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OZET

Amag: Hipofiz adenomlari, gliomlar ve menenjiomlardan sonra en sik rastlanan beyin
timorleridir ve primer beyin timorlerinin %210-15’ini olusturur. Bu tiimérler, hormonal,
proliferatif ve gen ekspresyonu aktiviteleri acisindan c¢ok c¢esitli biyolojik davranig
gosterirler ve monoklonal orjinli, ¢ogu yavas ilerleyen iyi huylu neoplazmlardir. Ancak suan
Ki literatlrde, hipofiz adenomlarinin gen ekspresyonlarinda rolii ile ilgili hala belirlenmemis
genler ve yolaklar mevcuttur. Bu calismada, adenom invazivligi ile ilgili mekanizmalari
anlamak icin invaziv ve non-invaziv adenomlarda farkli olarak ifade edilen genler
belirlenmeye ¢alisilmustir.

Yontem: Hipofiz tiimérleri boyut (makro ve mikro) ve invazyon o&zelligine gore
siniflandirilarak normal hipofiz dokulari ile karsilastirilip DNA mikroarray yontemi ile gen

ifadelerindeki degisikliklerin analizi yapilmstir.

Bulgular: Calismanin sonuglarina gére, invaziv, makro ve mikro adenomlarda sirasiyla 59,
51 ve 42 genin ekspresyon diizeyinde artis saptanirken; 40, 40 ve 41 genin ekspresyon
diizeyinde azalma saptanmistir. Invaziv hipofiz adenomlarinda ifade edilen gen aglarindan
BIRC3 ve BNIP2 sadece invaziv hipofiz adenomlarina spesifik olarak upregiile olmustur.
Hipofiz adenomlarinda upregiile olan diger 6nemli genler ise GATA3, SSX2IP, ABCA12,
RACGAPLdir.

Sonug: Bu ¢alisma, literatlirde hipofiz adenomlarinin gelisiminde daha 6nce tanimlanmamais

gen aglar1 ortaya koymasi agisindan dnemlidir.

Anahtar Kelimeler: invaziv adenom, Non invaziv Adenom, Makro adenom, Mikro
Adenomas, BIRC3, BNIP, GATA3, SSX2IP, ABCA12, RACGAP1



ABSTRACT

Obijective: Pituitary adenomas are the most common brain tumors after gliomas and
meningiomas and constitute 10-15% of primary brain tumors. These tumors show a wide
range of biological behavior in terms of hormonal, proliferative and gene expression
activities and they are benign neoplasms of monoclonal origin, most of them are slowly
progressing. However, there are still undetermined genes and pathways related to the role of
pituitary adenomas in gene expression in the current literature. In this study, we tried to
identify genes that are differently expressed in macro, micro and invasive adenomas in order
to understand the mechanisms related to adenoma invasiveness.

Method: The pituitary tumors were classified according to size (macro and micro) and
invasion characteristics, compared with normal pituitary tissues, and analysis of changes in
gene expressions was conducted by DNA microarray method.

Results: According to the results of the study, while the expression level of 59, 51 and 42
genes increased in invasive, macro and micro adenomas, respectively; the expression level
of 40, 40 and 41 genes decreased. Among the gene networks expressed in invasive pituitary
adenomas, BIRC3 and BNIP2 were specifically upregulated only to invasive pituitary
adenomas. Other important genes upregulated in pituitary adenomas are GATA3, SSX2IP,
ABCA12 and RACGAP1

Conclusion:These results show distinct gene expression patterns between invasive, macro
and micro adenomas, provide new insight into the pathogenesis and suggest that future
prognostic and novel therapeutic strategies.

Keywords: Invasive adenomas, non invasive adenomas, macro adenomas, micro adenomas,
BIRCS, BNIP, GATAS, SSX2IP, ABCA12, RACGAP1
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1. GIRIS

1.1. Epidemiyoloji

Hipofiz adenomlari, gliomlar ve menenjiomlardan sonra en sik rastlanan beyin
timorleridir ve primer beyin timorlerinin %210-15’ini olusturur. Otopsi sonuglara gore,
normal populasyonun %14,4’inde hipofiz adenomu saptanirken, rutin radyolojik
incelemeler sirasinda %22,5’inde hipofiz ademonu goriilmistiir (Ezzat ve ark., 2004;
Sivakumar ve ark., 2011). ileriki yillarda yapilan calismada, manyetik rezonans (MR)
goruntileme ile normal populasyonda asemptomatik hipofiz timérlerinin prevelans: %0,15-
0,3 olarak hesaplanmistir (Morris ve ark., 2009; Vernooij ve ark., 2007).

Amerika Birlesik Devletleri Merkez Beyin Tumori (CBTRUS) Sicil’inin yayinlanan
populasyon calismasinda, 2004-2009 yillar1 arasinda hipofiz tiimorlerinin insidansi
arastiritlmig ve 2004 yilinda 100.000 kiside 2,52 olarak hesaplanan yillik insidansin 2009
yilinda 3,13’¢ ¢iktig1 goriilmiistiir (Gittleman ve ark., 2014). Bu artis diger populasyon
tabanli ¢alismalarin sonuglarin1 da destekler niteliktedir. Finlandiya’da hipofiz timaorlerinin
1992-2007 yillar1 arasindaki insidansin 100.000 kiside 3,8’den 4,2’e; (Raappana ve ark.,
2010), Isve¢’de 1958-1991 yillar1 arasinda bir milyonda 6’dan 11’e (Nilsson ve ark., 2000),
1988-1998 yillar1 arasinda Ingiltere’nin Stoke-on Trent bolgesinde 1:3571°den 1:5263’e
yiikseldigi goriilmistiir (Davis ve ark., 2001). Belgika’da yapilan kesitsel prevelans
calismasinda hipofiz tiimérlerinin insidans1 1:1064 (Daly ve ark., 2006) iken Ingiltere’de
hipofizer adenomlarin prevelans: 100.000 de 77,6 olarak hesaplanmistir (Fernandez ve ark.,
2010).

Hipofiz adenomlar1 tiim yas gruplarinda gortilmesine karsin 3-5 dekadlar1 arasinda
daha sik gorulmektedir. Genel olarak fonksiyonel hipofiz adenomlar1 daha geng yaslarda
goriiliir iken, ilerleyen yaslarda nonfonksiyonel adenomlarin gorilme sikligi artmaktadir
(Kovacs ve ark., 1986). Cocukluk ¢aginda hipofiz adenomlari olduk¢a nadirdir. Tiim primer
pediyatrik beyin tiimorlerinin sadece %2 ’sini olusturur (Pollack, 1994).

Hipofiz adenomlariin kadinlarda ve erkeklerde gériilme orani esittir (Mindermann ve
ark., 1994). Kadinlarda prolaktin (PRL) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilayan
adenomlar erken yaslarda daha sik goriiliirken, erkeklerde ileriki yaslarda fonksiyonel
olmayan adenomlarin goriilme egilimi daha fazladir (Terada ve ark., 1995).

Prolaktinomalar, hipofiz tiimorlerinin en yaygin gorulen tipidir. Blylme hormonu
(GH) ve ACTH salgilayan hipofiz timorleri, hipofiz timaorlerinin %10-15’ini olusturur iken
tiroid uyaricit hormon (TSH) salgilayan tiimorler oldukga az goriiliir (Asa, 1998).

Tiim hipofiz tiimorlerinin sadece %31 otozomal dominant kalitim gésteren Multiple
Endokrin Neoplazi Tip-1 (MEN-1) sendromu ile baglantili olarak meydana gelir. MEN



sendromu olgularinin %25’inde hipofiz timorleri gorulmekte ve bunlar genellikle GH ve
PRL salgilayan hormonal aktif adenomlardir (Pamir, 2005; Scheithauer ve ark., 1987). MEN
sendromu disinda kalan ailesel hipofiz adenomlar1 Ailevi izole Hipofiz Adenomu (FIPA)
olarak adlandirilan hipofiz tiimorlerinin aril hidrokarbon reseptor aracili protein (AIP) geni
ile iliskili oldugu one siirtilmiis ve simdiye kadar tiim diinyada yaklasik 90 ailede
tamimlanmustir (Beckers ve ark., 2007; Leontiou ve ark., 2008).

1.2. Embriyoloji

Hipofiz bezi ektoderm orjinlidir ve gelisimin 4.haftasinda iki ayr1 boliimden gelisir.
Iki ayr1 ektodermden olustugu icin de iki farkli doku tipi icerir. Adenohipofiz (hipofiz 6n
lobu), glandiiler yapidadir ve oral ektodermden koken alir. Rathke kesesi ilkel agiz olan
stomodeumun ektodermal tavaninin yukari dogru uzamasiyla olusur ve adenohipofize
farklilasir. Norohipofiz (hipofiz arka lobu) sinir dokusu yapisindadir ve néroektodermden
koken alir. Infindibulum ise diensefalonun néroektoderminden asag1 dogru olan bir uzantidir
ve norohipofize farklilasir (Sekil 1.1) (Carlson, 2001; Larsen, 2001).
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3.Ventrikil
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Nérohipofiz Adenohipofiz

Sekil 1.1. Hipofiz gelisimi
1.3. Anatomi

Hipofiz bezi, transvers ¢ap1 12-15 mm, On-arka ¢ap1 8-10 mm ve agirlig1 yaklasik 500-
600 mg olan oval sekilli bir bezdir. Sella tursikada yerlesmis, beyin tabaninda orta hatta yer
alir ve tlizerini dura uzantist olan sellar diyafram orter. Diyaframin ortasindaki acikliktan
gecen hipofiz stalki ile hipotalamusa baglidir. Hipofiz bezi 2 bdliimden olusmaktadir: 6n
boliimde adenohipofiz, arka boéliimde ise norohipofiz vardir. Bu iki boliim arasindaki
insanlarda yok sayilabilecek kadar kii¢iik, ancak bazi1 asag1 grup hayvanlarda ¢ok daha biiyiik
ve islevsel olan nispeten damarsiz bir bolge olan pars intermedia vardir. Ara lob eriskinlerde
rudimenter olmasina ragmen fetusta ve gebeligin son dénemlerinde aktiftir. Pars distalis

(anterior lob), 6n hipofiz bezinin biiyiik bir kismini olusturur ve 6n hipofiz hormonlarinin
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periferik dolagima salgilanmasindan sorumludur. Pars intermedia (intermediate lob) pars
distalis ile posterior hipofiz arasinda uzanir ve hipofizial kleft ile pars distalisten ayrilir. Pars
tuberalis, 6n lobun hipofiz sap1 boyunca yukariya dogru uzandigi kisimdir. Norohipofiz ise
infundibulum, hipofiz sap1 ve arka lob olmak iizere li¢ boliime ayrilir. Pars nervosa, arka
hipofizin blyuk bolumudur. Median eminens, nérohipofizin pars tuberalis Ustiinde kalan
kismidir. Infundibular stalk ise pars nervosay: beyine baglayan kisimdir. Hipofiz dura ile
kismen ¢evrili bir organdir. Dura, sella tursika tabanini 6rterek hipofizi alttan cevreler. Bu
bélgeden sonra kavernoz siniislere atlayan ve siniisiin lateral yiiziinii 6rten dura, yukariya ve
mediale dogru kivrilarak hipofizin iist boliimiinii orter. Hipofizi suprasellar yapilardan
ayiran bu dura boliimii diafragma sella olarak adlandirilir. Diafragma sellanin merkezinde
hipofiz sapinin ve damar yapilarinin gectigi, ¢api kisiden kisiye farklilik gosteren bir agiklik
bulunur. Diafragma sella, hipofizden kaynaklanan tiimérlerin suprasellar yayilimini
engelleyen kismi bir bariyer gorevi goriir (Sekil 1.2) (Netter, 1983; Standring, 2005).
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Sekil 1.2. Hipofiz bezi ve anatomisi
1.3.1. Hipofiz Bezinin Damarlari ve Portal Sistem

Sellanin lateralinde kavernoz siniisler ve iginde internal karotid arter, II1., IV., V. ve
VI. kranial sinirler, antero-inferiorunda sfenoid sinis, antero-siiperiorunda optik kiazma ve
stiperiorunda hipotalamus bulunur (Sekil 1.3) (Pernicone ve ark., 1997).
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Sekil 1.3. Kavernoz siniisler ve komsuluklar1

Hipofiz, arteriyal beslenmesini superior, orta ve inferior hipofizyal arterlerden alir;
bunlarin tiimii internal karotid arterden koken alir. Inferior hipofizeal arterler internal karotid
arterden kaverndz sinus i¢inden ¢ikar, sag ve sol olmak tizere her bir tarafta tektir. Stiperior
hipofizeal arter ise her iki tarafta birka¢ adetten olusur; internal karotid arterin supraklinoid
segmentinden ¢ikar ve hipofizin infundibulumu boyunca akar, hipofiz 6n lobunu ve sap1
besler; hipotalamustan hipofize diizenleyici hormonlar1 tasir. Orta hipofizyal arter
adenohipofizi direkt olarak besler. Hipofiz bezinde vendz dolasim ana olarak internal juguler
venlerle olur. Superior hipofizyal arterler infundibulum cevresinde, inferior hipofizyal
arterler ise norohipofiz ¢evresinde birer arter ag1 olustururlar. Superior hipofizyal arterden
cikan dallar genel olarak eminentia mediana ve infundibulumun st kenarindaki
siniizoidlerde, inferior hipofizyal arterden ¢ikan dallar genel olarak infundibulumun alt
kism1 ve ndrohipofizdeki siniizoidlerde sonlanir. Infundibulumdaki sintizoidler, vena
portalis ve adenohipofizdeki siniizoidlerin olusturdugu sisteme hipofizin portal sistemi ad1
verilir. Adenohipofiz ve nérohipofizdeki sintzoidler inferior hipofizyal venler araciligi ile
beyin vendz sinuslerine direne olurlar (Sekil 1.4) (Daniel ve ark., 1966; Gorczyca ve ark.,
1987; Stanfield, 1960).
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Sekil 1.4. Hipofiz bezinde dolagim

1.4. Hipotalamus-Hipofiz Aksinin Fizyolojisi

Santral sinir sistemi hipotalamus ve hipofiz araciligiyla hormon yapimini diizenler.
Hipofiz bezinin hemen hemen tum sekresyonu, hipotalamusun hormonal ya da sinirsel
sinyalleri ile kontrol edilir. Bu iki sistem arasindaki néroendokrin uyum fizyolojik dengenin
kurulmasinda temel rol oynar. Bu iki organ bir¢ok feedback sisteminin diizenlenmesinde
merkezi rol islendiklerinden yonetici organlar olarak tanimlanirlar. Hipofizden salgilanan
hormonlarin bir kismi periferik yapilara direkt olarak etki ederken, bir kismi ise tropik
hormonlardir ve endokrin organlarda hormon yapimini kontrol eder. Hipofiz bezinde
biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonun kontrolii 8 tane peptid hormonla saglanir. Hipofiz
on lobundan alt1 adet ve arka lobundan iki adet hormon salgilanir. On lobda; somatotrop,
laktotrop (mamatrop), kortikotrop, tirotrop ve gonadotrop hiicre olmak uzere 5 tip hicre
vardir. Bu hiicrelerden salgilanan 6 farkli hormon, tim viicudun metabolik fonksiyonlarinin
kontroliinde 6nemli rol oynar. Tablo 1.1’de bu hucre tipleri, Grettikleri hormonlar ve
fizyolojik etkileri verilmistir (Guyton ve Hall, 1996).



Tablo 1.1. On hipofiz hiicre tipleri, Grettikleri hormonlar ve fizyolojik etkileri

Hucre

Hormon

Kimyasal yap:

Fizyolojik Etki

Somatotroplar

Buyume hormonu
(GH)

191 aminoasitlik
tek zincir

Viicut biiylimesini arttirir,
IGF-1 salgilanmasim1 ve
lipolizi
karbonhidrat  ve
metabolizmasi

etkisini baskilar.

insilinin
yag
uzerindeki

uyarir;

Kortikotroplar

Adrenokortikotropik
Hormon (ACTH);
kortikotropin

39 aminoasitlik
tek zincir

Adrenal kortekste
glikokortikoid ve androjen
yapimini uyarir, kortekse
zona fasikulata ve zona
retikularis boltmlerinin
bliytikliigilinii sabitler.

Tirotoplar

Tiroid stimudlan
hormon (TSH)

Iki alt birimli
glikoprotein

a (89 aminoasit)
B (112 aminoasit)

Tiroid folikdl
hiicrelerinden tiroid
hormonun yapimin1 uyarir,
folikiler hicrelerin
biiyiikliigiinii korur.

Gonadotroplar

Luteinlestirici
hormon (LH)

Folikiil uyarici
hormon (FSH)

Iki alt birimli
glikoprotein

a (89 aminoasit)
B (115 aminoasit)

Iki alt birimli
glikoprotein

a (89 aminoasit)
B (112 aminoasit)

Ovulasyona ve overlerde
korpus luteum olusmasini
saglar; overde Gstrojen ve
progesteron yapimini,
testiste testosteron
yapimini uyarir.

Over folikdllerinin
gelisimini uyarir;
testislerde spermatogenezi
diizenler.

Laktotroplar
(Mamatrop)

Prolaktin (PRL)

198 aminoasitlik
tek zincir

Siit yapimini ve
salgilanmasini uyarir.

Arka lop ile 6n lobu birbirine baglayan orta kisimda sadece deri renginin ayarlanmasini
saglayan pigment hiicrelerini (melanosit) uyaran melanosit uyarict hormon (MSH)
salgilanir. Arka hipofizden salgilanan iki hormon farkli etkiler gosterirler. Antiditiretik
hormon (vazopressin) (ADH) suyun idrarla atilmasini kontrol ederek, bu yolla viicuttaki su
konsantrasyonunun diizenlenmesine yardim eder. Oksitosin, dogum sirasinda uterusun

kasilmasini ve dogum sonrasinda meme bezlerinden siit salgilanmasini saglar. Arka hipofiz



salgis1 hipotalamustan kaynaklanan ve arka hipofizde sonlanan sinirsel uyarilarla kontrol
edilir. Buna karsin 6n hipofiz salgis1 hipotalamusta salgilanan hipotalamus-hipofiz portal
damarlar1 denilen ince kan damaralar1 ile hipofize iletilen hipotalamusun salgilatic1 ve
baskilayict hormonlari ile kontrol edilir (Sekil 1.5) (Guyton ve Hall, 1996).
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Sekil 1.5. Hipotalamusun salgilatici ve baskilayici hormonlari

TRH: Tiroid uyarict hormonun salgilanmasina neden olan tirotropin salgilatici hormon

CRH: Adrenokortikotropin salgilanmasina neden olan kortikotropin salgilatic
hormon

GHRH: Biiyiime hormonu salgilanmasina neden olan biiyiime hormonu salgilatici
hormon SS: Biiylime hormonu salgilanmasini baskilayan somatostatin olarak adlandirilan
blyume hormonu baskilayici hormon

GnRH: Luteinlestirici hormon ve follikiil stimiile edici hormonlarin salgilanmasina
neden olan, gonadotropin salgilatict hormon

PRH: Prolaktin salgilanmasina neden olan prolaktin salgilatici hormon

PIH: Prolaktin salgilanmasini baskilayan prolaktin baskilayici faktdr (dopamin)
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Hipotalamustaki 6zel néronlar, 6n hipofiz salgisini kontrol eden hipotalamusun
salgilatict ve baskilayict hormonlarini sentezler ve salgilar. Hipotalamusta yapilan ve
median eminensde biriken bu hormonlar primer kapiller pleksusa girer buradan infindibulum
boyunca hipofizyal portal venler tarafindan anterior lobdaki sekonder kapiller pleksusa
ulastirilir. Burada kani terk eden norosekretuar hormonlar parankimal hiicreleri sitiimiile
veya inhibe eder. Boylece hipofizyal portal sistem pars distalisin hipotalamus tarafindan
hormonal diizenlenimi igin kullanilan bir vaskiiler sistemdir (Sekil 1.6). Hipotalamusun
farkli kisimlarindan kaynaklanan néron aksonlar1 bu kapiller pleksuslar etrafinda sonlanir.
Bu aksonlarin u¢ kisimlar1 viicudun diger yerindeki aksonlardan farklidir. Ciinkii bunlar
sinyali diger hiicreye aktarmak yerine salgilatici veya baskilayici hormonlari direkt olarak
primer kapiller yataga salarlar. Bu hormonlar hipofizyal portal sistem tarafindan alinir ve
cesitli anterior hipofizer hormonlarin salimimimin diizenlendigi pars distalisin sekonder
kapiller yatagina ulastirilir (Guyton ve Hall, 1996).

