL
adenomlarinda BRCA1 ekspresyonunun arttigi saptanmigtir (Wierinckx ve dig. 2011).
Yapilan ¢aligmalarda pl16 geninin hipofiz adenomlarinda belirgin sekilde ekspresyonun
azaldigi ve timor siipresor gen i¢in aday olabilecegini tespit etmistir. pl6 geninin
ekspreyonunun azalmasinda hipermetilasyon mekanizmalarinin etkili oldugu ve bir¢ok
primer timorin bu mekanizma ile gerceklestigi saptanmustir.(Franklin ve dig. 1998,
Herman ve dig.1995, Merlo ve dig. 1995, Shapiro ve dig. 1995). Simpson ve arkadaglar
non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinda immunoistokimyasal analizle p16 geninin birinci
egzonunda cg hipermetlasyonu saptamig ve protein ekspresyonu kaybini bu durumla
ilskilendirmislerdir. (Simpson ve dig. 1995). Calismamizda BRCA1’in ekspresyonu tumor
grubunda kontrol grubuna gére azalmis oldugu saptandi. BRCA1’in gen ekspresyonunun
azalmas1 hipermetilasyon mekanizmasi ile gerceklesmis olabilir. Bunun ig¢in ileri
metilasyon deneylerinin yapilmasi onerilmektedir. Sonuglarimiz BRCA1 tiimoér baskilayic
geninin non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinin tiimérogenezinde rol oynadigini ve non-
fonksiyonel hipofiz adenomu tanisinda belirte¢ olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
Hepatosit niikleer faktor 1 alfa (HNF1A) bobrek ve karacigerde eksprese olan ve
bircok genin dizenlenmesinden sorumlu olan bir transkripsiyon faktoriduir (Chi ve dig.

2002). HNF1A geni HNF sinifi bir homebox ailesi Gyesidir. Fibrinojenin alfa ve beta
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zincirinin ve alfal- antitripsinin karaciger spesifik ekspresyonunda etkili oldugu ve rol
aldig1 bilinmektedir (Courtois ve dig. 1987). HNF1A nin fonksiyonel alt birimlerinden
olan DNA baglanma domeyninde HNF smifinin karakteristi§i olarak POU domeyni
bulunmaktadir. POU ailesi tiyeleri bir¢ok fonksiyonu etkilemektedir. Ancak bu
fonksiyonlarin hepsi néroendokrin sistem ve gelisim ile ilgilidir. Baz1 homebox genlerinin
ekspresyonunun artmasi ya da azalmasi ileriki yaglarda belirli kanser formlar1 ile
iliskilendirilmistir (Holland ve dig. 2007). Mikrosatellit kararsizligi olan kolorektal
kanserde ve endometrial kanserlerde HNF1A geninin mutasyonlar: tespit edilmistir. Bu,
HNF1A geninin bagisiklik, inflamatuvar cevap ve protein katlanmasinin yani sira hiicre
biiyiimesi ve farklilasmasinin  diizenlenmesi yoluyla kanser gelisiminde rol
oynayabilecegini diislindiirmektedir. HNF1 homeobox A (HNF1A) karaciger spesifik
genlerin ekspresyonunda islev goren bir transkripsiyon faktOrii proteinini kodlayan bir
gendir. Kolon kanseri, karaciger kanseri ve cilt kanseri gibi kanserlerde, yanlis anlamli
mutasyonlar, anlamsiz mutasyonlar, sessiz mutasyonlar, ¢er¢ceve kaymasi delesyonu ve
insersiyonlar1 ve gergeve i¢i delesyonlar1 ve insersiyonlar1 gozlemlenir. Pankreas kanseri
kok hiicrelerinde HNFIA geninin transkripsiyon faktorii oldugu saptanmistir. HNF1A
geninin ekspresyonunun artmasi ile pankreas kanseri kok hiicre sayilarinda artis oldugu
gozlenmigtir. HNF1A geninin ekspresyonun artmasi ile tiimoér olusumunun paralellik
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan pankreatik duktal adenokarsinom calismalarinda
HNF1A geninin transkripsiyonel regiilator ve onkogen oldugu ileri siiriilmiistiir. (Abel ve
dig. 2017). Yapmis oldugumuz ¢alismada timor grubunda kontrol grubuna gére HNF1A
geni ekspresyonunun azaldigimi saptadik. Literatirde HNF1A geni ve non-fonksiyonel
hipofiz adenomu iligkisiyle ilgili calisma bulunmamaktadir. Calismamizdan ¢ikan sonuglar
HNF1A’ nin non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinda tiimér baskilayici gen olarak gorev
aldigi  diisiindiirmektedir. Bunu destekleyecek ileri molekiiler calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