Adenohipofizin salgi yapan hiicrelerinde hormonlar endoplazmik retikulumda
sentezlenir ve vezikiillerde depolanir. Hipotalamustan salgilanan salgilatict hormonlarin
stimiilasyonu ile hiicre membranina yaklasan vezikiiller, perisiniizoidal alana ekzositoz ile
atilirlar. Hormon grantilleri interstisyel sivida ¢6ziiniir ve hipofiz venoz sistemi ile sistemik
dolasima katilir. Hipofizin arka lobunda ise hipotalamik olarak sentezlenerek
norohipofizdeki siniizoidler araciligiyla sistemik dolasima verilirler (Baxter ve ark., 1980)
(Guyton ve Hall, 1996).
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Sekil 1.6. Hipotalamus ile On hipofiz arasindaki iliski



1.5. Sitoloji

On lob, siniisoidal kapiller tarafindan ayrilmis kordonlar veya yigmlar seklinde
yerlesik biiyiik ¢apli poligonal hiicrelerden olusmaktadir. Sintizoidlerin endotel ortiistiniin
fenestratali olmasi salgilatict faktorlerin tim parankimal hiicrelere difiizyonunu kolaylistirir
ve ayrica parankima hiicrelerin salgilari igin genis bir alan olusturur. (Goodman, 1998). Bu
hiicrelerin  stoplazmalarindaki salgi granullerinin boya tiplerine afinitesi histolojik
simiflandirma yapilmasina imkan vermektedir. Pars distalisin boyalara afinitesi olan
hicreleri kromofil (%50), boyalara afinite géstermeyen hicreleri ise, kromofob (%50)
olarak isimlendirilir. Kromofiller ayrica kendi aralarinda asidofil (%10) (asit boya ile
boyanan) ve bazofil (%40) (bazik boyalarla boyanan) olmak {izere ikiye ayrilir ve bunlar
pars distalisin ana salgi hiicre populasyonunu olustururlar (Guyton ve Hall 1996). GH
salgilayan somatotroplar, On hipofiz hiicrelerinin yaklasik %30-40’1n1 olusturur. Genellikle
On lobun lateralinde yer alir ve asiodifillerdir; graniilleri eozin ile sarimtirak-kirmizi boyanir
(Aron ve ark., 1997; Genuth 1998). Laktotroplar, kiime veya gruptan ziyade tek tek hticreler
seklinde dagilim gosterir ve On hipofiz hiicrelerinin yaklasik 9%20’sini olusturur.
Asidofillerdir ve graniilleri azokarmin, eritrosin ve asit fuksin ile boyalari ile kirmizi renkte
boyanir. Dogum sonrasi laktatrop sayisi artar, siitle beslenme sona erdikten sonra, graniller
ve laktotroplar sayica azalir. Kortikotroplar, pars distalis boyunca seyrek dagilim gosteren,
yuvarlak, ovoid htcreler olup parankimal hicrelerin yaklasik %20’sini olusturur. Granulleri
bazik boyalar ile boyanir. Tirotroplar, siniizoidlerin uzaktaki parankimal hicrelerin
kordonlari iginde derin bdlgelerde bulunur ve parankimal hiicrelerinin %5’ini teskil eder.
Salg graniilleri bazik boyalar ile boyanir. Gonadotroplar, parankimal hicrelerinin % 10’unu
teskil eder ve sinizoidlere yakin yerlesmislerdir. Salgi grantilleri 200-400 nm arasinda
degisiklik gosterir ve bazik boyalar ile boyanir (Aron ve ark., 1997). Pars distalis ayrica, esas
hiicre veya C hiicreleri olarak adlandirilan sitoplazmalar1 ¢ok az oldugu igin tam olarak
boyanamayan kromofob hticreler bulunur. Bu hiicreler nonspesifik stem hicreler ve bazen
de degranile kromofil (rezerv) hicreler olarak da bilinmektedir. Salgilayici olmayan
folliktlostellat hicreler ise pars distalisin buyik bir hiicre populasyonunu olustururlar.
Fonksiyonlar1 tam olarak bilinmiyorsa da, diger follikllostellat hiicrelerle gap junction
olusturan uzun uzantilara sahiptirler (Ganong, 2001).

Pars intermedia, kiibik hiicrelerle ¢evrelenmis kolloid iceren kistler ile karekterizedir.
Pars intermedia bazofilik ve kromofobik hiicre gruplari igerir. Bu hiicre gruplar siklikla pars
nervosaya kadar uzanir. Insanda pars intermedia hicrelerinin fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. Bu bazofillerin proopiomelanokortin (POMC) prohormonu salgiladigi ileri
strtlmektedir. Bu prohormon posttransisyonel parcalanmalarla a-melanosit uyarict hormon
(a-MSH), kortokotropin, B-lipotropin ve B-endorfini olusturur. Buna karsin, ara lob insanda
rudimenter oldugundan, POMC’nin aslinda anteri6r lobun kortikatropin hiicreleri tarafindan
salindigr ileri stirtilmektedir. Pars tuberalis, kiibikten prizmatige kadar degisen bazofil
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hiicrelerden olusur. Bu bazofilik hiicrelerin sitoplazmasi, kii¢iik yogun graniiller, lipid
damlaciklari, kolloid damlaciklar1 ve glikojen igerir. Pars tuberalis tarafindan salgilanan bir
spesifik hormon tanimlanmamustir. Pars nervoza, hipotalamik ndrosekretuar néronlarin ¢ok
sayidaki akson ve akson terminallerine ilave olarak norohipofiz, fibroblast, mast hiicreleri
ve pituisitler icerir. Pitiusitler pars nervoza hacminin %25’ini doldurur. Pitdisitler; lipid
damlaciklari, lipokrom pigmentleri ve ara filament igerirler. Komsu hiicrelerle gap juntion
olusturan ¢ok sayida sitoplazmik uzanti igerirler (Ganong, 2001; Lerner, 1981).

1.6. Hipofiz Olusumunda Rol Alan Sinyal Molekiilleri

Alt1 farkli hormon salgilayan hipofiz hiicrelerinin 6n sekillenmesi, ¢ogalmasi, hiicre
tipinin belirlenmesi ve hiicrelerin belirli bir pozisyonda konumlanmalar: gesitli diizenleyici
bolgelerden salgilanan bir dizi sinyal molekiilii tarafindan diizenlenir (Sekil 1.7). Hicre
gelisimi, ¢esitli sinyal faktorleri ile ya da direkt temas sonucu hiicreler arasi etkilesim ile ya
da gen transkripsiyonunun dizenlenmesi ile hiicrede birtakim olaylarin baslamasiyla
gergeklesmektedir. Morfojen olarak salgilanan veya direkt transmembran sinyal
reseptorlerine disaridan gonderilen sinyaller, progenitor hicrelerin konumsal olarak
belirlenmesi icin lokal ortamlarin hazirlanmasi saglar; proliferatif veya apoptotik olaylari
baslatarak hiicrelerin 6zgiin seklini almasini diizenler. Bu sinyaller daha sonra azalarak
yerlerini bagka faktorlere birakir ve bu alanlardaki hiicrelerin en son 6zgiin sekillerine
doniismesini saglarlar. Sinyallere gore hipofiz gelisimi 3 basamakta incelenebilir. 11k fazda
transforming biylme faktorl beta superailesi Uyelerinden; kemik sekillendiren protein
(BMP4), Wnt, fibroblast biylime faktorii (FGF8) ve Sonic Hedgehog (Shh) gibi sinyallerin
ortaklasa etkisi organm ilk gelisimi i¢in dnemlidir. Ikinci fazda Rathke kesesinin meydana
gelecegi alanda BMP2 ortaya ¢ikar. Bu fazda BMP2 ile FGFS sinyallerinin ventral ve dorsal
bolgedeki miktar farkliliklar1 6zgiin hipofiz hiicrelerinin yerlerinin belirlenmesini saglar.
Ucgiincii fazda ise BMP2 sinyalinin kaybi baska transkripsiyon molekiillerinin ortaya
¢ikmasina zemin hazirlayarak hiicrelerin son seklini almasini saglar (Okten ve ark., 2005;
Burgess ve ark., 2002; Dasen ve ark., 2001).
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Sekil 1.7. Hipofiz gelisiminin erken evrelerinde hiicrelerin tespiti

1.6.1. Huicre Tiplerinin Tespitinde Transkripsiyon Faktorlerinin Rolt

Gelismekte olan bezin ¢esitli noktalarinda bulunan hiicreler farkli zamanlarda farkl
sinyal molekiillerinin farkli miktarlarina maruz kalirlar. Boylece degisik yerlerde bulunan
hiicreler birbirinden farkli sinyaller algilar ve farkli transkripsiyon faktorleri ortaya ¢ikarir.
Bunun sonucunda da &zgiin hiicrelerin yerleri belirlenmis olur (Okten ve ark., 2009; Burgess
ve ark., 2002; Dasen ve ark., 2001).

Hipofiz gelisminin erken evrelerinde 6nemli rol oynayan LIM homeodomain sinifi
tyelerinden Lhx3, Lhx4 ve Isl-1 transkripsiyon faktorleri Rathke kesesinde eksprese olurlar.
Lhx3, FGF sinyalleri etkisi ile ortaya ¢ikar ve rathke kesesinin gelisiminde Ozellikle
embriyonik donemin 10. haftasinda belirgin olarak eksprese olur (Bach ve ark., 1995). Isl-1
ise BMP sinyalinin etkisi altindadir. BMP2 sinyalleri ventral bolge ile sinirli oldugundan,
daha sonralari Isl-1 miktarinda da ventral-dorsal farklilik meydana gelir (Pfaff ve ark., 1996).

Organogenez basamaklarinda onemli bir strateji de ayn1 DNA dizisine baglanma
kapasitesine sahip baskilayici ve aktive edici faktorlerin gorev yapmasidir. Hipofiz
gelisiminde Hesx1 ve Prophet of Pit-1 (Prop-1) olarak adlandirilan iki paired-like
homeodomain proteini gorev yapar. Baskilayic1 gérevi olan Rpx/Hesx 1 hipofizin baslangig

gelisim ve ¢ogalmasinda 6nemlidir. Prop-1 ise Pit-1 ekspresyonu ve gonadotroplarin uygun

11



artis1 icin gereklidir. Yapilan ¢aligmalarda, Prop-1 mutasyonlarinin ¢oklu hipofiz hormon
eksikligine sebebiyet verdigi gosterilmistir (Wu ve ark., 1998; Fofanova ve ark., 1998).

Ventral ve dorsal bolgelerin farklilasmasinda ek transkripsiyon faktdrleri rol oynar.
Ornegin Pax6 dorsal-ventral alanlarda farkli miktarlarda bulunur ve Pax6 mutasyonunda
ventralde tirotrop ve gonadotroplarda artis, dorsalde ise somatotrop ve laktotroplarda azalma
meydana gelir. (Kioussi ve ark.,1999; Gallardo ve ark., 1999).

Bicoid-related Pitx homeodomain faktorlerinden Pitx1 ve Pitx2 hipofizin gelisiminde
o6nemli rol oynarlar. Pitx1 gen hasarlari, ventral gonadotrop ve tirotrop hiicrelerinin terminal
farklilasmasi igin gerekli olan markerlerin ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gibi
kraniyofasiyal ve arkabacak morfogenezinde defektlere de yol agmaktadir. Bu iki hiicre
tipindeki defektler, Pitx1’in oncelikli olarak ventralde yer alan hicre tiplerinde eksprese
oldugu goriistinii destekler niteliktedir, bu da Pitx1’in dorsal sinyal molekilleri ile negatif
veya ventral sinyal molekilleri ile pozitif yonde dizenlenlendigini akla getirmektedir
(Lanctot ve ark., 1999). Pitx2 ise, Pitx1’den yoksun dorsal bdlgede bulunan hicre tiplerinde
Pitx1 geninin yerini tutmaktadir. Pitx1 ayrica POMC gen ekspresyonunu aktive edici etkiye
sahiptir (Szeto ve ark., 1999). Pitx2 genindeki bozukluklarda ise 10,5 giin civarinda hipofiz
gelisimi durur. Yani erken degisim ve sekillenme fazinda bozukluk olur. Pitx2 mutasyonlari
ayrica dislerde gelisim bozuklugu, viicut duvarinda kapanma defektleri, sag akciger
izomerizmi ile sonuglanir (Szeto ve ark., 1996; Lin ve ark., 1999).

1.6.2. Ozgiin Hiicre Tiplerinin Olgunlasma Sireci

Organogenezin daha Onceki basamaklarinda bulunacaklar1 yerleri tespit edilen 6n
hipofiz hiicreleri, bundan sonra son olgunlagma siirecine girerler. Somatotrop ve laktotrop
hlcreler arka-yan, kortikotroplar 6n ve melanotroplar arka bolgelerde gelisirler. Her bir
hiicre tipi dnceki basamakta gecici sinyal molekiillerinin miktarina gore sekillenirken, son
basamakta ek spesifik transkripsiyon faktorleri de ise karisir. Bu faktorler; somatotrop,
laktotrop ve tirotroplar igin Pit-1, gonadotroplar icin SF-1, POMC hiicre serisi i¢in ise Pit-1
ve STAT3’tlr (Okten ve ark., 2005; Scully ve ark., 2002).

Hipofize 6zgu bir transkripsiyon faktérl olan Pit-1, POU spesifik domain (POU-s) ve
POU homeodomain (POU-h) denilen kisimlardan olusmus bir proteindir. Somatotrop,
laktotrop, gonadotrop ve tirotrop serilerinin olgunlagsmasinda dnemlidir. Cogu zaman diger
bazi molekiillerle sinerjistik etki yaparak hiicrelerin farklilasmasini saglar. Ornegin prolaktin
gen aktivasyonunu dstrojen reseptorler ile gerceklestirir (Tremblay ve ark., 1999; Okten ve
ark., 2005).

Somatotrop ve laktotroplarda hiicreye 6zgu gen ekspresyonu, GH ve PRL genlerin
promoter bolgesinde bulunan Pit-1 baglayan bolgelerinin aktive olmasiyla gergeklesir. Pit-
1’in her iki hiicrede birbirinden farkli etki yapma sebebi, her iki gen promotorunda bulunan
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POU-s ile POU-h domainleri ile etkilesen DNA bélgeleri arasindaki uzakligin birbirinden
farkli olmasidir (Andersen ve ark., 2001).

Tirotrop ile gonadotroplarin farklilasmasinda Pit-1 ile GATAZ karsilikli gbrev yapar.
Dorsal bolgelerde yiiksek miktarda GATA2 bulunmasi, Pit-1 geninin baslangictaki
aktivasyonunu baskilar, ancak otoregiilasyon kazandiktan sonra baskilayamaz. GATA2 bu
bolgede SF-1 ile epistatik etki yaparak hicrelerin gonadotrop yoninde gelismesini saglar.
GATAZ2’nin diisiik diizeyde bulundugu yerlerde ise tirotroplar gelisir. Tirotroplarda bulunan
yiiksek miktardaki Pit-1, GATA2 nin fonksiyonlarimi engeller (Okten ve ark., 2005; Dasen
ve ark., 1999; Gordon ve ark., 1997).

Hipofiz adenomlarindaki hlcreye 6zgi Pit-1 gen ekspresyonu, bu transkripsiyon
faktoriiniin sadece neoplazmalarin fenotip ve hormonal aktivitesinin belirlenmesinde degil
ayrica adenomlarin biiyiimesinin kontroliinde de rol oynadigini akla getirmektedir (Asa ve
ark., 1993; Friend ve ark., 1993; Pellegrini ve ark., 1994).

POMC geninin gelismekte olan hipofiz bezinin 6n periferinde ventral olarak aktive
olmasi muhtemelen c¢evredeki mezenkim dokusundan bazi sitokinlerin ve benzer
molekiillerin bu bélgeye ulasmasi ile olur. T-box faktorlerden Tpit (insanda Thx 19)’in
POMC iireten hiicrelerde meydana geldigi ve POMC genini aktive ettigi anlagilmistir.
Insanlarda hasarli ACTH yapiminin Tbx19/Tpit geni mutasyonlari ile iliskili oldugu kesin
olarak gdsterilmistir (Lamolet ve ark., 2001; Okten ve ark., 2005).

1.7. Hipofiz Tumorégenezi

Uzun yillardir hipofiz adenomlarimin gelisim mekanizmasinda iki ana teori
tartisilmaktadir. Bunlardan ilki hipofiz bezindeki hiicrelerin primer defekti sonucunda, diger
teori ise asir1 hipotalamik stimulasyona bagli olarak adenomun gelismesidir. Her iki teori de
hipofiz timdorogenezinin birden fazla basamakta gergeklestiginin gostergesidir (Sekil 1.8).
Genetik faktorler hucrelerin transformasyonuna neden olarak geri dondirtlemez timor
baslama fazin1 gergeklestirir. Bunu ¢esitli hormonal ve blyltme faktorlerinin etkisi ile
promosyon fazi takip eder (Thapar ve ark., 1995).

Onkogen aktivasyonu Diger mutasyonlar s ;
E ) B e Dy t: !
Tiimér siiprestr inaktivasyonu ~ Epigenetik degisildikler B;lgi.:lrmn\::e;si:fli:i:dilder
Hiicre dongiisii defelcllen Stromal olay! lar . Bl
Normal hipofiz '\![lkruadenum Makroadenom -lgres if
‘ velveya
Hiimoral Hlperplazl Proliferatif haska Senesens I

faktorler

Sekil 1.8. Hipofizer tiimorégenez kaskadi (Melmed, 2011)
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Hipofiz adenomlarinin hemen hemen tamamina yakini monoklonalite gosterir (Jacoby
ve ark., 1990). Bu bulgu patogenezde tek bir adenohipofiz hicresinin neoplastik
doniistimiinii  destekler. Bu doniisimii baslatan ve progresyonunu saglayan genetik
mutasyonlar, lokal parankimal biiyiime faktorleri, hipotalamik salgilatici ve inhibe edici
faktorlerin gelismis olan bir hipofiz adenomunun biiyiik boyutlara ulagsmasinda veya invaziv
ozellik kazanmasinda etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Shimon ve ark., 1997; Thapar ve
ark., 1997).

1.7.1. Hormonal Faktorler

a) Stimiilatér hormon salinimi; GHRH, CRH, TRH, GnRH
b) Inhibitér hormon diizenlemesinde kayip; dopamin, somatostatin, glukokortikoid
hormonlari, tiroid hormonlar1, gonadal hormonlar.

1.7.2. Molekuler Patogenez

Hipofiz tiimérogenezinin altinda yatan patogenetik mekanizmalar genetik veya
epigenetik olabilecegi gibi; hlicre donglsui duzenlenmesindeki bozukluklar, hiicre ici sinyal
ileti defektleri ve timor stipresor faktdrlerin fonksiyonel kaybi timér progresyonunda etkili

olan temel mekanizmalardir (Tablo 1.2)

Tablo 1.2. Hipofiz adenomalarinin molekiiler patogenezi ile iliskili secilmis genler
(Melmed, 2009)

. Akti Inakti -
Gen Fonksiyon tvasyon/ m_l fvasyon Klinik
Sekli
Ailesel olmayan,
GNAS Onkogen Aktive edici, imprinting sendromik veya
sporadik
Transkripsiyon i .
CREB fakiBri Fosforilasyon Sporadik
AIP TUmor supresor Inaktivasyon Ailesel, sendromik
MEN1 TUmor supresor Inaktivasyon Ailesel, sendromik
PRKARIA | Tumor stpresor Inaktivasyon Ailesel, sendromik
H-ras Onkogen Aktive edici Invaz_w veyd
malignant
CCNB2 Siklin HMGA Sporadik
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Gen Fonksiyon Aktivasyon/ Inz.lktlvasyon Klinik
Sekli
CCND1 Onkogen Ekspresyon artis1 Sporadik
CDKNIB CDK inhibitor Inaktivasyon Sporadik, sendromik
HMGA2 Onkogen Ekspresyon artisi Sporadik
FGFR4 Onkogen Alternatif transkripsiyon Sporadik
PTTG Sekirin Ekspresyon artisi Sporadik
Rb TUmor supresor Epigenetik susturma Sporadik
CDKN2A Slkhr_l ba}gl.n_l_h..kmaz Epigenetik susturma Sporadik
inhibitora
BRG1 TUmor supresor Glukokort.|.k0|c'l 5% Sporadik
gorevi
GADD45G PI"0|I1':6I"61?yf)n Epigenetik susturma Sporadik
inhibitori
Proliferasyon - . .
ME s
G3 Ahibitérii Epigenetik susturma Sporadik

1.7.2.1. TUmér Siipresor Gen Inaktivasyonu

Tiimor stipresor genlerdeki sikg¢a rastlanan mutasyonlar hipofiz adenomlarinda
genellikle pek gorilmez (Melmed, 2003). Retinoblastoma (Rb) (Prager ve Melmed, 1993),
P53 (Thapar ve ark., 1996) ve nm23 (Clayton ve ark., 1997) timor stpresor genlerindeki
mutasyonlar ile inaktif olmas1 agresif hipofiz tiimorlerinde daha sik goriilmektedir; bu durum
bu faktorlerin hipofiz timor progresyonunda etkili oldugunun gostergesidir.

1.7.2.2. Onkogen Aktivasyonu

Bazi onkogenlerin aktif mutasyonu sonucu hipofiz adenomlarinin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol aldigin1 destekleyen ¢aligmalarin en 6nemlisi G- protein mutasyonlaridir
(Asa ve Ezzat, 1998). Gs alfa geni (GNAS), adenil siklaz aktive ederek siklik AMP (CAMP)
ve protein kinaz A sinyal ileti yolagini indiikler (Vallar ve ark., 1987) GNAS mutasyonlari
genellikle somatotrop adenomlarda (Lyons ve ark., 1990) izlenirken, ilerleyen ¢alismalarda
fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlarinda (Williamson ve ark., 1994) ve diger fonksiyonel
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neoplazilerde (Williamson ve ark., 1995) de izlenmistir. McCune-Albright sendromu
endokrin organlarinin asir1 calismasi ile karakterize olan sporadik gsp mutasyonlari
sonucunda gelisen nadir bir sendromdur (Weinstein ve ark., 1991). Bu mutasyon ayni
zamanda sporadik GH salgilayan tiimorlerin yaklasik %30-40’inda saptanmistir ve agresif
prolaktinomanin GH adenomuna degisimi ile alakal1 olabilecegi diistiniilmektedir (Lania ve
ark., 2010; Melmed, 2011; Jiang ve ark., 2013).

Ras onkogenindeki aktive edici mutasyonlar daha ¢ok agresif hipofiz timaorlerinde
daha goriilmesi, bu mutasyonlarin tlimérlerin az rastlanan malignant transformasyonunda
etkili olabileceigini diisiindiirmektedir (Karga ve ark., 1992; Pei ve ark., 1994).

Protein kinaz-c (PKC), hiicre ¢ogalmasi ve hormon salinimi gibi birgok hiicre
regiilasyonu gorevi olan kalsiyum ve fosfolipit bagimli bir protein kinazdir. Hipofizer sinyal
transdiiksiyonda forbol ester tiimor promotorii tarafindan indiiklenen PKC, pilot enzim
gorevini gérmektedir (Alvaro ve ark., 1992). Kisith sayida yapilan ¢alismalarda ise, PKC
mutasyonlar1 invaziv hipofiz adenomlarinda saptanmistir (Alvaro ve ark., 1993).

Hipofizer timdr transforme edici gen 1 (PTTGI) ilk olarak siganlarda hipofiz timér
hiicrelerinden izole edilmis ve E2F transkripsiyon faktorleri ile indiiklendigi gosterilmistir.
Memelilerde, mitoz sirasinda kardes kromatidlerin ayrilmasindan sorumlu pro-angiogenik
hipofizer faktor olarak tanimlanmis olup, hipofizer adenomlara spesifik bir onkogendir (Pei
ve Melmed, 1997). PTTG ekspresyonu, temel fibroblast biyume faktori (tFGF), TSH ve
Ostrojen gibi cesitli biiylime faktorleri ve hormonlarin etkisi altindadir. PTTG ekspresyonu
azalmasiin kromozomal instabilite ve andpleudiye yol ac¢tigi tahmin edilmektedir (Zou ve
ark., 1999; Yu ve ark., 2000). PTTGI1 gen ekspresyonu artis1 tiimor invazyonu ile iliskili
oldugu gosterilmis (Yu ve ark., 2004; Zhang ve ark., 1999), ostrojen ile indiiklenmis
hipofizer tiimor gelisimini baglamasini uyardigi in vitro ¢alismada gosterilmistir (Heaney ve
ark., 1992). Ayrica, neoplazmlarda proliferasyon indeksin saptanmasinda kullanilan, hiicre
bolinme markoérli Ki-67 ve PTTG1 skorunun (PTTG1/Ki-67) %2-9°dan yiiksek olmasi,
hipofiz tlimorlerinin agresif tutumlariyla ilgili bilgi vermektedir (Wierinckx ve ark., 2007).

Yapilan caligmalarda insan tumorogenezinde hiicre proliferasyonu, motilitesi ve
hayatta kalma gibi rollerde 6nemli bir sinyal ileti yolagi olan P13k/AKT’nin hipofiz
adenomlarinda artis oldugu gosterilmistir (Musat ve ark., 2005). Ayrica PIK3CA somatik
gen mutasyonu ve amplifikasyonu hipofiz adenomlarinda tanimlanmis olup, bu mutasyonun
agresif ve niiks eden hipofiz tumorlerinde daha sik goriildiigii saptanmistir (Lin ve ark.,
2009).

1.7.2.3. Epigenetik Degisiklikler

Rb1, p27 (Dahia ve ark., 1998), p16 (Woloschak ve ark., 1997), GADD45y (Bahar,
Bicknell, Simpson, Clayton ve Farrell, 2004), MEG3 (Zhao ve ark., 2005) ve hipofizer timor
apoptotik gen (PTAG) (Bahar, Simpson, Cutty, Bicknell, Hoban, Holley, Mourtada-
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Maarabouni, Williams, Clayton, R. N., & Farrell, 2004) gibi tumoér supresor genlerin
epigenetik olarak olarak regiilasyonun bozulmasi hipofiz tiimérogenezinde giderek daha
fazla onem kazanmaktadir (Asa ve Ezzat, 2009). GADD45-y (Zhang ve ark., 2002) ve
maternal imprint olan MEG3 (Zhang ve ark., 2010) hipofiz tlrevli stpresor genlerdir ve
Ozellikle  nonfonksiyonel hipofiz  tlimdrlerinde  metilasyon = mekanizmalariyla
sessizlestirilmistir. Epigenetik degisikliklerde DNA metiltransferaz (DNMT) enzim ailesi
Onem tasimaktadir. Yapilan c¢alismalarda DNMT3b’nin histon modifikasyonu yoluyla
neoplastik hipofiz hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigi gézlenmis ve bu durum pRb,
p21 ve p27 genlerinin susturulmasi yoniinde etki ettigi gosterilmistir (Zhu ve ark., 2008).
Diger oOnemli bir faktér olan Ikaros hipofiz timor hicrelerin  kromatin yeniden
modellendirilmesini duzenler (Ezzat, Mader, Yu, Ning, Poussier ve Asa, 2005). POMC
promotoriinti aktive ederek hipotaloamik hipofiz sinyal yolagina entegre olmasinmi saglar
(Ezzat, Yu ve Asa, 2005).

Epigenetik  degisikliklerde mikroRNA (miRNA)’lar giderek artan 6nem
kazanmaktadir. ACTH salgilayan tiimorlerde miR 145, miR21, miR15 ve miR16 (Amaral ve
ark., 2009) ekspresyonlar1 azalirken, miR122 ve miR493 ekspresyonlarinda artis
gozlenmistir (Stilling ve ark., 2010; Bottoni ve ark., 2007).

1.7.3. Sinyal Mekanizmalari

Hipofiz timorogenezi; mitokondriyal fonksiyon, oksidatif stres, mitojenle-etkilesen
protein kinaz sinyalizasyonu ve hiicre dongusi regilasyonu ile iliskili aglar1 kapsamaktadir
(Zhan ve Desiderio, 2010) (Sekil 1.9). Ilerleyen zamanlarda bu tiimérler ile iliskili aglarin
aydinlatilmasi, hipofiz timor patogenezi ve patofizyolojik islevlerin birlikte anlagilmasini

saglayacaktir.
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Sekil 1.9 Hipofizer hicre proliferasyonu ve transformasyou ile iliskili hiicre igi
sinyalizasyon.

Farklilagmis hiicre ve hiicre proliferasyonundaki hormonlarin gen transkripsiyonu
cogunlukla hipotalamik hormonlar ve transkripsiyon faktorleri dahil olmak {izere hipofizer
mitojenik faktorler ve bunlarin yani sira endokrin hormonlar1 tarafindan indiiklenir.
Hipofizer proliferatif baskilayicilar, somatotropin salgilatici-baskilayici faktor ler ve timor
stpresor genleri igerir. Hiicre dongiisiinin G1 den S fazina dogru ilerleyisi CDK-siklin
kompleksi araciligiyla gergeklesir. Bu kompleks, Rb fosforilasyonu sonucunda E2F
faktorlerinin salinmasina ve hiicre proliferasyonuna yonlendirir. CDK inhibitoérleri kinaz
fosforilasyonunu bloke ederek hiicre dongiisiinii baski altinda tutar. Kromozomal
kararsizlik, DNA hasar1 ve senesans hipofiz timorlerinin malign doniisiimiinii mecbur
edebilir (Melmed, 2009).

1.7.3.1. Hicre DOngusu Regilasyonu

pRB/E2F yolaginin hipofiz tiimorégenezinde onemli rol oynadigi deneysel fare
modellerinde acikca gosterilmistir. Hiicre dongiisiiniin ¢esitli fazlarindaki kontrol noktalari,
siklin ve siklin bagimli kinazlar (CDK) tarafindan diizenlenmektedir. Bu kinazlar aktive
olduklarinda hiicre dogiisiiniin negatif regiilatorii olan retinoblastoma proteinini (pRb)
fosforilleyerek inaktive eder. Hipofosforilize olmus aktif pRb, hiicre dénglsiin G1 den S
fazina ilerlemesini ve hatali DNA’nin siirekli replikasyonuna neden olur (Melmed, 2011).

Yapilan calismada Rb ekspresyonu en fazla nonfonksiyonel hipofiz adenomlarinda
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gotriiliirken, GH salgilayan adenomlarin yaklasik %?25’inde Rb gen promotdriinin
hipermetilasyounu sonucunda ekspresyon kayb1 gézlenmistir (Simpson ve ark., 2000). CDK
inhibitorleri (INK4 grubu: p16, p15, p18; CDKI grubu: p21, 27, p57), kinaz aktivitesini
inhibe ederek fosforlanmasini engeller ve neticede pRb inaktivasyouna neden olur. P16
normalde CDK4’(i inaktive ederek pRb fosforilasyonunu inhibe eder fakat incelenen birgcok
hipofiz timor biyopsi 6rneklerinde, p16 kodlayan genin hipermetilasyon sonucunda sessiz
hale geldigi gosterilmistir (Simpson ve ark., 2004). P27 ekspresyon kaybi ile siklin E gen
ekspresyonun artmasi kortikotrop tiimorogenezini kolaylastirdig 6ne siiriilmiistiir (Roussel-
Gervais ve ark., 2010.). Siklin D1 kodlayan ve CDKA4 ile hiicre déngusu kontroliinde énemli
rol oynayan CCNDBJ1 geni, 6zellikle nonfonksiyonel hipofiz adenomlarinda yiiksek oranda
ifade edildigi gosterilmistir (Melmed, 2011). Ayrica bu gendeki mutasyonun timor
olusumunun erken fazlarinda etkili bir faktor olabilecegi diistiniilmektedir (Cander ve ark.,
2012). Glukokortikoidlerin, POMC gen ekspresyonunu baskilayamamasi siirekli sentezine
ve asirt salgilanmasina neden olur. Trankskripsiyon aktivatorii olan Brgl’in fonksiyonu
POMC’un baskilanmasin1 saglamaktir. ACTH salgilayan adenomlarda, Brgl kaybi
kortikotroplarda glukokortikoid direncine neden olur. Cogu kortikotrop ve hipofiz
karsinomlarinda hem p27 hem de Brgl seviyeleri diisiik ya da 6l¢clilemeyecek diizeydedir
(Bilodeau ve ark., 2006; Melmed 2011). p19/p53 hiicre déngusiinu aktive eden bir kontrol
noktas1 olarak is goren oliim ile iligkili protein kinaz (DAPK) gen ekspresyon kaybi
cogunlukla hipofiz adenomlarinda, 6zellikle invaziv hipofiz tiimorlerinde saptanmistir.
Ilerleyen calismalarda hem DAPK gen delesyonu hem de metilasyonu ekspresyon
kaybindan sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Farrell, 2005).

High mobility group A (HMGAZ2) protein ailesi Uyeleri, kiicik nonhiston kromatin
proteinleri olup, normal yetiskin dokularda eksprese olmayip embriyogenezis sirasinda
onemli olclide eksprese olurlar (Fedele ve ark., 2010). Insanlarda, HMGA?2 gen ekspresyonu
ve yeniden diizenlenmesi agirlikli olarak prolaktinomalarda goriilmekte olup HMGA?2
mRNA artig1 timor biiyiikliigii ve proliferasyon markorleri ile iliskili bulunmustur (Fedele
ve ark., 2006). Ayrica HMAG?2 protein diizeyinin hipofiz tiimérlerinin invazyon 6zelligi ve
Ki-67 endeksi ile pozitif olarak iligkili oldugu gosterilmistir (Fedele ve ark., 2010). Bunlara
ileveten; HMGAZ2, siklin-B2’yi up-regile ederek E2F1 transkripsiyon faktdrinin
aktivasyonunu arttirir, daha sonra da hiicre dongiisiinii S fazina siirer (Fedele ve ark., 2006).
HMGA1b ve HMGAZ2, siklin-B2 kodlayan CCNB2 gen regulasyonu ile hiicre dongsine
etki edebilmeke ve hipofiz hiicre proliferasyonunu Pitl ekspresyonunu direkt arttirarak
tesvik eder (Fedele ve ark., 2010; Palmieri ve ark., 2012)

1.7.3.2. Sinyal Ileti Yolaklar: ve Sinyal Molekiilleri

Hipofiz tiimorogenezinde rol oynayan ve en ¢ok calisilan sinyal yolaklart MAPK,
AKT, RAS ve Wnt hiicre i¢i kaskadlaridir. Blylme ve anjiyogenik faktorler hipofiz
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timorogenezinde c¢esitli sinyal ileti yolaklarini aktive eden tetikleyici molekullerdir.
Fibroblast blyume faktori (FGF), epidermal biyume faktorli (EGF), kemik morfojenik
protein (BMP) ve vaskiler endotelyal blytme faktori (VEGF) aileleri ve Akt sinyal ileti
yolagi hipofiz tiimorogenez kaskadinda yer alan Tyelerdir. Ayrica Wnt yolag
inhibitorlerinin normal hipofiz dukusuna gore hipofiz adenomlarinda daha fazla ifade
edildigi goriilmiistiir (Elston ve ark., 2008). FGF2 ve fibroblast biyume faktori reseptori 4
(FGFR4) tiim6r olusumunda en fazla arastirilan biiyiime faktorlerdir. FGFR4 genindeki tek
nikleotit polimorfizminin (SNP) biiyiime hormonunu arttirdigi ve prolaktini azaltarak
somatortroplardan hormonal dengesini degistirdigi gosterilmistir. Ayrica bu polimorfizm,
mitokondrial STAT3 serin fosforilasyon ile iligskilendirilmis ve hipofizer biylime hormon
hiicrelerinin tiimdrogenezini kolaylastirdigi saptanmustir (Tateno ve ark., 2011). Insan
hipofiz tiimorlerinin yarisinda FGFR2 gen diizenlenmesinin diisiik oldugu saptanmis ve
timorlerin %45’inde FGFR2 geninin promotor bélgesinde metilasyon saptanmistir (Ezzat,
2008). Ayrica, FGFR2’nin varsayilan hedef genlerinden melanoma iliskili antijen (MAGE-
A)’in hipofiz tiimorlerinde normal hipofiz dokuya gore onemli derecede yiiksek oldugu
saptanmustir. Celigkili bir bi¢gimde, normal hipofizer dokuda MAGE-3 promotorinin
hipermetilasyonu goriiliirken hipofiz tiimorlerinde hipometile oldugu goriilmiistiir. Tim bu
caligmalar birlikte ele alindiginda, epigenetik degisimlerin FGFR2/ MAGE3 yolaginin
diizgiin ¢alismasi i¢in énemli rol oynadigini diisindiirmektedir (Ezzat, 2008). Transforme
edici biiyiime faktorii B (TGF-B), epidermal biiyiime faktorii reseptoriine (EGFR) baglanan
ve hipofiz timorlerinde yiksek oranda eksprese edilen bir biylime faktérudir (Heaney,
2005). Epidermal biiyiime faktorii reseptor yolak substrati 8 (Eps) transkriptlerinin normal
hipofiz dokuya gore timor dokusunda daha fazla ifade edildigi saptanmistir. Yolak
aktivasyounu tetikleyici faktorlerin artisini, ERK yolagi tizerinden MAPK sinyal ileti yolagi
ve AKT yolag iizerinden PI13K yolagi aktivasyonu ile hipofiz hiicrelerindeki proliferasyon
ve anti-apoptatik faktorlerin aktivitesini arttirirlar. TUm  sinyal molekilleri hipofiz
tiimorlerinde yliksek oranda ekprese edilir, Eps8 protein diizeyi, aktive olmus ERK ve AKT
yolaklar1 gonadotroplarda saptanmistir (Xu ve ark., 2009).

VEGF gibi anjiyogenik faktorlerin artisi, ¢ogu hipofiz tiimor tiplerinde saptanmustir.
Hem FGF2 hemde VEGF ekspresyonlar1 tiimor biiyiikliigi ve agresivitesi ile iliskili
bulunmustur (Heaney, 2005). BMP4, kortikotrop tiimor biiyiimesini baskilayici etki
gosterirken, prolaktinomalarda asir1 miktarda ifade edildigi saptanmistir (Pacz-Pereda ve
ark., 2003).

1.7.4. Hipofizer Adenom Sendromlari

Hipofiz adenomlarinin yaklasik %3’iinde otozomal dominant olarak kalitilan ve
degisken penetrans gosteren MEN-1 sendromu gorilur (Scheithauer ve ark., 1987).
Paratiroid hiperplazisi/adenomu, pankreatik endokrin hiicre hiperplazisi/displazisitimaori
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ve hipofiz adenomuyla karakterizedir. Penetrasyonu degisken oranda oldugundan, olgularin
ancak %25’inde hipofiz adenomu gelisir. Bunlarin cogu PRL ve GH asir1 sekresyonu yapan
makroadenomlardir (Ellison ve ark., 2008). Bu sendrom, 11q13’taki MEN-1 timaor stipresor
geninde germline mutasyonla sonuglanir. MEN1 gen {iriinii olan menin proteini pek ¢ok
genin transkripsiyonunu diizenlemektedir. Saglam alleldeki heterozigot kayip (LOH) tumor
formasyonuyla iligkilidir (Ellison ve ark., 2008, Dong ve ark.,1997). MEN-1 benzeri
Ozellikler gosteren fakat intakt MENL1 gen ile karakterize olan ve nadir gorilen multipl
endokrin neoplazisi tip 4 (MEN4)’de p27 germline mutasyonlari tanimlanmistir (Pellegata
ve ark., 2006; Igreja ve ark., 2009).

MEN sendromu disinda kalan FIPA olgularinin yaklasik %15-25’inde, bir timor
stipresor gen olan AIP mutasyonu bildirilmektedir. AIP iliskili adenomlar siklikla GH veya
PRL Ureten agresif adenomlardir. (Tichomirowa ve ark., 2011; Soylemezoglu ve Aydin,
2014).

Carney sendromu otozomal dominant kalitim gosteren bir diger multipl endokrin
neoplazisi formudur. Protein kinaz A’nin diizenleyici alt tinitesi 1a’y1 kodlayan PRKAR1A
genindeki germline mutasyon nedeni ile bu alt Ginitenin inaktive olmasi sonucu kontrolsiiz
CAMP sinyalizasyonuna neden olur (Kirschner ve ark., 2000).

1.8. Hipofiz Tumdorlerinin Simiflandirilmasi
1.8.1. 2017 Diinya Saghk Orgiitii Stmflandirmasi

2004 Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin simiflandirmasina gére, tiimér hiicrelerinin
hormonal aktiviteleri, histolojik ve inceyapisal o6zelliklerinin kombinasyonu ile
siniflandirilma 6nerilmekte ve diger siniflamalardan farkli olarak atipik adenom kavrami yer
almakta idi (DeLellis ve ark., 2004).

Tumér hicrelerinin hormonal aktivitelerine ek olarak, hiicresel kdkene gore timor
farklilasmasindaki transkripsiyon faktorlerinin rolleri, tiimor spesifik hormon iiretimin
diizenlenmesi ve olasi adenom tiimorogenezi tanimlanarak revize edilmistir (ASA ve ark.,
1993; Asa ve ark., 1996; Friend ve ark., 1993; Nihioka ve ark., 2015; Lloyd ve Osamura,
1997; Tani ve ark., 2011) (Tablo 1.3). Bu yeni yaklasimda DSO siniflandirmasi “hormon
iireten adenom” kavramini terk ederek adenomlarin “adenohipofizyal hiicre kokenine gore
tanimlanmasina birakmistir (Louis ve ark., 2016). Ayrica atipik adenom terimi 2017 DSO
siniflandirmasinda onerilmemekte, ancak tiimor alt tipinin dogru tayin edilmesi, Ki-67 ve
mitotik aktivite ile proliferasyon indeksi degerlendirilmesi, tiimér invazyonu gibi klinik
parametrelerin agresif adenomlarda goz 6niinde bulundurmasini 6nermektedir (Mete ve ark.,
2012; Chatzellis ve ark., 2015; Raverot ve ark., 2015; Vasiljevic ve ark., 2016). Bu
simiflandirmada; seyrek granillii somatotrop adenom, erkeklerde gorulen laktotrop adenom,
crooke hucreli adenom, sessiz kortikotrop adenom, Pit-1 pozitif plurihormonal adenomlarin
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cesitli alt tiplerin dahil oldugu ve timdr agresif tutumlarina gore “yiiksek riskli hipofiz
adenomlar1” olarak tanimlanmistir (Xu ve ark., 2014; Alahmadi ve ark., 2012; Mete ve ark.,
2016). 2017 DSO siniflandirmasinin diger bir goriisii ise; ayn1 zamanda tiroid transkripsiyon
faktor-1 (TFF-1) eksprese eden hipofiz tiimorlerinin spektrumunu tanimlayan ve morfolojik
spektrum agisindan tek bir nozolojik varolusu ifade eden, pituisitoma, adenohipofiz igsi
hlcreli onkositomu, sellar ependimom ve nérohipofiz grantler hiicreli timarlerin icerisinde

bulundugu smiflandirmasidir.

Tablo 1.3 2017 DSO Hipofiz Adenomlarininn Patolojik Siniflandirilmasi

Adenom tipi Morfolojik varyant Hormonal Transkripsiyon
aktivite faktoru
Yogun graniillii GH, a-altbirim Pit-1
somatotrop adenom
Seyrek granilli GH Pit-1
somatotrop adenom
Somatotrop
Adenom Mammosomatotrop GH+PRL, o- Pit-1, ER a
adenom altbirim
Mikst somatotrop ve GH+PRL, o- Pit-1, ERa
laktotrop adenom altbirim
Seyrek grandlli PRL Pit-1
laktotrop adenom
Laktotrop adenom | Yogun granulli PRL Pit-1, ERa
laktotrop adenom
Asidofil kok hicre PRL, GH Pit-1, ERa
adenom
Tirotrop adenom R-TSH, a-altbirim | Pit-1, GATAZ2
Yogun grandlli ACTH Tpit
kortikotrop adenom
Kortikotrop
adenom Seyrek granilli ACTH Tpit
kortikotrop adenom
Crooke hiicreli adenom | ACTH Tpit
Gonadotrop R-LH, B-FSH, a- SF-1, Era, GATA?2
adenom altbirim
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Plurihormonal
adenomlar

plurihormonal adenom
(6nceki smiflandirmada
sessiz alt tip-3 adenom
olarak adlandirilan)

Siradis1 plurihormonal
adenom

Adenom tipi Morfolojik varyant Hormonal Transkripsiyon
aktivite faktoru
Null hiicreli - -
adenom
Pit-1 pozitif GH, PRL, B-TSH+ | Pit-1

a-altbirim

Multipl
kombinasyonlar

1.8.2. 2004 Diinya Saghk Orgiitii Stmflandirmasi

Hipofiz

adenomlari

biiytikliiklerine,

radyolojik  gdriiniimlerine,

endokrin

fonksiyonlarina, morfoloji ve sitogenezine uygun olarak siniflandirilabilirler.
Evrensel olarak kabul edilmis Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin siniflamasi besli
adenohipofizyal siniflamadir (DeLellis ve ark., 2004) (Tablo 1.4).

a) Salgi aktivitesi ve klinik prezentasyon (akromegali gibi)

b) Biiyiikliik ve yayginlik (Hardy grade)
c) Histolojik dzellikler (tipik veya atipik histoloji)

d) Immiinohistokimyasal profil
e) Utrastriiktirel (EM’ik) alt tip

Tablo 1.4. Hipofiz Tumérlerinin 2004 Diinya Saghik Orgiitii (DSO) Simflamasi

Adenom Tipi Siklik | E/K | Immunohistomkimyasal | Klinik Goriniim
% oram | Profil
Seyrek grandlla | 27.0 1:25 | PRL Amenore-galaktore
PRL Salgilayan sendromu
Yogun graniillii | 0.04 - PRL (kadinlarda) Sellar
PRL salgilayan kitle, hipogonadizm
(erkeklerde)
Yogun graniillii GH | 7.1 1:0.7 | GH, a-subunit
salgilayan (PRL, TSH, LH, FSH)
Seyrek granulli GH | 6.2 1:1.6 | GH (PRL a-subunit) Akromegali
salgilayan
Mikst GH+PRL | 3.5 1:1.1 | GH, PRL (o-subunit,
salgilayan TSH)
Mammosomatotrop | 1.2 1:1.1 | GH, PRL (a-subunit, | Akromegali +
adenom TSH) Hiperprolaktinemi
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Adenom Tipi Siklik | E/K | Immunohistomkimyasal | Klinik Gériniim
% oram | Profil
Asidofil kok hucreli | 1.6 1:15 | PRL,GH Hiperprolaktinemi
adenom Nadiren
Akromegali
Yogun graniilli 94 1:5.4 | ACTH (LH, a-subunit)
kortikotrop adenom
Seyrek granlli Nadir | - ACTH Cushing hastaligy;
kortikotrop adenom Nelson sendromu
Tirotrop adenom 1.1 1:1.3 |TSH (GH, PRL, a | Hipertiroidizm
subunit)
Gonadotrop 9.8 1:0.8 | FSH, LH, a-subunit| Nonfonksiyonel
adenom (ACTH) sellar kitle
Sessiz  kortikotrop | 1.5 1:1.7 | ACTH Nonfonksiyonel
adenom subtip 1 sellar kitle; pittiter
apopleksi
Sessiz  kortikotrop | 2.0 1:0.2 | p-endorfin, ACTH Nonfonksiyonel
adenom subtip 2 sellar kitle
Sessiz subtip 3 1.4 1:1.1 | Anterior pitliter | Prolaktin salgilayan
adenomla herhangi bir | adenoma benzer
kombinasyonu (kadinlarda)
Non-fonksiyonel
sellar kitle
Null cell adenom 12.4 1:0.7 | Immiin negatif (FSH, LH, | Non-fonksiyonel
TSH, a- subunit) sellar kitle
Onkositom 13.4 1:0.5 | Immiin negatif (FSH, LH, | Nonfonksiyonel
TSH, a- subunit) sellar kitle
Siniflandirilamayan | 18 - - Degisken