FOXAL forkhead box gen ailesine ait bir transkripsiyon faktortdir (Augelle ve
dig.2011). Direkt olarak androjen reseptoriine baglidir ve prostata 6zgli genlerin
transkripsiyonunu diizenler (Gao ve dig.2003). FOXA1 ayrica meme kanserinde 4strojen
sinyalizasyonuna katkida bulunur ve luminal alt tip ve iyi prognoz ile iligkilendirilmistir
(Badve ve dig.2007). Kolon, akciger, tiroid, 6zofagus kanseri ve prostat kanserinde artmis
FOXAL geni ekspresyonu gozlenmistir (Lin ve dig.2002 ). Prostat gelisimi ve androjen
regiilasyonu ile iligkili FOXA1, FOXAT1'in Prostat kanseri progresyonuna nasil katkida

bulundugu mekanizmasi, 6zellikle Prostat kanserinde FOXAl'e bagimli hedef genlerin
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regulasyonu  nispeten  bilinmemektedir.  Prostat kanseri  hicrelerinde  hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesi icin FOXAL'in yeni bir hedefi olarak insilin benzeri
biiyiime faktorii baglama proteini 3 (IGFBP-3) tespit edilmistir. FOXAL, steroid hormon
reseptorlerinin fonksiyonunu modile eden bir transkripsiyon faktoridur. Prostatta FOXAL,
AR (Androjen reseptor) ile etkilesir ve androjende indiiklenen prostat spesifik genlerin
aktivasyonunu kontrol eder (Gao ve dig .) FOXA1, pankreas, karaciger, mesane, prostat,
akciger, kolon ve meme bezlerinde eksprese edilir ve metabolik siiregler, sinyalizasyon ve
hiicre dongiisii ile iliskili 100'den fazla genin promoterlerine baglanabilme ozelligine
sahiptir (Carlsson ve Mahlapuu 2002, Kaestner 2002, Tomaru ve dig.2003). FOXA
proteinlerinin hiicre-tipi bagimli transkripsiyonel aktivitesi sadece meme kanserinde
goriilmez hepatom ve noroblastoma hiicrelerinde de gosterilmistir (Zhao ve dig.2003,
Shimizu ve dig.2002). FOXA1 ‘in meme tiimorlerinde diisiik histolojik derece, diisiik
proliferasyon hizi, kii¢iik timor boyutu ile iliskili olduklar1 bildirilmistir (Albergeria ve
dig. 2009, Ademuyiwa ve dig. 2010, Thorat ve dig. 2008). FOXA1 geninin ekspresyonu
timor progresyonu, prostat kanserinde prognozun daha kotilye gitmesi, hiicre gocu ve
proliferasyonla ilgili oldugu tespit edilmistir (Gerhardt ve dig. 2012). Yapilan caligmalarda
FOXAT1 geninin kanser tiirlerine gore tiimor supresor ya da onkogen olarak rol aldig1 tespit
edilmistir. FOXAT1 geni, akut miyelositik 16semi, 6zofagus skuamoz hiicreli karsinomlar,
akciger adenokarsinomlari, tiroid karsinomunda, prostat kanseri ve meme kanserinde
onkogen olarak gorev alir (Robinson ve dig.2011, Dai ve dig. 2012, Jain ve dig.2015).
Ayni zamanda hepatoselliiler karsinom, pankreatik ve Ostrojen reseptorleri pozitif olan
meme kanserlerinde timor baskilayici rol oynadigi tespit edilmistir (Jain ve dig. 2011,
Hurtado ve dig. 2011). Ozefageal skuaméz hiicreli karsinomda, FOXA1 ekspresyonu
immiinhistokimyasal 6rneklerde lenf nodu metastazi ile paralellik gostermistir ve FOXAL
gen ekspresyonunun inhibisyonu hucrelerde invazyonu ve migrasyonu azalttigi
gosterilmistir (Sano ve dig. 2010). FOXAI1 geninin agresif tiroid kanserlerinde
ekspresyonun arttig1 tespit edilmistir (Nucera ve dig. 2009). Calismamizda tiimor grubunda
FOXA1 geninin ekspresyonu kontrol grubuna gore azalmis olarak saptandi.
Calismamizdan cikan sonuglar FOXAT1 geninin non-fonksiyonel hipofiz adenomlarinda
timor baskilayict gen olarak gorev aldigini diisiindiirmektedir. Bunu destekleyecek ileri
molekiiler caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak g¢alismamizda saptanan ekspresyon degisikligi gosteren CCNDL,
POUSF1, GATA4, SOX2, HNF1A, NUPR, BRCA, ve FOXA1 genleri non-fonksiyonel
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hipofiz adenomlarinin tanis1 ve tedavisinde biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecek aday

genlerdir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamiz toplamda 45 tiimor ve 8 normal hipofiz dokusu ile gerceklestirilmistir.
Molekiiler analizler ¢ercevesinde molekiiler tanida onemli bir teknoloji olan gen
ekspresyon mikroarray yontemi kullanilarak tiimorlii dokularin normal dokulara gore

ekspresyon diizeyleri karsilastirildi.

IPA ile tanmimlanan gen aglarina gore CCND1, POUSF1, GATA4, SOX2, HNF1A,
NUPRI1, BRCA, ve FOXA1 genleri anahtar molekiil olarak saptandi. IPA analizlerinde
ekspresyonu en ¢ok artan gen CASKIN2 iken, ekspresyonu en ¢ok azalan gen S100A7A
olarak tespit edildi.

Calismamiz sonucunda ekspresyon degisikligi gosteren 2698 gen arasindan CCND1,
POUSF1, GATA4, SOX2, HNF1A, NUPR1, BRCA, ve FOXAL genleri non-fonksiyonel

hipofiz adenomlarinin tanisi ve tedavisinde molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilir.
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