1.8.3. Fonksiyonel Siniflama

Klinik 6zelliklere dayanan bu siniflamada, tlimorler hormonal aktivitelerine baglh

olarak fonksiyonel veya non-fonksiyonel olarak adlandirilirlar. Fonksiyonel adenomlar
amenore-galaktore sendromu, akromegali veya gigantizm, sekonder hipertiroidizm ve

Cushing hastalig1 veya Nelson sendromu gibi klinik fenotipleri yapan, PRL, GH, TSH veya

ACTH salgilayan adenomlardir. Hipersekresyonla alakasiz gonadotrop adenom, null cell

adenomlar, onkositomalar ve gesitli sessiz adenomlar gibi timorlerin hepsi nonfonksiyonel
adenomlardir (Tablo 1.5) (DeLellis ve ark., 2004; Thapar ve ark., 1980).
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Tablo 1.5. Hipofiz adenomlarinin fonksiyonel siniflandirilmasi
FONKSIYONEL ADENOMLAR FONKSIYONEL OLMAYAN
ADENOMLAR

GH FAZLALIGI ILE SEYREDEN
Somatotrop Adenom (Yogun graniillii)
Somatotrop Adenom (Seyrek granulli)

Mammosomatotrop adenom Sessiz laktotrop adenom Sessiz
HIPERPROLAKTINEMI iLE
SEYREDEN
Laktotrop Adenom Sessiz laktotrop adenom
Asidofil kok hicreli adenom Sessiz laktotrop adenom
TSH FAZLALIGI ILE SEYREDEN
Tiroptop Adenom Sessiz tiroptrop adenom
ACTH FAZLALIGI iLE SEYREDEN
Kortikotrop adenom (Yogun graniillii) Sessiz kortikotrop adenom
Kortikotrop adenom (Seyrek grantlli) Sessiz kortikotrop adenom
GONADOTROPIN FAZLALIGI iLE
SEYREDEN
Gonadotrop adenom Sessiz gonadotrop adenom (null cell

adenom, onkositom)

SINIFLANDIRILAMAYAN
ADENOMLAR
Plurihormonal adenomlar Immunnegatif adenomlar

1.8.4. Radyolojik/Anatomik Siniflama

Timor blytkligi ve invaziv derecesine gore radyolojik agidan siniflandirilan en
yaygin kullanilan siniflandirma Hardy siniflanmasidir (Hardy, 1973). Biyikliklerine gore
hipofiz adenomlar1 mikroadenom ve makroadenom olarak ayrilirlar. Cap1 10 mm ve kiigiik
olan adenomlar mikroadenom, 10 mm’den blyik adenomlar ise makroadenom olarak
adlandirilir. Mikroadenomlar sellar goriiniime goére Grade 0 ve 1; diffliz sellar genisleme,
fokal destriiksiyon ya da kafatasinda ekspansif erozyon yapan tiimorler sirasiyla Grade 2, 3,
4 olarak siniflandirilirlar.

Grade O: Intrahipofizer adenom, ¢ap <1 cm, normal sella

Grade I: Intrahipofizer adenom, ¢ap<l cm, fokal bir tasma veya sellada mindr
degisikliklerin goriilmesi

Grade II: Intrasellar adenom, ¢ap >1 cm, genislemis sella, fakat erozyon yok

Grade IlI: Diffiz adenom, cap >1 cm, genislemis sella, lokalize erozyon veya
destriiksiyon

Grade 1V: Invaziv adenom, cap >1 cm, kemik yapilarda ekspansif destriiksiyon
(Fantom sella)
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1.8.5. Histolojik Siniflama

Sitoplazmik boyanma 6zelliklerine gore asidofilik, bazofilik ve kromofobik olarak
yapilmistir. Asidofilik adenomlar GH salgilayan adenomlar, bazofilik adenomlar ise ACTH
salgilayan adenomlardir. Boyanmayan tiimérler topluca kromofobik tiimarlerdir ve hormon
olarak inaktiftirler. Yeni metodlarin kullanilmasiyla sitoplazmanin boyanma 6zelliklerinin
hiicre tipinin taninmasi, sekretuar aktivitesi ve sitogenezis ile ¢ok az alakali oldugu
anlasilmistir (Horvath ve ark., 1997).

1.8.6. Immiinhistokimyasal/Elektron Mikroskopik Siiflama

Immiinhistokimyasal (IHK) yontem ve elektron mikroskobik (EM) kullanimi hipofiz
adenomlarmin siniflandiriimasinda en yaygin kullanilan metotlardir. IHK sal yontem ile
timoOr hiicrelerindeki salgi grandllerinin icinde depolanan hipofiz hormonlarinin
belirlenmesi s6z konusudur. Ancak tek basina hormon igerigine gore yapilan alt tiplendirme
yetersiz kalmakta bu nedenle ek olarak keratinler (diisitk molekiil agirlikli keratiny CAMS.2,
sitokeratin 7, sitokeratin 8) ve adenohipofiz hiicre diferansiasyon transkripsiyon
faktorlerinin (Pit-1, Tpit, SF-1, ER, TEF, GATA-2 vb) immiinreaksiyonlarinin sagladigi
bilgi baz alinir (Tablo 1.6). Tim bunlara ek olarak, adenomlarin rekirrens ve agresif
davranig 6zelliklerini a¢iklamaya yonelik proliferasyon belirtegleri (Ki-67, p27), fibroblast
blylme faktéru reseptori-4 (FGFR-4) ve p53 immunohistokimyasal incelemelerinin de
rutin adenom incelemeleri kapsaminda yer almasi gereklidir (Asa, 1998; Ellison ve ark.,
2008; Ezzat ve Asa, 2006).

Tablo 1.6. Hipofiz adenomlarimin immiinhistokimyasal siniflandirilmasi
Adenom tipi Transkripsiyon faktoru Hormon Keratin
GH iceren
adenomlar
Yogun graniilli Pit-1 GH, a-SU Perinukleer
Somatotrop
Adenom
Seyrek granulli Pit-1 GH Fibroz
Somatotrop cisimcik
Adenom
Mammosomatotrop Pit-1, ER GH, PRL, o-SU
adenom
Mikst somatotrop Pit-1, ER GH, PRL, o-SU
ve laktotrop
adenom
Plurihormonal GH Pit-1, ER GH, PRL, a-SU, [3-
salgilayan adenom TSH
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Adenom tipi

Transkripsiyon faktoru

Hormon

Keratin

PRL iceren
adenomlar

Seyrek granulli
laktotrop adenom

Pit-1, ER

PRL (Golgi tipi)

Yogun graniillii
laktotrop adenom

Pit-1, ER

PRL (Diffuz tip)

Asidofil kok hiicre
adenom

Pit-1, ER

PRL (Baskin), GH

Fibroz
cisimcik

TSH iceren
adenomlar

Tirotrop adenom

Pit-1, TEF, GATA-2

R-TSH, a-SU

ACTH iceren
adenomlar

Yogun grantlli
kortikotrop adenom

Tpit

ACTH

Seyrek granlli
kortikotrop adenom

Tpit

ACTH

Crooke htcreli
adenom

Tpit

ACTH

Bantlasma

Gonadotropin
iceren adenom

Gonadotrop
adenom

SF-1, ER, GATA-2

R-LH, B-FSH,a-SU

Plurihormonal
adenomlar

Sessiz Subtip 111
adenom

Pit-1, ER

Multipl

Siradisi
plurihormonal
adenom, NOS

Multipl

Multipl

Hormon igermeyen
adenomlar

Null hticreli
adenom

Yok

Yok

EM incelemesi

yogunluklari, boyutlar1 ve sekillerine gére yapilan bir siniflandirma olup, vakalarin klinik

ise salgi

graniillerinin

sitoplazmadaki

yerlesim  ozellikleri,

Ozellikleriyle yakin iligki gosterir. Bu incelemeler ile 6zellikle plurihormonal adenom,

asidofil kok hiicre adenomu ve sessiz subtip 111 adenom gibi 6zel hipofiz adenomlarinin

tamisinin dogrulanmasi, IHK ’sal olarak negatif sonug alman null hiicreli adenom tanismin

dogrulanmasi, mikst somatotrop ve laktotrop adenom ile mammosomatotrop adenomlarin
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aymrimi i¢in ve siniflandirilamayan adenomlarda immiinohistokimyasal incelemelere ek
olarak uygulanan bir metoddur (Asa, 2008; Asa, 2009; Mete, 2011).

Adenohipofizyal hiicre farklilasmasinda ve hormon Gretiminde rol oynayan molekdler
belirteclerin tanimlanmasi ile Oniimiizdeki giinlerde yeni siniflandirilmalarin taslagin

olusturabilecegi diisiiniilmektedir.
1.9. Mikroarray Teknolojisi

DNA’nin molekiiler yapisinin anlasilmasinin ardindan biyoteknolojik arastirmalar da
hiz kazanmistir. Son yillarda, yeni bir teknoloji olan DNA mikroarray teknolojisi molekiiler
biyoloji alanindaki arastirmalarin hizin1 6nemli derecede arttiran yeni ve giiclii bir
teknolojidir. DNA mikroarray analizleri su anda tek bir uygulama ile binlerce hatta
milyonlarca farkli DNA dizisini analiz etme imkani saglamaktadir. Bilim adamlar
mikroarray teknolojisini biiyiime ve gelisimi farkli agilardan anlamak ve birgok hastaligin

altinda yatan genetik sebeplerin kesfi i¢in kullanmaktadirlar.
1.9.1. DNA Mikroarray Nedir?

Mikroarray genellikle cam, naylon membran veya silikon yapidaki kat1 yiizeyler
Uzerinde minyatirize alanlara yerlestirilmis milyonlarca birbirine denk tek iplikli DNA
parcaciklari1 (prob), antikor veya epitopik belirtecler araciligiyla bir genomda depolanmis
olan bilgilerin hibridizasyon gibi 6zgilin kimyasal baglanma temeline dayanan bir prensiple
incelenmesi teknigidir. Yiizeye tutturulan bu DNA segmentlerinin (20 ile 100 ya da daha
fazla niikleotid uzunlugunda olabilir) binlercesi tek bir DNA mikroarray’inde birlikte
kullanilabilmektedir. Standart mikroarray’lerde problar yiizey miihendisligi yolu ile kat1 bir
yuzeye (kimyasal matriks= epoksi-silan, amino-silan, lizin, poliakrilamid veya digerleri)
kovalent bag yardimyla tutturulmaktadir. Kat1 ylizey cam ya da silikon ¢ip olabilecegi gibi
mikroskobik boncuklardan da olusabilmektedir (ipekdal, 2006).

Gen ekspresyonunun mikroarray’ler kullanilarak 6l¢iilmesi biyoloji ve tibbin pek ¢ok
alaninda uygulanabilirlik arz etmektedir. Ornegin mikroarray’ler hastalikli ve normal bir
hiicrede gen ekspresyonunun karsilastirilmasi suretiyle hastalik ile alakali genlerin
belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Bunun yani sira SNP’lerin taranmasi, mutant

genomlarin sekanslanmasi ve genotiplemede kullanilmaktadir.
1.9.2. Mikroarray Tarihcesi

Mikroarray teknolojisi DNA’nin bir substrata tutturulup bilinen bir gen ya da fragment
ile prob hazirlanmasi seklinde tanimlanabilecek “Southern blotting” tekniginden
tiiretilmistir (ipekdal, 2006). Array’lerde ekspresyon profili igin farkli DNA topluluklarinin

kullanilmasi ilk olarak 1987 yilinda agiklanmis ve array’lenen bu DNA’lar interferon
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tarafindan ifadeleri degisen genlerin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir (Kulesh ve ark., 1987)
Bu ilk array’ler igne spotlama aracinin kullanilmasi ile filtre kagidi tizerine komplementer
DNA (cDNA)’larin spotlanmasi sonucu olusturulmustur. Minyatirize mikroarray’lerin gen
ekspresyon profilinde kullanilmasi ilk olarak 1995 tarihinde bildirilmis (Schena ve ark.,
1995) ve mikroarray Uzerinde tam okaryotik genomu (Saccharomyces cerevisiae) 1997
yilinda yayimlanmistir (Lashkari ve ark., 1997).

1.9.3. Mikroarray Substratlari

Geleneksel hibridizasyon yontemlerinde nitroseliloz ve naylon gibi esnek
membranlardan yararlanilmistir. Bunun aksine mikroarray veya biyo¢ip yontemlerinde kati
yiizeyler kullanilmaktadir. Kat1 yiizeyin avantaji, gozeneksiz olmasi ve boylece belirlenen
bolgede biyokimyasal materyalin kiigiik miktarlarinin depolanabilir olmasidir. Gézeneksiz
substrat ise biyogip liretimi ve kullanimi sirasinda organik ve floresan bilesiklerin hizli
uzaklagtirilmasin1  saglayarak substrat matriks i¢indeki c¢ozeltilerin  ve Ornegin
absorbsiyonunu Onlemektedir. Go6zeneksiz yiizey, yiikksek ornek derisimleri ve hizh
hibridizasyon kinetigi saglayarak kiigiik 6rnek hacimlerinin kullanilmasina olanak saglar.
Ayrica kat1 bir substrat mikroarray elementlerinin kalitesini arttiran degismez bir yapisma
yiizeyi de saglamaktadir (Schena ve Davis, 2001).

1.9.4. Mikroarray Uretim Teknikleri

Mikroarray’ler prob sayisina, maliyete, miisteri talebine ve sorulan bilimsel sorunun
tipine gore farkli yollarla {iretilebilmektedir. Temel olarak ¢iplerin hazirlanmasi iki sekilde
yapilabilir;

1.9.4.1. Cip Uzerinde oligonukleotid sentezi

Oligonulkleotid mikroarray’lerinde problar, bilinen ya da umulan agik okuma
cerceveleri sekanslariyla eslesmek icin tasarlanmis kisa sekanslardir. Bu array’ler, kisa
oligontikleotid sekanslarin ylizey lizerine baskilanmasiyla tiretilmektedir. Bu sekanslar bir
geni ya da gen ailesini temsil etmektedir ve intakt sekansin ylizeye yerlestirilmesi yerine
direkt olarak yuzeye sentezlenmektedir. Sekanslar, arzu edilen amaca goére uzun (Agilent
tasariminda 60-mer problar1) ya da kisa (Affymetrix tarafindan iiretilen 25-er problari)
olabilir: uzun problar hedef gene spesifik olurken, kisa problar array boyunca yliksek
yogunlukta noktalanirlar ve fretilmeleri daha ucuzdur. Oligonikleotid array’lerin
Uretiminde kullanilan bir diger teknik de; 151k ve 1s18a duyarli maskeleme ajanlarinin sekans
olusturmada kullanildigi silika substrat iizerine fotolitografik sentezdir. Her bir uygulanabilir
prob, array’i tek nikleotid iceren soliisyonda yikamadan 6nce segici olarak “maskesiz”dir.

Daha sonra maskeleme reaksiyonlar1 gerceklesirken, diger prob seti farkli niikleotid
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maruziyetine kalmadan Once yine maskesizdir. Birgok tekrardan sonra biitiin problarin
sekanslar1 olusturulmus olur (Sekil 1.10). Son zamanlarda NimbleGen Systems tarafindan
gelistirilen Maskesiz Array Sentezi, esnekligi ve ¢ok sayida prob kullanimini bir araya
getirmistir. CONA arrayler, RNA ekspresyon analizlerinde tercih edilirken oligonukleotid
arrayler ilaveten sekans analizinde kullanilirlar. Oligonikleotid mikroarray cDNA ciplere
gore baz1 avantajlara sahiptir. Ornegin kontaminasyon riski daha azdir ve érnek hazirlama
asamasi daha kisa siirdiigiinden daha az zamana ihtiya¢ duyulur. Ayrica ekstra stabilite ve
spesifite saglarlar ve genomun daha yiiksek seviyede kapsanmasina izin verirler (Kumar ve
ark., 2005).

Sekil 1.10. Ink-jet baskilama yontemi ile oligo sentezinin genel mekanizmasi (Www.
chem.agilent.com/SiteCollectionlmages/SurePrint_ ABCD.jpg)

A: Aktif mikroarray yiizeyi tizerine niikkleotidlerin birikerek ilk tabakay1 olusturmasi.
B: Niikleotidlerin slide {izerine basilmasi ile multiple tabakalar meydana gelmesi ve
oligolarin uzamasi.

C, D: Zincire yeni bir bazin eklenmesi.
1.9.4.2. DNA’nin direkt olarak yiizeye birakilmast

Yéntem Stanford Universitesi'nden Pat Brown’un laboratuvarinda tasarlanmistir. Bu
yontemde DNA elemanlarinin in Situ sentezlenmesinden ziyade hazirlanan klonlar yiiksek
hizli robot teknolojisi kullanilarak destek ortamina aktarilir (Sekil 1.11). Tipik olarak
islemin ilk basamag1 bir cDNA klon kiitiiphanesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
96 kuyucuklu plaklarda ¢ogaltilmasidir (Rockett ve Dix, 2000). cDNA ¢ipler istenilen cDNA
deposunun saflastirilmis PCR iiriiniiniin (genellikle 500 ve 2000 bp) ya da Expressed
Sequenced Tagged (EST) klonlarin membran ve poli-L-lizin kapli cam slaytlara immobilize
edilmesi ile hazirlanir. EST’ler yaygin olarak bir genin tanilanmasi ve haritalanmasi i¢in
kullanilan kiigiik cDNA sekanslaridir. Hedef se¢imi baslangi¢ materyalinin miktarina ve
problarin array slaytlarindaki diizenlenisine gore yapilir (Kumar ve ark., 2005). 300 bp’den
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uzun cDNA’larin kullanimi bazi avantaj ve dezavantajlara sahiptir. En biiylik avantaji
hibridizasyonun gii¢lii olmasidir. Boylece bazi bireylerde olusabilecek nokta mutasyonlari
ve kii¢iik ¢apli delesyonlar hibridizasyon sonucu iizerine etki edemezler. Bu 06zellik
c¢DNA’larin kullanimin1 bazi genlerinde kiigiik farkliliklar olabilecek hasta kiumelerini
iceren calismalar i¢in oldukg¢a yararli hale getirir. cDNA kullaniminin diger bir avantaji
nispeten daha hesapli olmalaridir. Tek bir mini-prep ya da PCR reaksiyonu binlerce
mikroarray i¢in yetecek kadar saf DNA olusturabilir. Uzun olmalar1 nedeniyle spotlanmis
cDNA’lar alternatif RNA splicing yoluyla ya da alternatif promotor kullanimi yoluyla
olusturulabilen farkli versiyonlar gibi tiim transkriptleri algilama egilimindedir. Baslica
dezavantajlardan biri saf cDNA depolar1 ya da PCR {iriinlerini bir araya getirmek i¢in gerekli
masraf ve zamandir. Ayrica cDNA’lar tekrarli sekanslar icerebilir ve yakindan baglantili
transkriptler ile hibridize olabilirler ve bu nedenle pek ¢cok uygulama icin yeterli spesifite
saglanamayabilir (Yoltas ve Karaboz, 2010).

| 1 I
Gene dzgil primerlerle PCR amplifikasyonu
v

| r— — —
PCR iiriiniiniin polizin kaph cam
slayt iizerine yerlegtirilmesi

DHAmn kurutul UV crosslink ile
sabitlenmesi ve denatiirasyonla tek
zincirli hale getirilmesi

Sekil 1.11 Stanford ciplerinin teknolojisi

DNA fragmentleri; genlerin PCR amplifikasyonuyla elde edilip, cam film Gzerine
robotik spotlama yontemiyle kusursuz bir sekilde yerlestirilmesiyle elde edilir. PCR iiriinleri
cam film iizerine yaklasik 2 cm? bir alana noktaciklar halinde yerlestirilir. Her bir PCR
tirtiniiniin yerlestirildigi bolge ve icerdigi DNA dizisi kesin olarak bellidir. Daha sonra slayt
uzerindeki DNA” lar kurutulur (100°C’de 2 sn), sabitlenir (UV cross-linking), ve denatire
edilerek tek zincirli hale getirilir (95°C’de 2 dk). Hazirlanan gipler, isaretlenmis cDNA
fragmentleriyle baglanmak tizere kullanilirlar (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/).
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1.9.5. Mikroarray Teknolojisinin Prensibi

Mikroarray teknolojisinin temel prensibi, iki DNA ipligi arasindaki hibridizasyon,
birbirleri ile spesifik olarak baz ciftleri arasinda hidrojen bagi olusturarak eslesen
komplementer niikleik asit sekanslarinin yapisidir. Bir niikleotid sekansindaki yiiksek
sayidaki komplementer baz ciftleri iki iplik arasinda siki bir non-kovalent bagin oldugu
anlamina gelmektedir. Non-spesifik olarak baglanan sekanslarin yikanmasindan sonra,
sadece hibridize olmus olan eslesmis kuvvetli iplikler kalmaktadir. Boylece, bir prob
sekansina baglanan floresans isaretli hedef sekanslar, eslesen bazlarin sayisi, hibiridizasyon
kosullar1 (sicaklik gibi) ve hibiridizasyon sonrast yikama tarafindan belirlenen
hibiridizasyon guciine bagl olarak sinyal olusturmaktadirlar. Bir noktaciktan gelen toplam
sinyal giicii, bu noktacik {izerinde mevcut olan problara baglanan hedef érnegin miktarina
bagli olmaktadir. Mikroarray’lerde, prob yogunluklarimin farkli kosullar altindaki
yogunluklar ile karsilastirilmasinda ve yeri bilinen probun 6zelliginin belirlenmesinde

goreceli kantitasyon kullanilmaktadir.
1.9.6. Mikroarray Tipleri
1.9.6.1. Spotlu Mikroarray’ler

Spotlu mikroarray’lerde problar oligoniikleotid cDNA veya mRNA ’lara karsilik gelen
PCR iiriinlerinin kiigiik pargalar1 olabilir. Bu tip array’lerde genellikle iki farkli boya ile
isaretlenmis, karsilastirilacak iki Ornekten (0rnegin hasta ve kontrol) gelen cDNA ile
hibridize edilmistir. Ornekler karistirilip tek bir mikroarray’e hibridize edilebilir; lazer ile
taranmasi sonucunda up-regule ve down-regule genler bir seferde goérilebilir. Dezavantaji
gen ifadesi dizeyinin kesin olarak gézlenememesidir, ama bu yontemle deneyin maliyeti

azalir.
1.9.6.2. Oligonukleotid Mikroarray’leri

Oligoniikleotid microarray’lerinde problar sekansi bilinen ya da tahmin edilen
mRNA’lara uygun olacak sekilde dizayn edilir. Bu tip tasarimlarin bazilarina ticari olarak
erismek mimkiindiir (Affymetrix, Agilent gibi firmalar araciligiyla) (Sekil 1.12) (Sekil
1.13) Array’deki her bir geni temsil etmek tizere genellikle 25-70 niikleotid uzunlugunda
oligontikleotidler kullanilir. Daha kiigiik boyutlarda prob baglama etkinligi daha diisiik
olmaktadir. Bununla birlikte, kiiciik oligoniikleotidlerin 6zgiilliigii daha fazladir. 70
niikleotidden daha uzun olanlarda ise sinyalde c¢ok kiiciik bir artis olmaktadir.
Oligonukleotidler her seferinde yeniden sentezlendigi i¢cin cDNA’larda oldugu gibi baska

sekanslardan kontaminasyon séz konusu degildir.
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Sekil 1.12 Affymetrix GeneChip® firmasina ait insan ve fare genomu ¢ipleri
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Sekil 1.13 Agilent Technologies® firmasina ait bir ¢ip 6rnegi
1.9.6.3. Genotip Microarray’leri

SNP mikroarray’ler bireylerde ve populasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek igin
kullanilan 6zel bir ¢esit DNA mikroarray tipidir. Genetik ¢esitlilikten ve genetik hastaliklara
yatkinliktan sorumlu oldugu diisiiniilen SNP belirlemede kisa niikleotid array’leri
kullanilabilmektedir. Bu tip mikroarray tip ¢alismalarinda, hastaliklara genetik yatkinligin
hizli bir sekilde bulunmasi c¢aligmalarinda ya da DNA temelli ilag adaylarinin
tanimlanmasinda kullanilabilmektedir. Ayrica kansere neden olan somatik mutasyonlarin,
ozellikle de heterozigosite kaybinin ya da delesyon/duplikayon profillerinin belirlenmesinde
de kullanilmaktadir.

1.9.7. Mikroarray Teknolojisinin Kullanim Alanlar:

Mikroarray teknigi gen profillerini gikarabilme imkani saglayan gok genis kapsamli
bir teknoloji olup, ayni anda binlerce genin birbirleriyle olan iliskisini, birbirlerini nasil
etkilediklerini 6grenebilme imkani1 saglamaktadir. Cesitli kosullarda genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimler takip edilerek bu genlerin kodladig1 proteinlerin fonksiyonlar
hakkinda 6nemli ipuglari elde edilebilir. Ayrica bir hiicreye yapilan bir uygulamanin hucreyi
nasil etkiledigi, hangi yolaklarin uyarildig1 hangilerinin sustugu uygulama éncesine kiyasla
ortaya konulmasi ve hangi genlerin ifadesinin artip hangilerinin inhibe oldugu, yeni
genlerin/yolaklarin kesfedilmesi agisindan tercih edilme sebebidir. DNA mikroarray kanser

hiicrelerindeki gen ekspresyon farklilasmasinin karakterize edilmesinde olduk¢a kapsamli
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bir sekilde kullanilir. Béylece kanserlesme surecinde genler; ekspresyon durumlarina gore
simiflandirilarak tedavi sirecinde rol oynayabilirler.

Gen ekspresyon analizlerine ek olarak, mutasyon taramasi, polimorfizm analizleri,
antimikrobiyal gen analizi, haritalama ve evrimsel ¢alismalarda da kullanilabilmektedir.
Mikroarray’ler ayrica proteinlerin niikleik asitlere, kii¢iik molekiillere ve diger proteinlere

baglanmasinin izlenmesinde de kullanim alan1 olmuslardir (Tablo 1.7)

Tablo 1.7. Mikroarray teknolojileri ve uygulamalar:

Teknoloji/ Uygulama Aciklama

Gen ekspresyon profili Binlerce genin ekpresyon dizeyleri,
belirli  tedavilerin, hastaliklarin ve
gelisim basamaklarinin gen ekspresyonu
uzerine etkisi incelenmektedir.
Karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH) | Farkli  hiicre ve  yakin  ilgili
organizmalarda  genom igeriginin
(delesyon ve duplikasyon agisindan)
degerlendirilmesini saglamaktadir.
GenelD Cogu PCR ve mikroarray teknolojisini
birlestirmektedir. Besin ve yemlerdeki
GDO’larin, hastalik teshisinde hiicre
kiiltiirlerindeki mikoplazmalarin ya da
patojenlerin ID’lerinin saptanmasinda
kullanilan kiigiik capl array’lerdir.

Cip Uzerinde kromatin immdanopresipitasyonu | Belirli  proteine  baglanan DNA
(ChlIP) sekanslari bu proteinin
immunopresipitasyonu ile izole
edilebilmektedir. Bu fragmentler daha
sonra mikroarray (tiling array) (zerine
hibritlenmekte ve genom boyunca

protein baglanma bolgelerinin
saptanmasi olanakli hale gelmektedir.
DamID ChIP’in  analogudur. Ilgilenilen

proteinin baglandig1 genomik bolgelerin
izolasyonu ve baglanma bolgelerinin
saptanmasi igin mikroarray’i
problamada kullanilmaktadir. ChIP’in
aksine, DamlP’de antikor gerekliligi
yoktur.  Ancak protein  baglanma
bolgelerinde  adenin metilasyonu
gerekmektedir. Bu sayede bu bolgeler
secici olarak amplifiye edilmektedir.

SNP taramasi Populasyon icerisinde ya da
populasyonlar arasinda allellerdeki tek
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Teknoloji/ Uygulama Aciklama
nikleotid polimorfizmlerinin
saptanmasini saglamaktadir.

Genotipleme, adli  tup  analizleri,
hastaliga egilimin 6l¢tlmesi, ilag aday
tamimlanmasi,  bireylerde  germline
mutasyonlarin olusumu, kanserlerdeki
somatik mutasyonlar, LOH, genetik
baglanti analizlerinde kullanilmaktadir.

Alternatif splicing taramasi

“Exon junction array” dizayni, bir genin
ongoriilen ekzonlarinin bilinen ya da
potansiyel splice bolgelerine spesifik
problar kullanmaktadir. Tipik gen
ekspresyon array’i (gen basina 1-3 prob)
ve tiling array (gen basina yiizlerce-
binlerce prob) arasinda bir yogunluk ya
da sahaya sahiptir. Bir genin alternatif
splice  formlarinin  ekspresyonunun
incelenmesinde kullanilmaktadir. Ekzon
array’leri farkli dizayna sahiptir, bilinen
ya da Ongorulen genler icin herbir
ekzonu saptamak adina diizenlenen
problart kullanmakta ve farkli splicing
izoformlarim tespit etmede
kullanilabilmektedir.

Fuzyon gen mikroarray’leri

Kanser drneklerinde oldugu gibi flizyon
transkriptlerinin taranmasinda
kullanilmaktadir. Bu durumun
temelindeki prensip alternatif splicing
mikroarray’lerine dayanmaktadir. Oligo
dizayn stratejisi kimerik transkript
baglantilarinin  6lgtimleri ile fuzyon
ciftlerinin ekzon yoniinde olgumlerinin
bilesiminden olusmaktadir.

Tiling array

Genom tiling array’leri ilgilenilen
genomik bolgeyi (bezen tam bir
kromozom kadar buylUk bir bdlge)
yogun bir sekilde temsil eden o6rtiisen
problardan olusmaktadir. Daha 6nce
bilinmeyen ya da  gorilemeyen
transkriptlerin ~ ve alternatif  splice
formlarmin ekspresyonlarinin empirik
olarak saptanmasinda kullanilmaktadir.
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1.9.8. Ekspresyon Analizi ve Mikroarray Teknolojisi

Gen ekspresyon array deneyinde, Oncelikle arastirilan doku veya hicreden RNA
izolasyonu yapilir. RNA O6rnekleri seyreltilerek her bir 6rnegin esit yogunlukta olmasi
saglanir. Kural olarak, asil RNA populasyonundaki her mMRNA molekdili icin bu molekile
komplementer olan tek iplikli isaretlenmis bir cDNA iiretilir. Belli bir mRNA’nin yogunlugu
artttkca cDNA miktar1 da artar. Tek iplikli bir prob olusturmak i¢cin RNA, mRNA’daki
polyA ucu ile baz cifti kurabilen oligo dT (deoksitimin) primerleri, reverse transkriptaz
(RNA’ya bagimli DNA polimeraz) ve isaretlenmis niikleotidler iceren bir reaksiyon
karistmina konur ve radyoaktif ya da floresan mark®érler ile isaretlenir (Ipekdal, 2006). En
sik kullanilan floresan markorler aleksaflor, ficoeritrin ve siyanin boyalaridir. Siyanin
boyalarindan olan siyanin 3 (cy3) ve siyanin 5 (cy5) eksitasyon ve emisyon
spektrumlarindaki genis ayirim ile yiiksek fotostabiliteye sahiptirler ve bu nedenle en ¢ok
kullanilan floresan isaret¢ilerdir (Seidel ve Niessner, 2008). Bu fluoroforlar farkli dalga
boylarinda 151k yayarlar ve uygun lazerle eksitasyon sonrasi kirmizi (cy5) ve yesil (cy3)
olarak goérundrler. Problar iki boyutlu bir arrayde spotlanmis cDNA’lar1 igeren filtrelerle
hibridize edilir. Eger hedefte prob ile komplementer diziler bulunuyorsa hedef array ile
hibridize olur. Hibridizasyonun saglanmasi i¢in hedef konsantrasyonu, sicaklik, tampon ve
tuz konsantrasyonu optimize edilmelidir. Hibridizasyon yapildiktan sonra, yilkama
soliisyonu kullanilarak hibridize olmayan prob dizileri mikroarray platformundan
uzaklastirilir. Farkli hiicre populasyonlarindan gelen mRNA ya da farkli sekilde islem
gormiis ornekler array iki farkli dalga boyunda tarandigindan farkli renkler veren cy3 ve cy5
boyalarmin kullanimiyla saptanabilirler. Bu da array iizerinde sunulmus olan her genin
transkript seviyelerinin oraninin 6l¢iilmesini saglar. Tarama sonrasi, hibridizasyon varligi,
mikroarray’den alinan sinyallerle goriintilenir. Mikroarray verileri, ortak biyolojik
fonksiyonlar1 tasidigi  distnilen, benzer ekspresyon paterni gosteren genlerin
gruplandirilmasina olanak taniyan spesifik yazilim programlar ile analiz edilmektedir
(Yoltas ve Karaboz, 2010) (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14 Gen ekspresyon array analizinin basamaklar1
(www.microarray.lu/images/overview_1.jpg)
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1.9.9. Mikroarray’in Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Mikroarray teknolojisinin biyiik bir ilgi ile karsilanmasinin sebebi, biitiin genomun
basit bir ¢ip iizerinde goriintiilenmesini vaat etmesi ve bu sayede bilim adamlarinin ayni anda
binlerce genin birbirleriyle olan etkilesimlerini gormesine olanak tanimasidir. Belli bir hiicre
tiiriiniin belirli bir ortam icin gen ifadesi profili belirlenip, bu profil farkli hiicre tipleri ve
farkl1 ¢evre kosullarindaki gen ifadesi profilleriyle bu yontemle karsilastirilabilir. Bu
teknikte membran yerine camin kullanilmasi, radyoaktivitenin yerini fluoresan isaretlerin
almas1 ve baglanmayi saglayacak yontemlerin hassaslagmasiyla ¢calismalarin verimi ve elde
edilen bilgilerin miktar1 artmistir. Kisa stirede ve oldukca pratik olarak on binlerce genin
analizini yapmak mimkiindiir. Otomasyona dayali bir sistem oldugu i¢in insan kaynakli
hatalarin ortaya ¢ikma ihtimali diisiiktiir.

Mikroarray’lerin bilimin hizmetine sunulmasi biiyiik bir heyecan yaratmis olmasina
ragmen bazi problemleri de beraberinde getirmistir. Tim deney diizenegi niikleik asit
hibridizasyon yontemine baglidir ve yiiksek oranda benzerlik gosteren DNA dizileri problem
yaratabilir. Bu nedenle mikroarray’den elde edilen veriler klasik gen ekspresyon analiz
yontemleriyle dogrulanmalidir.

Ayrica tiim mikroarray deneylerinin ayni hassasiyette olmayisi, ekspresyondaki kiigiik
degisikliklerin analizde fark edilemeyecek boyutta olmasi, birbirinden farkli ¢ipler

kullanilarak yapilan deneylerin birbiriyle karsilastirilmasinda yasanan zorluklar,
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optimizasyon ve standardizasyon sorunlari ve herhangi bir deneyden elde edilen sonuglari
her yoniiyle degerlendirebilecek biyoinformatik programlarin heniiz gelistirilememis olmasi
karsilagilan sorunlardan birkagidir. Bu tiir sorunlar1 ¢ozebilmek i¢in Microarray Gene
Expression Data Society gibi bazi yeni kuruluslar olusturulmaktadir. Bunun yani sira
mikroarray calismalariyla elde edilen sonuglarin gegerliligi, tekrarlanabilirligi ve gilinliik

hayatta uygulanabilirligi konusunda ¢aligmalar hizla devam etmektedir.
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2. AMAC

Bu tez ¢alismasinda hipofiz tiimorogenezinde rol oynayan genler ve bu genlerin iliskili
oldugu baglanti yollarinin tanimlanmasi amaglanmistir. Hipofiz timérogenezinde, onkogen
ve timor siipressor genlerin fonksiyonlarin tanimlanmasi, tek basina hipofiz timaorlerinin
genetik patogenezini ve prognozunu anlamak igin yeterli olmamaktadir. Sporadik hipofiz
timorlerinde; hormonlar, biiylime faktorleri, reseptorler, baglantili sinyal transdiiksiyon
yolaklar1 ve hiicre dongiisii diizenleyicilerinin yer aldig1 potansiyel patojenik degisiklikleri
gosteren yeterli sayida literatiir bulunmaktadir (Asa ve Ezzat, 2002, 2005; Melmed, 2003;
Heaney ve Melmed, 2004). Hipofiz tiimérogenezinin hangi safhasinda hangi molekiiler
olaylarin primer sorumlu oldugunun belirlenmesi prognoza da katki saglayacaktir.
Dolayisiyla farkli genlerin ifade edilme diizeyleri ve bu genlerin iligkili oldugu baglanti
aglarinin saptanmasi, hipofizer timorogenezin molekdler biyolojisine dair énemli veriler
icermenin yanisira yeni diagnostik, prognostik ve terapdtik aday molekiller ortaya
koyabilecektir. Bu amagla hipofiz tiimorlii dokular ile saglikli hipofiz dokularindan alinan
ornekler, tam genom mikroarray analizi yontemi ile gen ekspresyon profilleri ve genlerin
hastalikla iligkili baglant1 aglar1 belirlenmistir.

Tum genom mikroarray analizi ile gen ekspresyon profillendirme birgok insan (Evans
ve ark., 2001; Evans ve ark., 2008; Galland ve ark., 2010; Gong ve ark., 2013; Moreno ve
ark., 2005; Morris ve ark., 2005; Wierinckx ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2014) ve hayvan
(Goidin ve ark., 2000; Mohammed ve ark., 2004; Wood ve ark., 2002) ¢alismasinda
gosterilmistir. Yapilan insan calismalarinda daha ¢ok fonksiyonel siniflama yapilmis ve
normal hipofiz dokular1 ile karsilastirilarak proliferasyon, hiicre blylmesi ve hicre
dongusinde rol oynayan genlerin ifade edilme diizeyleri belirlenmistir. Bunlarin disinda
nonfonksiyonel hipofiz timorleri ve normal hipofiz dokularinin karsilastirilmasi ile yapilan
gen ekspresyon profillendirme ve proteomik c¢alisma (Moreno ve ark., 2005);
nonfonksiyonel invaziv ve nonfonksiyonel noninvaziv hasta gruplariyla yapilan tim genom
mikroarray gen ekspresyon analizi ile terapotik aday molekiller ve sinyal aglar
gosterilmistir (Galland ve ark., 2010). Bu ¢alismada ise tiimor boyutu ve invazyon 6zelligine
gore hastalar smiflandirilmis ve saglikli hipofiz dokular1 ile Kkarsilastirilarak analiz
edilmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular, tiimér boyutu ve invazyon 6zelliginin
altinda yatan molekiiler faktorlerin belirlenmesine 151k tutacak ve yeni tanisal-genetik

belirteclerin belirlenmesi agisindan temel bilimlere katki saglayacaktir.
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3. YONTEM

Bu ¢alisma Kocaeli Universitiesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Ana bilim Dali
tarafindan hipofiz tiimoérii tanist almig 100 hasta ve daha onceden herhangi bir malign
hastalik tanis1 almamuis 3 saglikli kadavradan cerrahi girisim ile alinan hipofiz doku 6rnekleri
tez ¢alismasina dahil edilmistir. Timor boyutlar1 ve invazyon dereceleri MR gorintileme
ile belirlendi. Hardy smiflanmasina gore (Hardy, 1973) timor biyilkligi ve invaziv
derecesine gore radyolojik agidan siniflandirildi. Bu siniflandirmaya gore; ¢ap1 10 mm ve
kiicik olan adenomlar mikroadenom, 10 mm’den biyik adenomlar ise makroadenom
olarak; ¢cap1 1 cm’den buyik kafatasinda ekspansif erozyon yapan tiimorler invaziv adenom
olarak smiflandirildi. Sivi nitrojende -80°C’de muhafaza edilen dokularin histopatolojik
degerlendirmesi yapildiktan sonra Kocaeli Universitiesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana
Bilim Dali Laboratuvarinda molekiiler analizleri yapilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.
Hipofiz dokularindan bistiiri yardimiyla alinan 30 mg 6rnek, GeneJET RNA Purifikasyon
Kit (Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts, ABD) protokoliine uygun olarak
homojenize edildi ve total RNA izolasyonu yapildi. RNA’larin kantitesi spektrofotometre
(NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE), kalitesi ise Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, U.S.A.) gipleri ile degerlendirildirildi. Yeterli kantite ve
kaliteye sahip RNA’lar toplamda 4 ayr1 gen havuzu (mikroadenom, makroadenom, invaziv
adenom ve kontrol grubu) olusturmak iizere esit yogunlukta gruplandirildi. Gen havuzlar
Low Input Quick Amp Labeling kit (Agilent, Palo Alto, U.S.A.) protokoliine gore isaretlendi
ve purifiye edildi. Parifiye edilen cRNA’larin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE) ile kontrol edildikten sonra Human Gene Expression v2
4x44K (Agilent, Palo Alto, U.S.A.) mikrogiplerine yiklendi ve hibridizasyon firininda
(Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) 65°C’de 10 rpm’de 17 saat
boyunca hibridizasyona birakildi. Hibridizasyon siiresi sonunda Agilent protokoliine uygun
olarak yikanan mikrogipler, Agilent Mikroarray tarayici (Agilent Microarray Scanner;
Agilent Technologies, Palo Alto, CA) ile tarandi. Goriintii yogunlugu verileri kaydedildi ve
metin dosyalar1 i¢ine transfer edildi (Feature Extraction (FE) software versiyon 9.5.3;
Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Veriler, Agilent Feature Extraction yazilim
programindan topland1 ve GeneSpring GX 13.1 (GeneSpring, Silicon Genetics, Redwood
City, CA.) yazilim programinda aktarildi. ANOVA istatistiksel analiz programinda, p-
degerleri <0.05 ve sinyal/arka plan kirliligi orani>2 kullanilarak veri setleri filtrelendi ve
timor Orneginin normale gore kag kat degistigi analiz edildi. Gen artis sayilari, Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) Software (Ingeunity Systems, Redwood City, CA) yorum
programina girildi. Bu program kullanilarak gen {iriinleri, lokasyon ve molekiiler
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fonksiyonlarina gore kategorize edildi. Her gen sembolil, IPA’daki uygun gen yerine
haritalandirilarak, bu genlerin aglari, algoritmik olarak baglantilarina goére olusturuldu.
Calismanin etik agidan uygunlugu, Kocaeli Universitesi Etik Kurulu tarafindan
degerlendirildi ve onaylandi (KOU KAEK 2013/139). Calismada yer alan hastalardan
sahsen aydinlatilmig onam formlar1 imzalanmistir. Saglikli gruba ait hipofiz 6rnekleri ise
Adli T1ip Kurumu Baskanlig1 (Istanbul, Turkiye) Morg Departmanindan 24 saat ve 6ncesinde

+4 °C sicaklikta buzdolabinda bekletilen otopsi drneklerinden elde edilmistir.
3.1. Kullanilan Ekipmanlar/Kitler

e Manyetik bilyeler (Roche Applied Sciences, Mannheim, Almanya)

e Agilent 2100 Biyoanalyzer chip priming station (Agilent, Palo Alto, U.S.A))

e KA vorteks karistirict (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Human GE 4x44K v2 (iki slayt) (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Agilent Mikroarray Tarayicis1 (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Hibridizasyon Chamber (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Hibridizasyon gasket slyatlar1 (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Hibridizasyon firin1 (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Hibridizasyon firini rotatorii (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE)

e Agilent 2100 Biyoanalyzer

e Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts, ABD)

e [sitic1 blok

e GeneJET RNA Purifikasyon Kit (Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts,
ABD)
Icerigi: Proteinaz K, Lysis Buffer, Wash Buffer 1, Wash Buffer 2, Nuclease-free
su, GeneJET RNA Purification columns, Collection tubes

e Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent, Palo Alto, U.S.A)
Icerigi: RNA 6000 Nano jel matrix, RNA 6000 Nano Ladder, RNA 6000 Nano
dye concentrate, RNA 6000 Nano Marker, spin filtre tlpler, Nano c¢ipler, RNase-
Zap, Rnase-free su

e Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color Agilent (Agilent, Palo Alto,
U.S.A.) igerigi: T7 Primer, 5X First Strand Buffer, 0.1 M DTT, 10 mM dNTP Mix,
Affinity Script RNase Block Mix, 5X Transcription Buffer, NTP Mix, T7 RNA
Polymerase Blend, Nuclease-free Su, Cyanine 3-CTP

e RNeasy Mini Kit Cat no: 74104 (Qiagen, Hilden, Almanya)
Icerigi: RNeasy Mini Spin Column Collection Tube (1.5 ml), Collection Tube (2
ml), Buffer RLT, Buffer RW1, Buffer RPE, RNase-free su
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RNA  Spike-In  Kit, One-Color (Agilent, Palo Alto, U.SA) i
Icerigi: Spike Mix, Dilution Buffer

Gene Expression Hybridization Kit (Agilent, Palo Alto, U.S.A)
Icerigi: 10x Gene Expression Blocking Agent, 25X Fragmentation Buffer, 2X Hi-
RPM Hybridization Buffer

Gene Expression Wash Buffer Kit (Agilent, Palo Alto, U.S.A)
Icerigi: Gene Expression Wash Buffer 1, Gene Expression Wash Buffer 2, Triton
X-102 (%10)

0.2 mL’lik PCR tlpu

1.5 mL’lik Eppendorf tupleri

0.5 mL’lik Safe Lock Tupler

3.2. Kullanilan Kimyasallar

14.3 M B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Missouri, ABD)

Tris-EDTA (TE) Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA) (Sigma-Aldrich,
Missouri, ABD)

Etanol (%100) (Sigma-Aldrich, Missouri, ABD)

DNase 1 (RNase free) (Thermo Fisher Scientific Inc, Massachusetts, ABD)
DNase/RNase-free su Cat no: 10977-015 (Invitrogen, Kaliforniya, U.S.A)

3.3. Gerekli Yazilimlar

Feature Extraction Software (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
Gene Spring GX Software (GeneSpring, Silicon Genetics, Redwood City, CA)
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingeunity Systems, Redwood City, CA)

RNA izolasyonunda Kullanilacak Malzemelerin Hazirlanmasi

Her 10 ul Proteinaz K (PK) i¢in 590 ul TE Buffer ile diliisyon yapildi, vortekslendi
ve 15-25 C° sicaklikta 10 dakika boyunca inkibe edildi.

Her 1 mL Lizis Buffer izerine 20 ul 14,3M B-merkaptoetanol eklendi.

200 mL Wash Buffer 1 tizerine 50 mL %100 etanol eklendi.

100 mL Wash Buffer 2 tizerine 170 mL %100 etanol eklendi.

Her 10 ul Dnase 1 (RNase free) tizerine 70 ul reaksiyon buffer eklendi.

3.5. Dokulardan RNA izolasyonu

1. Manyetik bilyelerin oldugu tiiplere 30 mg doku 6rnekleri konularak, tzerlerine

hazirlanan 300 pl Lizis buffer karisimindan pipetlendi. 10 saniye vorteks ile

42


https://www.google.com.tr/search?espv=2&biw=1280&bih=622&q=waltham+ma+usa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi6usWmvpfKAhUCgXIKHfWvCmgQmxMInwEoATAP

homojen bir karisim elde edildikten sonra homojenizatorde (MagNA Lyser
System, Roche, Mannheim, Almanya) 40 saniye santrifiij edildi.

Her tlipe hazirlanmis olan PK’dan 600 ul pipetlendi ve 10 saniye vortekslendi. Oda
sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra 12000g’de +4C° sicaklikta 10 dk santrifiij
edildi.

TUm siipernetant 900 pl ependorfa alindi ve Gzerine 450 pl %100 etanol eklendi
ve pipetaj yapilarak karistirildi.

Tum lizat GeneJet Rna purifikasyon kolonlarina aktarildi ve 12000g’de 1 dakika
santrifiij edildi. (Kolon karisimmn tamamini almadigi takdirde islem 2 kez
tekrarlandi.)

Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtreler yeni bir 2 mL’lik collection tlplere
konuldu.

Filtrelere 350 pl wash buffer1 pipetlenip 12000g’de 1 dakika santriftj edildi.

7. Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtreler yeni bir 2 mL’lik collection tliplere

10.

11.
12.

13.
14.
15.

16.

konuldu.

Filtre tiiplerin tam ortalarina gelecek sekilde 80 ul Dnase pipetlendi ve 15 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

Filterelere 350 ul wash buffer 1 pipetlenip 12000g°de 1 dakika santriftj edildi.
Kolonun dibinde toplanan sivi atildi. Filtreler yeni bir 2 mL’lik collection tiiplere
konuldu.

Filtrelere 600 pl wash buffer 2 pipetlenip 12000g’de 1 dakika santrifiyj edildi.
Kolonun dibinde toplanan siv1 atildi. Filtreler yeni bir 2 mL’lik collection tiiplere
konuldu.

Filtrelere 250 pl wash buffer 2 pipetlenip 12000g’de 2 dakika santrifiyj edildi.
Toplanan sivi atildi. Tiip bos haliyle 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.
Filtreler 1,5 mL’lik ependorf tiipler igine yerlestirildi ve tizerlerine 50 ul nuclease-
free su eklendi ve 12000g°de 1 dakika santriftj edildi. Bu islem 2 kere tekrar edildi.
Filtreler atildi, ependorf tiip icerisinde toplanan RNA -80°C sicaklikta muhafaza
edildi.

3.6. RNA’nin Yeniden C6zulmesi

1.

1,5 mL’lik ependorf tliplere 20 pul RNA, 10 ul nuclease-free su, 70 ul fizyolojik su
ve 250 ul %100 etanol eklendi. Tiipler nazikge alt iist edilerek karistirildi.

30 dakika boyunca -20°C’de bekletildi.

13.400g’de +4 °C sicaklikta 20 dakika santrifiij edildi.

Siv1 kisitm yeni 1,5 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi ve oda sicakliginda ters
cevirilip kurutuldu.

Tiiplere 20 pl steril su eklenip nazikge karistirildi.
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3.7. RNA’larin Kantite ve Kalite Tayini

RNA’larin kantitesi NanoDrop ND-1000 (Sekil 3.1) (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) cihazinda RNA-40 opsiyonu kullanilarak yapildi. RNA’larin 260/280
oranlarinin 1,8-2,0 arasi; 260/230 oranlarimin ise 2,0 ve lizeri olmasina dikkat edildi.
RNA’larin kalite tayini ise Agilent 2100 Bioanalyzer (Sekil 3.2) (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)
cipleri ile protokole uygun olarak degerlendirildirildi (Sekil 3.3) (Sekil 3.4)

Sekil 3.1. NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE)

Sekil 3.2. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, U.S.A.)

3.7.1. RNA’larin Agilent RNA 6000 Nano Kit ile Kalite Tayini

Nano Jel hazirlama

e Filtre tiipe 550 ul nano jel matrix eklendi ve 15009°de 10 dakika santrifuj edildi.
e 0,5 mL’ lik safe lock tiiplere 65°ser ul jel dagitildiktan sonra +4°C sicaklikta

saklandi.
Agilent RNA6000 Nano Ladder hazirlama

e 5’er ul RNase-free su PCR tiiplerine dagitildi.
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70°C sicaklikta 2 dakika denatire edildikten sonra hemen buza konuldu.
Falkon tupte -80°C sicaklikta saklandi.

Bova ve Jel karisimini hazirlama

1.

Nano dye concentrate vortekslendi

65ul jele 1ul boya eklenerek vortekslendi ve 13000g’de 10 dakika santriftj edildi.
RNA konsantrasyonlar1 25-500 ng/ul olacak sekilde diliie edildikten sonra PCR
tiplerine 2’ser ul pipetlendi ve 70°C sicaklikta 2 dakika denatire edildi.

Ozel kasetlere pipetlenen sirastyla 350 pl Rnase-free su 10 saniye, daha sonra 350
ul RNase Zap 1 dakika boyunca mikro ¢ipin yerlesecegi boliimde bekletilerek
cihazin sterilizasyonu saglandi.

Siringa en ist seviyeye, kademe de C de olacak sekilde ayarlandiktan sonra,
nanogipte dnce G kuyucuguna 9ul jel-boya karisimi pipetlendi.

Siringa 1 mL’ye cekildi ve istasyon kapatildi. Siringa mandal kismina gelene kadar
itilip ve 30 saniye bekletildi. Yavasca en (st seviyeye kadar ¢ekildi.

Diger G kuyucuklarina 9’ar pl jel-boya karisimi pipetlendi. Geriye kalan 13
kuyucuga 5’er pl markor pipetlendi.

# kuyucuguna ise 1 ul ladder, kalan 12 kuyucuga 1 ul RNA 6rnekleri pipetlendi.
Nanocip 2400 rpm’de 1 dakika vortekslendikten sonra degerlendirmesi yapildi.

. Analiz sonucunda RNA Integrity Number (RIN) degerleri 4’iin iizerinde olan

ornekler hibritleme islemine alindi.

VMV TR TN

Sekil 3.3. Bioanalyzer mikrociplerine drneklerin yiklenmesi
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Sekil 3.4. RNA 6rneginin biyoanalyzer’da degerlendirilmesi

3.8. Gen Havuzu Olusturma

Gen havuzu olusturmadan once yeterli kalite ve kantiteye sahip RNA 6rnekleri 100
ng/ml olacak sekilde dillie edildi. Makro adenom (n:30) mikro adenom (n:24) ve invaziv
adenom (n:46) olmak iizere siniflandirilan hasta grubuna ait RNA’lar 3 ayr1 hasta havuzu,
saglikli kontrollere ait RNA’lar (n:3) ise saglikli havuzu olusturmak iizere birlestirildi. Gen
havuzlarinin kantitesi spektrofotometre (NanoDrop ND-1000; NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) ile 6l¢uldi.

3.9. Mikroarray Metodu

3.9.1.Total RNA Kontrollerinin Spike-In ile Hazirlanmasi

Tablo 3.1. Spike mix diliisyonlarinin hazirlanmasi

Total 1.Dilasyon | 2.Dilasyon | 3.Diltsyon | 4.Dilusyon | 4.Dilusyondan
RNA Total RNA’ya
miktari eklenecek
miktar

10 1:20 1:25 1:20 1:10 2ul

25 1:20 1:25 1:20 1:4 2ul

20 1:20 1:25 1:20 1:2 2ul

100 1:20 1:25 1:20 2ul

200 1:20 1:25 1:20 2ul

1.Dilusyon: Spike mix hafifce vortekslenip, 37°C sicaklikta 5 dakika 1sitildi. Ardindan
mikrosantrifiijde kisa bir stire dondiriliip tekrar hafifce vortekslendi. Ik seyreltme icin
(1:20); 38ul dilisyon solisyonuna 2 pl spike mix eklendi. Hafifce vortekslenip

mikrosantrifiijde kisa bir siire dondiiriildii.
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2.Dillisyon: Ikinci seyreltiyi hazirlamak icin (1:25); 48ul diliisyon soliisyonuna ilk
seyreltiden 2 pl eklendi. Hafifce vortekslenip mikrosantrifiijde kisa bir siire dondiirtildii.

3.Diluisyon: Ugiincii seyreltiyi hazirlamak icin (1:20); ikinci seyreltiden 2ul, 38ul
dilusyon solusyonuna eklendi. Hafifce vortekslenip mikrosantrifiijde kisa bir siire
donduraldi.

4.Diltisyon: Dordiincliyli seyreltiyi hazirlmak igin (1:2); 15ul dilisyon soliisyonuna
Uclincu seyreltiden 15ul eklendi. Hafifce vortekslenip mikrosantrifiijde kisa bir siire
donduraldi.

3.9.2. isaretleme Reaksiyonun Hazirlanmasi

e PCR tiiplerine son volim 1,5 upl olacak sekilde 50 ng RNA pipetlendi.
Konsantrasyonlar1 ylksek olanlar nuclease-free su ile seyreltildi.

e 4.Dilisyondan PCR tiplerine 2’ser ul dagitildi. Boylelikle tuplerdeki son voliim
3,5 ul olmus oldu

e T7 primer mix hazirlanarak PCR tuplerine 1,8’er ul dagitildi. (Tablo 3.2)

Tablo 3.2. T7 primer mix hazirlanmasi (bir reaksiyon icin)

T7 primer 0,8 ul
Nuclease-free su 1l
Total Volim 1,8 ul

e 65 °C sicaklikta 10 dakika inkiibasyona birakildi

e Inkubasyondan alinan érnekler buzda 5 dakika bekletildi.

e 5X first strand buffer kullanilmadan 6nce 80°C sicaklikta 3-4 dakika i1linmasi
saglandi, hafifce vortekslendi ve kisa bir siire santrifiijde dondiiriildii. Kullanilana
kadar oda 1s1sina gelmesi beklendi. CDNA master mix Tablo 3.3’e gore hazirlandi.

Tablo 3.3. cDNA master mix hazirlanmasi (bir reaksiyon i¢in)

5X first strand buffer 2 ul
0,1MDTT 1pl
10 mM dNTP mix 0,5 ul

Affinity Script Rnase block mix 1,2 ul

Total volim 4,7 ul

e Karisim tiiplere dagitilmadan dnce kisa bir sure santriftijde dondaruldu.
e Karisim iyice pipetaj yapildiktan sonra her tiipe 4,7 pl dagitildi ve hafifce pipetaj
yapilarak karigtirildi. Tplerdeki son voliim 10 pl’ye ulasmis oldu.
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e Tiipler 6nce 40 °C sicaklikta 2 saat, daha sonra 70 °C sicaklikta 15 dakika
inklibasyona birakildu.

e Inkubasyondan alman 6rnekler buzda 5 dakika bekletildikten sonra kisa bir siire
santrifiijde dondaralda.

e Bir sonraki basamaga hemen gegilmeyecek ise -80 °C sicaklikta muhafaza edildi.

e Transkripsiyon master mix Tablo 3.4’e gore hazirlandu.

Tablo 3.4. Transkripsiyon master mix hazirlanmasi (bir reaksiyon icin)

Nuclease-free su 0,75 ul
5X transkripsiyon buffer 3,2 ul
0,LMDTT 0,6 pl
NTP mix 1l
T7 RNA polymerase blend 0,21pl
Cyanine 3-CTP 0,24 pl
Total voliim 6 ul

e Karisim iyice hafifce karistirildiktan sonra tiiplere 6’sar ul dagitildi. Béylece son
hacim 16 pl olmus oldu.
e 40 °C sicaklikta 2 saat inkiibasyona birakild1

e Piirifikasyon basamagina hemen ge¢ilmeyecek ise -80 °C sicaklikta saklanabilir.
3.9.3. isaretlenen RNA’larin Pirifikasyonu

e CRNA’lara 84’er ul nuclease-free su eklendi.

e 350 pul Buffer RLT eklendi ve pipetaj yapilirak iyice karigmasi saglandi.

e 250 pl etanol (%96-100) eklendi ve pipetaj yapilirak iyice karistirildi.

e Toplam hacmi 700 pl olan cRNA’lar 2mL’lik RNeasy mini spin kolonlara
aktarildi.

e 4 °C sicaklikta 13000 rpm’de 30 saniye santrifuj edildi.

e RNeasy spin kolonlar, yeni collection tiiplere aktarildi ve tizerlerine 500 pl Buffer
RPE (%96-100 etanol iceren) eklendi.

e 4 °C sicaklikta 13000 rpm’de de 30 saniye santrifuj edildi.

e RNeasy spin kolonlar, yeni collection tiiplere aktarildi ve tizerlerine 500 pl Buffer
RPE (%96-100 etanol iceren) eklendi.

e 4 °C sicaklikta 13000 rpm’de 60 saniye santrifuj edildi.

e RNeasy spin kolonlar, yeni collection tiiplere aktarildi.

e Bos bir sekilde, 4 °C sicaklikta 13000 rpm’de 30 saniye santriftj edildi.

e RNeasy spin kolonlar, 1,5 mL’lik ependorf tiiplere alindi.

e Tiplere 30’ar ul Rnease-free su pipetlendi ve 60 saniye beklendi.

e 4 °C sicaklikta 13000 rpm’de de 30 saniye santrifuj edildi.
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e Piirifiye edilmis cRNA’lar buza alindi.
3.9.4. cRNA’larin Kantitasyonu

Purifiye edilen c-RNA’larin kantitesi NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE) cihazinda mikroarray 6l¢imu secilerek RNA-40 opsiyonunda yapildi.
Siyanin 3 konsantrasyonlar1 (pmol/uL), RNA 260/280 nm oranlari ve CcRNA
konsantrasyonlar1 (ng/pulL) kaydedildi. Yield ve spesifik aktivite degerleri asagidaki

formiiller kullanilarak hesaplandi.

CRNA konsantrasyonu x 30 upl (elisyon hacmi) yield degeri (g CRNA)

100

Cy3 konsantrasyon - .
4 yon x 1000 = spesifik aktivite (cCRNA (ug) basina Cy3 (pmol))

cRNA konsantrasyonu

Tablo 3.5. Hibridizasyon icin 6nerilen yield ve spesifik aktivite degerleri

Mikoarray format | Yield (pg) Spesifik aktivite cRNA
(ng) basina Cy3 (pmol))

1 paket 5 >6

2 paket 3.75 >6

4 paket 1.65 >6

8 paket 0.825 >6

3.9.5. Hibridizasyon

e Tablo 3.6’ya gore hazirlanan mix hafifce karistirildiktan sonra 60°C sicaklikta 30 dakika

inkiibasyona birakild1.

Tablo 3.6. Fragmantasyon mix hazirlanmasi (bir reaksiyon igin)

Cy3 ile isaretlenmis cRNA 1,65 ng
10X Gene Expression Blocking Agent 11 ul
25X Fregmantation Buffer 2,2 ul
Nuclease-free su 52,8 ul olacak sekilde ayarlanir
Total Volim 55 ul

e Inkiibasyondan alinan &rnekler 1 dakika buzda bekletildi.
e Uzerlerine 55’er pl 2Xhi-RPM Hybridization Buffer eklendi ve kopirmesine izin
verilmeden pipetaj yapilarak karistirildi.
e 13000 rpm’de oda sicaklifinda 1 dakika santrifiij edildi.
49



e Hibridizasyon chamber igine gasket slayt yerlestirildi ve array alanlarina tiiplerden
100 pl pipetlendi.

e Hangi gen havuzu hangi alana pipetlendi ise slide dlzenine gore kaydedildi.

e Human GE 4x44K (v2) 4X44K slayt Agilent tarafi alta, barkod kismi tiste bakacak
sekilde gasket slayt iizerine yerlestirildi.

e Onceden 1sitilmis hibridizasyon firmimda 65°C sicaklikta 10 rpm’de 17 saat

inkiibasyona birakildi.
3.9.6. Array’lerin Yikanmasi

e Wash buffer 1 ve Wash buffer 2’ye, 2’ser mL Triton X-102 (10%) eklendi.

e Wash buffer 2, 37°C sicaklikta su banyosunda gece boyunca inkiibasyona birakildi.
e Stabilizasyon drying solution 37°C sicaklikta etiivde gece boyunca inkiibe edildi.
e Yikama asamas1 asagidaki kosullarda gergeklestirildi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Yikama kosullari

Cam Kap Buffer Kosul Islem
No

1 Wash Buffer 1 Oda sicakligi | Gasket slayt ile Human

GE 4x44K (v2) 4X44K

slaytt pens yardimiyla

birbirinden ayrildu.
2 Wash Buffer 1 Oda sicaklig Human GE 4x44K (v2)
1 dakika 4X44K slayt1 yikandi.
3 Wash Buffer 2 37°C Human GE 4x44K (v2)
1 dakika 4X44K slayt1 yikandi.

e Slaytlarin ozonla temas etmesini engellemek amaciyla sirasiyla asetonitril ile oda
sicakliginda 10 saniye, ardindan drying solution ile oda sicakliginda 30 saniye
bekletildi.

3.9.7. Tarama

e Mikroarray'ler barkod kisimlar1 {iiste gelecek sekilde tarayici kasetlerine
yerlestirildi.
o Kasetler icerisindeki mikroarray'ler tarayici karuseline yerlestirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Mikroarray tastyan kasetlerin tarayiciya yerlestirilmesi

e Agilent Scan Control programi agilarak asagidaki ayarlar yapildi ve tarama islemi
baslatildi (Tablo 3.8).
Tablo 3.8. Agilent B tarayici ayarlari

Tarama Alani (Scan region) 61 x 21.6 mm

Rezollsyon (um) (Scan resolution) 5

5 um tarama modu (scaning mode) Single pass

XDR Selected

Kanal (Dye channel) Green

PMT XDR Hi 100% XDR Lo 10%

3.5.8. Verilerin Analizi

Elde edilen tarama goriintiisii “Feature Extraction versiyon 9.5.3” programi
kullanilarak islenmemis ham data ve tarama kalitesini gosteren kalite kontrol (QC) raporu
elde edildi. Bu raporlar, hibiridizasyonun kalitesi hakkinda ¢esitli parametreler sunmaktadir.
En dogru sonuclarin elde edilmesi agisindan QC dosyalarindaki parametreler kontrol edildi.

Kalite kontrol acisindan degerlendirilen dosyalar Genespring versiyon 13.0 yazilim
programina (GeneSpring, Silicon Genetics, Redwood City, CA) girildi ve veriler normalize
edildi. ANOVA (Analysis of Variance) istatistiksel analiz programi kullanilarak gruplar
arasinda gen ekspresyon degisimlerindeki anlamli farkliliklar belirlendi. p degerleri <0.05
ve log kat degisim degeri (FC) >2 kullanilarak veri setleri filtrelendi ve tiimor gruplarinin
saglikli gruba gore kag kat degistigi analiz edildi.

Gen artis sayilari, IPA yazilim (Ingeunity Systems, Redwood City, CA) yorum
programina girildi. Bu program kullanilarak gen {iriinleri, lokasyon ve molekiiler

fonksiyonlarina gore kategorize edildi. Her gen semboli, IPA’daki uygun gen yerine
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haritalandirildi ve bu genlerin aglari, algoritmik olarak baglantilarina gore olusturuldu.
Sonug, sayisal bir deger olup, aglarla var olan veri setindeki genler arasindaki yakinligi
derecelendirmektedir. Bu deger, agin 6nemi ya da kalitesi ile ilgili bir belirte¢ degildir. Agi,
merkez genlerinin orijinal listesine yakin bir hale getirmek i¢in agdaki merkez genlerin
sayis1 ve agin boyutu hesaplandi. Tanimlanan ag, gen/gen iirtinleri arasindaki iligkiyi belirten
bir grafik olarak ortaya ¢ikarildi. Genler, diigiimler ile iki gen arasindaki biyolojik iliski de
cizgi ile belirtildi. Digiim renginin yogunlugu, anlatim artis/azalisinin derecesini
gostermektedir. Standart altyol analizleri, veri seti girisinde dnemli olan yollar1 IPA standart
altyol kutliphanesinden tespit edildi. Veri seti ve standart altyol arasindaki iliskinin 6nemi
iki parametreye dayanarak bulgulandirildi.

e Veri setinde yer alan genlerin sayisinin standart altyoldaki toplam gen sayisina

orant
e Fischer’in kesin olasilik testi kullanilarak hesaplanan p degeri
Bu p degeri, veri setindeki genlerin birlikteliginin ve standart altyolun tek basina

varolma sansinin olasiligini gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroarray Sonuglari

Mikroadenom, makroadenom ve invaziv hipofiz adenomlar1 ayr1 ayr1 kontrol grubu ile
karsilastirilarak Genespring versiyon 13.0 (GeneSpring, Silicon Genetics, Redwood City,
CA) yazilim programinda analiz edildi. Hasta grruplart ve kontrol grubu arasinda gen
ekspresyon degisimlerindeki farkliliklar ANOVA istatistiksek analiz programi kullanilarak
belirlendi. p degerleri <0.05 ve FC >2 olacak sekilde filtrelendi ve analiz sonuglarina gore,
toplamda 272 gen ekspresyon diizeyinde artis ve azalis (up/down regiilasyon) gozlemlendi.
Hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki ekspresyon diizeyi degisen genler Tablo 4.1, 4.2,
4.3, 4.4,4.5 ve 4.6’ da listelenmistir.

Tablo 4.1. invaziv adenom grubunda down-regiile olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 33 P3213103 | SKOR2 SKI family | Transkripsiyon  ko- | -3,4314644
transcriptional | represér  aktivitesi;
corepressor SMAD  proteinleri
baglama; TGF-p
sinyal yolaginin
negatif regilasyonu;
BMP sinyal
yolaginin negatif

regilasyonu
A 24 P196384 | Cl50rf38 Chromosome Aktin nikleasyonun | -3,4070618

(ARPIN) 15 open | negatif regulasyonu;
reading frame | hicre goguniln
38 negatif regtilasyonu
A 24 P18270 UCMA Upper zone | Osteoblast -3,6867692

growth  plate | diferansiasyonunun
and cartilage | negatif regulasyonu;

matrix GPCR sinyal ileti
associated yolagi
A 32 P34920 FOXD1 Forkhead box | Transkripsiyon; -3,374585
D1 hiicre farklilasmast;
BMP sinyal

yolaginin pozitif
regilasyonu
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 32 P186731 | ISM1 Isthmin 1, | Anjiyogenez -3,3677056
angiogenesis inhibitora
inhibitor
A 33 P3347397 | AMOT Angiomotin Aktin  sitoskeleton | -2,9160488
organizasyonu; hiicre
gocu  regulasyonu;
anjiyogenezin negatif
regulasyonu; GPCR
sinyal 1ileti yolagi;
HIPPO sinyal ileti
yolagi
A 33 P3308744 | LAMA4 Laminin alpha | Hicre  adhezyonu; | -2,7973695
4 Ekstraselluler
matriks
organizasyonu; hiicre
gocu  regulasyonu;
PI3K-Akt sinyal ileti
yolagi
A 33 P3414883 | ATMIN ATM interactor | Transkripsiyon; -2,649819
DNA hasarina
hiicresel yanit
A 24 P230540 | RNF212 Ring finger | Ligaz aktivitesi; | -2,6357298
protein 212 Mayotik gen
konversiyonu;
resiprokal
rekombinasyon
A 24 P220771 | ANKRD17 | Ankyrin repeat | Hicre siklusunun | -2,3769088
domain 17 pozitif regulasyonu;
NFkB yolagi; MDA-
5 yolagi;; RIG-I
yolagi
A 23 P85004 DIAPH2 Diaphanous- Aktin  sitoskeleton | -2,2735848
related formin | regllasyonu;
2 sitokinez; Rho
GTPase baglama
A_23 P94800 S100A4 S100 calcium | Kalsiyum baglama; | -2.102109
binding protein | NFkB yolagi
A4
A 33 P3310189 | ADRB1 Adrenoceptor | Apoptoz;  Adenilat | -2.089321
beta 1 siklaz  aktivasyonu;
AMPK yolag;
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
cAMP yolagi; GPCR
yolagi; Gos yolagi;
Rho sinyal
transdiiksiyonu
A 23 P142974 | ARHGAP25 | Rho  GTPase | GTPase -2,0034163
activating aktivatasyonu
protein 25
A 24 P410582 | VGLL4 Vestigial  like | Transkripsiyonun -1,9071672
family member | diizenlenmesi
4
A 23 P253350 | C8orf4 Chromosome 8 | Hiicre siklusu; | -1,8764334
open reading | apoptoz, Notch sinyal
frame 4 yolagi; NFkB sinyal
yolagi
A 32 _P120638 | INTS4 Integrator snRNA islenmesi -1.8352406
complex
subunit 4
A_ 33 P3269824 | LRRC66 Leucine  rich | Protein kinaz | -1.8024099
repeat aktivitesinin
containing 66 | inhibisyonu;  JAK-
STAT sinyal yolagi
negatif regiilasyoniu;
sitokin aracili sinyal
ileti yolag1
A 33 P3282898 | TLN1 Talin 1 Hiicreler arasi | -1.6631873
baglantt, hiicre-
substrat ~ baglama;
hicre iskeletinin
plasma  membrana
baglanmasi
A 33 P3317988 | CMPK1 Cytidine Uridin ve Uridilat | -1.5185802
monophosphate | kinaz aktivitesi;
kinase 1 sitidilat kinaz
aktivitesi;  nuklozit
difosfat

fosforilasyonu
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Tablo 4.2. invaziv adenom grubunda up-regiile olan genler

proliferasyonu ve
differansiyasyonu
diizenlenmesi; NFkB

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 32 P186474 | RACGAP1 |racGTPase Hucre siklusu; hucre | 4,714402
activating farklilagmast;
protein 1 sitokinez; hicre ici
sinyal
transdikstyonu; iyon
transportu;
néroblastom
proliferasyonu
A 23 P201376 | SSX2IP Synovial Aktin sitoskeleton | 4,255736
sarcoma X | organizasyonu; hiicre
breakpoint 2 | adhezyonu;
interacting sentrozom
protein organizasyonu;
A_32_P45009 IDH1 Isocitrate Oksidatif stres cevabi; | 4,225706
dehydrogenase | trikarboksilik asit
1 siklusu
A 33 P3360341 | GATA3 GATA binding | Transkripsiyon; 4,184745
protein 3 Sinyal transduksiyon;
T-hiicre reseptor
sinyalizasyon yolagt;
TOR sinyaliazsyonu;
IFN-a hiicresel yanati;
IL-4 hiicresel yaniti;
TNF hiicresel yaniti;
trombin
sinyaliazsyonu; hiicre
dongusu, motilitesi ve
proliferasyonunun
negatif diizenlenmesi;
Notch sinyal yolagi
A 24 P13024 SLC16A12 | Solute carrier | Simport  aktivitesi; | 3,8304753
family 26 Kreatin transmembran
transportu; Laktat
transmembran
transportu
A 23 P215913 | CLU Clusterin, Apoptoz; hicre | 3,6556585
apolipoprotein J | 6limi; hilcre
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Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

pozitif
protein
protein
stabilizasyonu;
ndronal
transdiiksiyonun
diizenlenmesi

regilasyonu;
import;

sinyal

A_23 P134085

CNKSR3

CNKSR family
member 3

PTEN yolag;; Siki
baglanti
sinyalizasyon; ERK1
ve ERK2 kaskadinin
negaitf regulasyonu;
Peptidil serin
fosforilasyonunun
negatif regulasyonu

3,1997254

A 23 P28869

PTPRA

Protein tyrosine
phosphatase,
receptor type A

Defosforilasyon;
protein
fosforilasyonu;
Protein  kinaz A
sinyalizasyonu; Ras
protein sinyal
transdiksiyonu;
FGFR sinyal yolagi,
EGFR sinyal yolag;
VEGEFR sinyal yolagi;
MAPKK aktivasyonu

3,3050585

A_23 P145724

PPP1R17

Protein
phosphatase 1

Merkezi sinir sistemi
gelisimi; hiicre igi
sinyal transdiiksiyon

3,1164742

A_33_P3367984

ABCA12

ATP
cassette

binding

Transmembran
transport; hlcresel
homeostaz

2,897386

A_23 P50517

ZNF541

Zinc finger
protein 541

Hiicre farklilasmasi,
transkripsiyon

2,8881476

A_33_P3335451

PARL

Presenilin
associated,
rhomboid-like

intrinsik
sinyal
negatif

Proteoliz;
apopotoz
yolaginin
regulasyonu

2,7274396

A_23_P98350

BIRC3

Baculoviral 1AP
repeat
containing 3

Apoptoz; NFkB
sinyal ileti yolagi; toll

2,3726854

57




Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
benzeri reseptrr sinyal
ileti yolagi
A 23 P436281 | HIST2H4B | Histone cluster | Hiicre déngusu; DNA | 2,28676
2, H4b onarimi; kromatin
organizasyonu; DNA
metilasyonu
A 33 P3274129 | TMEM151B | Transmembrane | Hiicre membranmnin | 2,281429
protein 151B integral bileseni;
transkripsiyon
A 24 P89872 ZNF189 Zinc finger | Transkripsiyon 2,219828
protein 189
A 23 P251151 | NELL1 NEL-like 1 Hiicre farklilagmast; | 2,2054493
sinir sistemi gelisimi
A 23 P149649 | SDHB Succinate Triboksilik asit | 2,181036
dehydrogenase | dongisl;  oksidatif
complex, fosforilasyon
subunit B
A 23 P68892 RTCB RNA 2',3'-cyclic | tRNA islenmesi 2,077906
phosphate and
5'-OH ligase
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Tablo 4.3. Makro adenom grubunda down-regule olan genler

Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

A_32_P34920

FOXD1

Forkhead box
D1

Transkripsiyon;
hicre

farklilasmasi; BMP
sinyal  yolaginin
pozitif regulasyonu

-3,208434

A_33_P3347397

AMOT

Angiomotin

Aktin sitoskeleton
organizasyonu;
hiicre gocu
regulasyonu;
anjiyogenezin
negatif
regulasyonu;
GPCR sinyal ileti
yolagy; HIPPO
sinyal ileti yolag1

-3,1552334

A_33_P3213103

SKOR2

SKI family
transcriptional
corepressor

Transkripsiyon ko-
represor aktivitesi;
SMAD proteinleri
baglama; TGF-
sinyal  yolaginin
negatif

regulasyonu; BMP
sinyal
negatif
regulasyonu

yolaginin

-3,106711

A_24_P18270

UCMA

Upper
growth
and

matrix
associated

zone
plate
cartilage

Osteoblast
diferansiasyonunun
negatif
regulasyonu;
GPCR sinyal ileti
yolagi

-3,063035

A_33_P3310189

ADRB1

Adrenoceptor
beta 1

Apoptoz; Adenilat
siklaz aktivasyonu;
AMPK yolagt;
cAMP yolagi;
GPCR yolag:; Gas
yolagi; Rho sinyal
transdiksiyonu

-3,0155318

A_24_P196384

C150rf38
(ARPIN)

Chromosome
15 open

Aktin
niikleasyonun

-2,9255419
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
reading frame | negatif
38 regulasyonu; hiicre
goécunin  negatif
regulasyonu
A 32 P186731 | ISM1 Isthmin 1, | Anjiyogenez -2,6668687
angiogenesis inhibitora
inhibitor
A 33 P3308744 | LAMA4 Laminin alpha | Hiicre adhezyonu; | -2,5163882
4 Ekstraselluler
matriks
organizasyonu;
hiicre gocu
regulasyonu; PI3K-
Akt sinyal ileti
yolagi
A 23 P253350 | C8orfa Chromosome 8 | Hiicre siklusu; | -2,292028
open reading | apoptoz, Notch
frame 4 sinyal yolagi;NFkB
sinyal yolagi
A 24 P230540 | RNF212 Ring finger | Ligaz  aktivitesi; | -2,1800133
protein 212 Mayotik gen
konversiyonu;
resiprokal
rekombinasyon
A_23 P94800 S100A4 S100 calcium | Kalsiyum baglama; | -2,0805924
binding protein | NFkB yolagi
A4
A 24 P220771 | ANKRD17 Ankyrin repeat | Hicre siklusunun | -2,019634
domain 17 pozitif
regulasyonu; NFkB
yolagi; MDA-5
yolagi; RIG-I
yolagi
A_33 P3414883 | ATMIN ATM interactor | Transkripsiyon; -1,9913738
DNA hasarina
hiicresel yanit
A 33 P3269824 | LRRC66 Leucine  rich | Protein kinaz | -1,9912059
repeat aktivitesinin
containing 66 | inhibisyonu; JAK-
STAT sinyal yolagi
negatif
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
regiilasyoniu;
sitookin aracil
sinyal ileti yolagi
A 33 _P3227676 | C20rf72 Chromosome 2 | Fonksiyonu -1,8383548
open reading | bilinmiyor
frame 72
A 24 P410582 | VGLL4 Vestigial like | Transkripsiyonun | -1,8169153
family member | diizenlenmesi
4
A 23 P142974 | ARHGAP25 |Rho GTPase | GTPase -1,7741344
activating aktivatasyonu
protein 25
A 23 P127565 | LAYN layilin Karbonhidrat  ve | -1,7529409
hiyaluronik asit
baglama
A 33 P3282898 | TLN1 Talin 1 Hiicreler arasi | -1.7227356
baglanti; hiicre-
substrat  baglama;
hicre iskeletinin
plasma membrana
baglanmasi
A 33 P3338724 | LENG9 Leukocyte Metal iyon | -1.5654867
receptor baglama;
cluster (LRC) | mitofaji
member 9

61




Tablo 4.4. Makro adenom grubunda up-regule olan genler

Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

A_32_P45009

IDH1

Isocitrate
dehydrogenase
1

Oksidatif stres
cevabu; trikarboksilik
asit sikltsu

4,3904705

A_33_P3360341

GATA3

GATA binding
protein 3

Transkripyon; Sinyal
transdiksiyon;  T-
hiicre reseptor
sinyalizasyon yolagi;
TOR sinyaliazsyonu;
IFN-a hicresel
yanitt; IL-4 hicresel
yaniti; TNF hiicresel
yaniti; trombin
sinyaliazsyonu;
hiicre dongusda,
motilitesi ve
proliferasyonunun
negatif
diizenlenmesi;Notch
sinyal yolagi

4,125924

A_23 P215913

CLU

Clusterin

Apoptoz; hiicre
olumu; hiicre
proliferasyonu  ve
differansiyasyonu
dizenlenmesi; NFkB
pozitif regllasyonu;
protein import;
protein
stabilizasyonu;
noronal sinyal
transdiiksiyonun
duzenlenmesi

3,849984

A_23 P201376

SSX21P

Synovial
sarcoma X
breakpoint 2
interacting
protein

Aktin  sitoskeleton
organizasyonu;

hiicre  adhezyonu;
sentrozom
organizasyonu

3,709939

A_23_P28869

PTPRA

Protein tyrosine
phosphatase,
receptor type A

Defosforilasyon;
protein
fosforilasyonu;
Protein kinaz A

3,3246126
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
sinyalizasyonu; Ras
protein sinyal
transdiksiyonu;
FGFR sinyal yolag,
EGEFR sinyal yolagi;
VEGFR sinyal
yolagy; MAPKK
aktivasyonu
A 32 P186474 | RACGAP1L racGTPase Hucre siklusu; hicre | 3,0854635
activating farklilagmast;
protein 1 sitokinez; hicre ici
sinyal
transdiksuyonu;
iyon transportu,
néroblastom
proliferasyonu
A 33 P3367984 | ABCA12 ATP  binding | Transmembran 3,0233502
cassette transport;  hicresel
homeostaz
A 24 P13024 SLC16A12 Solute carrier | Simport  aktivitesi; | 2,768867
family 26 Kreatin
transmembran
transportu;  Laktat
transmembran
transportu
A 33 P3335451 | PARL Presenilin Proteoliz; intrinsik | 2,573837
associated, apopotoz sinyal
rhomboid-like | yolaginin negatif
regulasyonu
A 23 P41734 RNF130 Ring finger | Programl hiicre | 2,5728736
protein 130 olumu; protein
ubiquitinasyonu
A 32 P34444 FHOD3 Formin Aktin filaman | 2,446847
homology 2 | organizasyonu; aktin
domain filaman
containing 3 polimerizasyonun
negatif reguilasyonu
A 23 P251151 | NELL1 NEL-like 1 Hiicre farklilasmasi; | 2,302705

sinir sistemi gelisimi
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 24 P137522 | USP53 Ubiquitin Protein de- | 2,2295814
specific ubiquitinasyonu
peptidase 53 Ubiquitin hidrolaz 1
aktivitesi
A 23 P436281 | HIST2H4B Histone cluster | Hiicre dongusu; | 2,2021778
2, H4b DNA onarimi;
kromatin
organizasyonu; DNA
metilasyonu
A 23 P149649 | SDHB Succinate Triboksilik asit | 2,1965375
dehydrogenase | donglsu;  oksidatif
complex, fosforilasyon
subunit B
A 23 P68892 RTCB RNA 2',3'-cyclic | tRNA islenmesi 2,0588534
phosphate and
5'-OH ligase
A 23 P50517 ZNF541 Zinc finger | Hiicre farklilagsmasi, | 1,9886281
protein 541 transkripsiyon
A 23 P30813 HIST1H4K | Histone cluster | Hucre siklusu; DNA | 1,9661906
1 onarimi;  kromatin
organizasyonu;
telomer
organizasyonu;
histon H4-K20
demetilasyonu
A 23 P43613 NDUFB6 NADH NADH dehidrogenaz | 1,1962669
dehydrogenase | aktivitesi; hucresel
(ubiquinone) 1 | metabolik siirec;
beta mitokondrial
subcomplex, 6 | elektron  transport
sistem
A 33 P3274129 | TMEM151B | Transmembrane | Hiicre membranmin | 1,884279
protein 151B integral bileseni;

transkripsiyon
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Tablo 4.5. Mikro adenom grubunda down-reguile olan genler

fingers, family
3

transkripsiyon;

¢inko baglama;
sinir sistemi
gelisimi;

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 33 P3213103 | SKOR2 SKI family | Transkripsiyon ko- | -3,499728
transcriptional | represor aktivitesi;
corepressor SMAD proteinleri
baglama; TGF-
sinyal  yolaginin
negatif
regulasyonu; BMP
sinyal  yolaginin
negatif
regulasyonu
A 32 _P186731 | ISM1 Isthmin 1, | Anjiyogenez -3,2567213
angiogenesis inhibitora
inhibitor
A 24 P196384 | C150rf38 Chromosome Aktin -3,2542627
(ARPIN) 15 open | nukleasyonun
reading frame | negatif
38 regulasyonu; hiicre
gocunun  negatif
regulasyonu
A 32 P34920 FOXD1 Forkhead box | Transkripsiyon; -3,243028
D1 hicre
farklilagsmasi; BMP
sinyal  yolaginin
pozitif regilasyonu
A_33 P3240946 | DPF3 Zinc and | Kromatin -2,9137757
double  PHD | modifikasyonu;
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Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

A_33_P3310189

ADRB1

Adrenoceptor
beta 1

Apoptoz; Adenilat
siklaz aktivasyonu;
AMPK
cAMP yolagi;
GPCR yolagi; Gas

yolag;

yolagi; Rho sinyal
transdiiksiyonu

-2,7359493

A_33_P3347397

AMOT

Angiomotin

Aktin sitoskeleton
organizasyonu;
hlcre gocu
regulasyonu;
anjiyogenezin
negatif
regulasyonu;
GPCR sinyal ileti
yolagi; HIPPO

sinyal ileti yolagi

-2,7162685

A_33_P3308744

LAMAA4

Laminin alpha
4

Hicre adhezyonu;
Ekstraselluler
matriks
organizasyonu;
gocl
regulasyonu; PI3K-
Akt

hiicre

sinyal ileti

yolagi

-2,5403187

A_23_P85004

DIAPH2

Diaphanous-
related formin
2

Aktin sitoskeleton
regulasyonu;
sitokinez; Rho

GTPase baglama

-2,3748438

A_24_P18270

UCMA

Upper zone

growth  plate

Osteoblast

diferansiasyonunun

-2,2087212
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
and cartilage | negatif
matrix regulasyonu;
associated GPCR sinyal ileti
yolagi
A 33 P3330443 | FAM110B Family  with | Miktotibdil -2,079075
sequence organizasyonu
similarity 110,
member B
A 32 _P120638 | INTS4 Integrator snRNA islenmesi | -2,0673275
complex
subunit 4
A 33 P3414883 | ATMIN ATM interactor | Transkripsiyon; -2,0238714
DNA hasarina
hiicresel yanit
A_23 P38732 CDH2 Cadherin 2, | Hucre  bagalntisi; | -1,9556057
type 1, N-|hicre adhezyonu;
cadherin hlicre gocl; beyin
(neuronal) morfogenezi;
serebral  korteks
gelisimi; Wnt
sinyal ileti yolagt;
MAPK sinyal ileti
yolagi; FGF sinyal
yolagi
A_23 P94800 S100A4 S100 calcium | Kalsiyum baglama; | -1,9075477
binding protein NFLB yolag:
Ad
A 23 P142974 | ARHGAP25 |Rho GTPase | GTPase -1,876293
activating aktivatasyonu
protein 25
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Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

A_23 P253350

C8orf4

Chromosome 8
open reading

frame 4

siklusu;
Notch

Hicre
apoptoz,
sinyal yolagy;

NFkB sinyal yolagi

-1,8238623

A_33_P3269824

LRRC66

Leucine rich
repeat

containing 66

Protein kinaz
aktivitesinin

inhibisyonu; JAK-
STAT sinyal yolagi
negatif

regiilasyoniu;
sitookin aracil

sinyal ileti yolag1

-1,680054

A_24_P230540

RNF212

Ring finger

protein 212

Ligaz  aktivitesi;

Mayotik gen
konversiyonu;
resiprokal

rekombinasyon

-1,6767592

A 24 P220771

ANKRD17

Ankyrin repeat

domain 17

Hicre siklusunun
pozitif

regulasyonu; NFkB
MDA-5

RIG-I

yolagi;
yolagy;
yolag1

-1,6602457
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Tablo 4.6. Mikro adenom grubunda up-regtile olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 23 P28869 PTPRA Protein  tyrosine | Defosforilasyon; 3,394507
phosphatase, protein fosforilasyonu;
receptor type A protein  kinaz A
sinyalizasyonu; Ras
protein sinyal
transdiksiyonu; FGFR
sinyal yolagi, EGFR
sinyal yolagi; VEGFR
sinyal yolagi;
MAPKK aktivasyonu
A 23 P41734 RNF130 Ring finger protein | Programli hiicre | 3,2079253
130 olumdi; protein
ubiquitinasyonu
A 32 P186474 RACGAP | racGTPase Hucre siklusu; hcre | 3,118586
1 activating protein 1 | farklilasmast;
sitokinez; hiicre ici
sinyal
transdiiksliyonu; iyon
transportu;
néroblastom
proliferasyonu
A 33 P3367984 | ABCA12 | ATP binding | Transmembran 2,9996943
cassette transport; hlcresel
homeostaz
A 24 P137522 USP53 Ubiquitin  specific | Protein de- | 2,815166
peptidase 53 ubiquitinasyonu
Ubiquitin hidrolaz 1
aktivitesi
A_ 33 P3335451 | PARL Presenilin Proteoliz; intrinsik | 2,5394275
associated, apopotoz sinyal
rhomboid-like yolaginin negatif
regulasyonu
A _32_P164593 ZMAT4 Zinc finger, matrin- | Niikleik asit baglama; | 2,5128405
type 4 ¢inko iyonu baglama;
pS3  baglama; p53
aracili intrinsik
apoptotik sinyal yolu
A 23 P30315 TRIM7 Tripartite motif | Protein ve ¢inko iyonu | 2,5064247
containing 7 baglama
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 32 P118397 HEPACA | HEPACAM family | Hicre bolinmesi; | 2,410491
M2 member 2 sentrozom
organizasyonu;
mitotik nuklear
bolunme; protein
baglama
A 23 P251151 NELL1 NEL-like 1 Hiicre farklilagmasi; | 2,2878363
sinir sistemi gelisimi
A 23 P201376 SSX2IP Synovial sarcoma X | Aktin sitoskeleton | 2,268527
breakpoint 2 | organizasyonu; hiicre
interacting protein | adhezyonu; sentrozom
organizasyonu;
A 23 P68892 RTCB RNA  2'3-cyclic | tRNA islenmesi 2,255789
phosphate and 5'-
OH ligase
A 24 P79070 GNG8 Guanine nucleotide | GTPase aktivitesi; | 2,2275887
binding protein | sinyal doniistiirme
gamma 8 aktivitesi; sinaptik
transmisyon; GPCR
sinyal yolagi
A 23 P149649 SDHB Succinate Triboksilik asit | 1,9184403
dehydrogenase dongusu; oksidatif
complex, subunit B | fosforilasyon
A 24 P49190 Cl170rf58 | Chromosome 17 | Fonksiyonu bilinmiyor | 1,9301033
open reading frame
58
A _ 33 P3318852 | TBC1D8B | TBC1 domain | GTPase aktivitesinin | 1,8963118
family, member 8B | pozitif  regulasyonu;
(with GRAM | kalsiyum iyonu
domain) baglama
A 23 P54758 GDE1 Glycerophosphodie | Lipit metabolizma | 1,8458223
ster siireci
phosphodiesterase
1
A 24 P941988 SPAST Spastin Mirotubl sarmal | 1,790894
olusumu;  sitokinez;
protein
homooligomerizasyon
u; aksonogenez;
endoplazmik
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Agilent Probe
ID

Sembol

Gen

Fonksiyon/Yolak

FC

retikulumdan
aygitina transport

golgi

A_23 P215913

CLU

Clusterin

Apoptoz; hicre
olumu; hicre
proliferasyonu ve
differansiyasyonu
dizenlenmesi; NFkB
pozitif  regulasyonu;
protein import; protein
stabilizasyonu;
noronal
transdiiksiyonun
diizenlenmesi

sinyal

1,7786138

A_33_P3354539

CHURC1

Churchill
containing 1

domain

Transkripsiyonun
pozitif  regulasyonu;
¢inko iyon baglama

1,7186651

4.2. Hasta Gruplar1 Arasinda Gen Ekspresyon Diizeylerindeki Degisiklikler

Mikroadenom, makroadenom ve invaziv adenom gruplari kendi aralarinda ANOVA

istatistiksel analiz programi kullanilarak. p degerleri <0.05 ve log kat degisim degeri (FC)

>2 olacak sekilde filtrelenerek karsilastirildi. Gruplar arasindaki ekspresyon diizeyi degisen
genler Tablo 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13’de listelenmistir.

4.2.1. invaziv Adenom Grubu

Tablo 4.7. invaziv adenom grubu ile makro adenom grubu karsilastirildiginda up-

reglle olan genler

Agilent Probe | Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 23 P134085 | CNKSR3 | CNKSR PTEN  yolagi; Sik1 | 3,8237615
family baglant1  sinyalizasyon;
member 3 ERK1 ve ERK2
kaskadinin negaitf
regulasyonu; Peptidil
serin  fosforilasyonunun
negatif reguilasyonu
A 24 P335092 | SAAlL Serum Hucre adhezyonu; MAPK | 2,4796576
amyloid A1 | sinyal ileti yolagi
aktivasyonu; GPCR
sinyal yolagi
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Tablo 4.8. invaziv adenom grubu ile mikro adenom grubu karsilastirildiginda up-

reglle olan genler

regililasyonu; TGFf
sinyal yolagi

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A_23 P134085 | CNKSR3 CNKSR family | PTEN yolagi; Siki | 4,319542
member 3 baglanti
sinyalizasyon;
ERK1 ve ERK2
kaskadinin negaitf
regulasyonu;
Peptidil serin
fosforilasyonunun
negatif
regulasyonu
A 24 P271696 | XAGE1A Homo sapiens | Protein baglama 4,0079865
X antigen
family,
member 1A
A_33 P3326483 | CRABP1 Cellular Sinyal 3,5708518
retinoic  acid | transdiksiyon;
binding protein | transport;
1 retinokoik asit
biyosentezi
A 23 P45536 MCF2 MCF2 cell line | Apoptotik  sinyal | 2,8409452
derived yolagi; Rho protein
transforming sinyal
sequence transduiksiyonu;
GTPase
aktivitesinin pozitif
regulasyonu
A 23 P52227 GDF10 Growth BMP sinyal yolagt; | 2,6852973
differentiation | SMAD protein
factor 10 sinyal
transdiikslyonu;
hilcre gelisimi;
MAPK sinyal
yolaginin
regulasyonu;
apoptotik  surecin
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4.2.2.Makro adenom grubu

Tablo 4.9. Makro adenom grubu ile mikro adenom grubu ile karsilastirildiginda up-
reglle olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A_24 P271696 | XAGEl1A Homo sapiens | Protein baglama 5,225795
X antigen
family,
member 1A
A 33 P3326483 | CRABP1 Cellular Sinyal 3,4473982
retinoic acid | transdiksiyon;
binding transport; retinoik
protein 1 asit biyosentezi
A 33 P3233906 | RAMP1 Receptor (G | Anjiyogenez; 3,2582211
protein- hiicre ici protein
coupled) trasnportu;
activity kalsiyum
modifying trasnportu; cAMP
protein 1 biyonsentezinin
pozitif
regulasyonu;
GPCR sinyal
yolagi
A_23 P320261 | DMKN Dermokine Protein baglama 3,079049
A 23 P45536 MCF2 MCF2 cell line | Apoptotik  sinyal | 2,7170393
derived yolagi; Rho protein
transforming | sinyal
sequence transdiiksiyonu;
GTPase
aktivitesinin pozitif
regilasyonu
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Tablo 4.10. Makro adenom grubu ile invaziv adenom grubu karsilastirildiginda down-
reglle olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 23 P145724 | PPP1R17 Protein Merkezi sinir | -4,6145897

phosphatase 1 | sistemi  gelisimi,
hicre i¢i sinyal
transdiksiyon

A 23 P134085 | CNKSR3 CNKSR family | PTEN yolagi; Siki | -3,8237615
member 3 baglanti
sinyalizasyon;
ERK1 ve ERK2
kaskadinin negaitf
regulasyonu;

Peptidil serin
fosforilasyonunun
negatif

regulasyonu

4.2.3. Mikro Adenom Grubu

Tablo 4.11. Mikro adenom grubu ile invaziv adenom grubu karsilastirildiginda down-
reglle olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A_23 P134085 | CNKSR3 CNKSR family | PTEN yolagi; Siki | -4,319542
member 3 baglanti

sinyalizasyon;

ERK1 ve ERK2
kaskadinin negaitf
regulasyonu;

Peptidil serin
fosforilasyonunun
negatif regulasyonu

A 33 P3360341 | GATA3 GATA binding | Transkripyon; -4,123869
protein 3 Sinyal
transdiksiyon; T-
hiicre reseptor
sinyalizasyon
yolagy; TOR
sinyaliazsyonu;
IFN-a hiicresel
yaniti; IL-4
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Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
hiicresel yaniti;
TNF hlcresel
yaniti; trombin
sinyaliazsyonu;
hiicre doéngusa,
motilitesi ve
proliferasyonunun
negatif
diizenlenmesi;
Notch sinyal yolagi
A 24 P13024 SLC16A12 Solute carrier | Simport aktivitesi; | -3,3873699
family 26 Kreatin
transmembran
transportu;  Laktat
transmembran
transportu
A_23 P50517 ZNF541 Zinc finger | Hiicre -3,269771
protein 541 farklilagmasi,
transkripsiyon
A _32_P45009 IDH1 Isocitrate Oksidatif stres | -3,053084
dehydrogenase | cevabu;
1 trikarboksilik  asit
siklusu
A 23 P217319 | FGF13 Fibroblast MAPK sinyal | -2,8066108
growth factor | yolagi; PI3K-Akt
13 sinyal yolagi; RAS
sinyal yolagi
A_ 33 P3240946 | DPF3 Zinc and | Kromatin -2,5257602
double  PHD | modifikasyonu;
fingers, family | transkripsiyon;
3 ¢inko baglama;
sinir sistemi
gelisimi;
A 33 P3227676 | C2orf72 Chromosome 2 | Fonksiyonu -2,4947639
open reading | bilinmiyor
frame 72
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Tablo 4.12. Mikro adenom grubu ile makro adenom grubu karsilastirildiginda down-
reglle olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 33 P3360341 | GATA3 GATA binding | Transkripyon; -4,065048
protein 3 Sinyal

transdiksiyon;  T-
hiicre reseptor
sinyalizasyon
yolagi; TOR
sinyaliazsyonu;
IFN-a hiicresel

yaniti; IL-4 hiicresel
yanitt; TNF hiicresel

yaniti; trombin
sinyaliazsyonu;
hlicre doéngusa,
motilitesi ve
proliferasyonunun
negatif
duzenlenmesi;Notch
sinyal yolagi
A_32_P45009 IDH1 Isocitrate Oksidatif stres | -3,2178483
dehydrogenase | cevabi;
1 trikarboksilik  asit
sikliisu
A 33 P3240946 | DPF3 Zinc and | Kromatin -2,8723872

double  PHD | modifikasyonu;
fingers, family | transkripsiyon;

3 cinko baglama; sinir
sistemi gelisimi;
A 23 P217319 | FGF13 Fibroblast MAPK sinyal | -2,7763665
growth factor | yolagi;  PI3K-Akt
13 sinyal yolagi; RAS
sinyal yolagi
A 23 P114862 | ANGPTL7 | Angiopoietin- | Oksidatif stres | -2.674698
like 7 cevabi
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Tablo 4.13. Mikro adenom grubu ile makro adenom grubu karsilastirildiginda up-
regile olan genler

Agilent Probe Sembol Gen Fonksiyon/Yolak FC
ID
A 24 P79070 | GNGS8 Guanine GTPase 2,9630647
nucleotide aktivitesi; sinyal
binding protein | doniistiirme
gamma 8 aktivitesi;
sinaptik
transmisyon;
GPCR sinyal
yolag1
A 23 P145724 | PPP1R17 Protein Merkezi sinir | 2,4615877

phosphatase 1 | sistemi  gelisimi;
hicre i¢i sinyal
transdiksiyon

A 24 P96403 | RUNX1 Runt-related Transkripsiyon 2,0119584
transcription aktivasyonu;
factor 1 anjiyogenezin
pozitif

regulasyonu

4.3. Hipofiz Tumoérlerinde ifade Edilen En Belirgin Genlerin Hastahk ve

Molekiiler Fonksiyonlarina Gore Simiflandirilmasi

IPA yazilim (Ingeunity Systems, Redwood City, CA) yorum programi kullanilarak
gen Urunleri molekiiler fonksiyonlarina gore kategorize edildi (Tablo 4.14, 4.15, 4.16).

Tablo 4.14. invaziv adenom grubunda éne cikan genlerin iligkili oldugu hastahk ve
molekuler fonksiyonlar

Gen Sembol Hastahik&Biyofonksiyon | P degeri FC
CLU Benign glioma 5,70E-05 3,656
IDH1 4,226
Ganglioglioma 8,77E-03
Benign beyin timort 1,31E-02
Grade 1 glioma 8,77E-03
IDH1 Gliomaya yatkinlik 1,75E-02 4.226
Gliosarkoma 1,75E-02
Oligoastrositoma 4,32E-02
Gliomatozis Serebri 8,77E-03
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Gen Sembol Hastahik&Biyofonksiyon | P degeri FC
Noroblastoma hicre | 4,40E-03
invazyonu
CLU Grade 3 astrositoma 2,61E-02 3,656
Anaplastik astrositoma 3,04E-02
Siddetli Alzheimer | 3,04E-02
Hastalig
CLU 3,656
FGF13 1,817
PARL 2,728
NDUFB6 _ 1,482
SDHB Bazal Ganglion 2 97E-02 2181
SSX2IP Bozukluklar 4,256
TNN1 1,034
ADRB1 -2,089
CLU 3,656
FGF13 1,817
NDUFB6 1,482
SDHB . 4 2,181
SSX2IP Huntington hastalig1 1,57E-02 4,256
TNNT1 1,034
ADRB1 -2,089
RACGAP1 Primer neoplazm 3,61E-02 4,714
CLU 3,656
SDHB 2,181
NLGN1 Noron hiicre adhezyonu 3,89E-02 1,251
Dopaminerjik néronlarin | 4,40E-02
sagkalimi
ARTN Duyusal néronlarin | 1,75E-02 -1,101
sagkalimi
PPP1R17 Noroblastoma hucre | 1,33E-02 3,116
SQSTM1 dizilerinin hicresel 1,360

yagsama yetenegi
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Gen Sembol Hastahik&Biyofonksiyon | P degeri FC
BNIP2 1,307
CLU 3,656
DCDC2 1,228
PPP1R17 3,116
SQSTM1 Tamor hiicre dizilerinin 2 67E-02 1.360
ARTN hiicresel yasama yetenegi ' -1.101
DCT -1,228
S100A4 -2,102
CALM1 Noroblastoma hicre | 2,18E-02 1,081

dizilerinin sitotoksisitesi
ABCA12 Salgi yolaklarmin | 1,31E-02 2,897

regilasyonu

Mikrotubullerin 4,32E-02

baglanmasi 1,656
SPAST Mikrotubul morfolojisi 8,77E-02
AMOT Intraselliiler baglantilarn | 1,81E-02 -2,916
TLN1 birlesmesi -1,663
CALM1 1,081
RACGAP1 Sitokinez 1,66E-02 4,714
DIAPH2 -2,274
CLU Hucre replikasyonu 7,17E-03 3,656
SQSTM1 1,360

Tablo 4.15. Makro Adenom grubunda one ¢ikan genlerin iliskili oldugu hastahk ve

molekuler fonksiyonlar

Gen Sembol Hastalik&Biyofonksiyon | P degeri FC
CLU Benign glioma 5,55E-05 3,850
IDH1 4,390
Ganglioglioma 8,66E-03
Benign beyin timor 1,30E-02
Grade 1 glioma 8,66E-03
IDH1 Gliomaya yatkinlik 1,72E-02 4,390
Gliosarkoma 1,72E-02
Oligoastrositoma 4,25E-02
Gliomatozis Serebri 8,66E-03
CLU !\l('jroblastoma hicre | 4,34E-03 3,850
invazyonu
Grade 3 astrositoma 2,57E-02
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Gen Sembol Hastahik&Biyofonksiyon | P degeri FC
Anaplastik astrositoma 3,00E-02
Siddetli Alzheimer | 3,00E-02
Hastalig1
NLGN1 Noron hiicre adhezyonu 3,84E-02 1,298
CLU 3,850
FGF13 1,786
2[[)) HU BF B6 Huntington hastalig1 1,47E-02 ;ig?
SSX2IP 3,710
TNNT1 1,075
ADRB1 -3,015
CLU 3,850
FGF13 1,786
PRk Bazal Ganglion 2,573
NDUFB6 Bozukluklart 2,77E-02 1,196
SDHB 2,197
SSX2IP 3,710
TNN1 1,075
ADRB1 -3,015
Mikrotubullerin 4,25E-02
SPAST baglanmasi 1,635
Mikrotubtll morfolojisi 8,66E-02
AMOT Intraselliiler baglantilarmn | 1,77E-02 -3,155
TLN1 birlesmesi -1,722
ABCA12 Salgi yolaklarmin | 1,30E-02 3,023
regilasyonu
CLU 3,850
;SIS\I-I;('\;I_:L DNA hasari 9,38E-03 ?'12; g 1
PTPRA Tumoér hiicrelerinin 3 42E-02 3,324
metastazi
RACGAP1 Primer neoplazm 3,50E-02 3,085
CLU 3,850
SDHB 2,197
CLU Hucre replikasyonu 6,99E-03 3,850
SQSTM1 1,243
PPP1R17 Noroblastoma hicre | 1,30E-02 -1,498
SQSTM1 dizilerinin hiicresel 1,243

yagsama yetenegi
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Tablo 4.16. Mikro Adenom grubunda one ¢ikan genlerin iliskili oldugu hastalik ve

molekuler fonksiyonlar

Gen Sembol Hastalik&Biyofonksiyon | P degeri FC
CLU . . 1,779
IDH1 Benign glioma 4,83E-05 1173
Ganglioglioma 8,03E-03
Benign beyin timor 1,21E-02
IDH1L Grade 1 glioma 8,03E-03
Gliomaya yatkinlik 1,61E-02 1,173
Gliosarkoma 1,61E-02
Oligoastrositoma 3,98E-02
Gliomatozis Serebri 8,03E-03
Noroblastoma hicre | 4,05E-03
invazyonu
CLU Grade 3 astrositoma 2,40E-02 1,779
Anaplastik astrositoma 2,80E-02
Siddetli Alzheimer | 2,80E-02
Hastalig
CLU 1,779
RACGAP1 Primer neoplazm 2,93E-02 3,118
SDHB 1,918
PTPRA TUmOr hicrelerinin 3 19E-02 3395
metastazi
CALM1 o 1,267
RACGAPL Sitokinez 1,33E-02 3118
DIAPH2 -2,375
CLU Hiicre replikasyonu 6,11E-03 1,779
SQSTM1 1,334
Dopaminerjik noronlarin | 4,05E-03
sagkalimi
ARTN Duyusal noronlarin | 1,61E-02 -1,224
sagkalimi
NOron jenerasyonu 3,98E-02
CALM1 Noroblastoma hicre | 2,01E-02 1,267
dizilerinin sitotoksisitesi
ABCA12 Salgi yolaklarinin | 1,21E-02 3,000
regulasyonu
CLU 1,779
NDUFB6 1,181
SDHB Huntington hastalig 3,34E-02 1,918
SSX2IP 2,259
TNNT1 -1,403
ADRB1 -2,736
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4.4. Gen Aglar: ve Alt Yollar

Her gen sembol, IPA’daki gen yerine haritalandirildi ve bu genlerin aglari, algoritmik
olarak baglantilarina gore olusturuldu. Sonug, sayisal bir deger olup, aglarla var olan veri
setindeki genler arasindaki yakinligi derecelendirmektedir. Bu deger, agin énemi ya da
kalitesi ile ilgili bir belirteg degildir. Tanimlanan ag, gen/gen triinleri arasindaki iliskiyi
belirten bir grafik olarak ortaya ¢ikarildi. Standart altyol analizleri, veri seti girisinde 6nemli
olan yollar1 IPA standart altyol kiitiiphanesinden tespit edildi. Veri seti ve standart altyol
arasindaki iliskinin 6nemi iki parametreye dayanarak bulgulandirildi.

e Veri setinde yer alan genlerin sayisinin standart altyoldaki toplam gen sayisina

orant

e Fischer’in kesin olasilik testi kullanilarak hesaplanan p degeri

Bu p degeri, veri setindeki genlerin birlikteliginin ve standart altyolun tek basina
varolma sansinin olasiligini gostermektedir.

Invaziv, makro ve mikro hipofiz adenomlarin éne ¢ikan gen aglar1 Tablo 4.17, 4.18 ve
4.19°da listelenmistir. Bu gen aglarinda yer alan molekiiller ve birbirleri ile baglantilar1 Sekil
4.1,4.2,4.3,4.4,4.5,4.6,4.7,4.8 ve 4.9°da gosterilmistir.

Tablo 4.17. invaziv Hipofiz Adenomlarinda Onemli Gen Aglar

Gen Ag1 Molekuller

Hucresel Hareket, | 26s Proteazom Alfatubulin, ANKRD17, ARTN, BCL2,
Hiicresel Buyume ve | C8orf4, CALY, CCNE1, CHRNA3, CLDN3, CTNNB1,
Proliferasyon, Sinir | DCDC2, DCT, ELF5, ESR1, Ostrojen reseptor, FGF13,
Sistemi  Gelisimi  ve | GATA3, IDH1, KIF23, LOX, LRP6, Mek, mir8, mir223,
Fonksiyonu NKX31, NRP2, RACGAPL, SLC26A2, SQSTM1, TALl,

TGFB2,TUBB2A, ZEB1, ZEB2

Hiicre Oliimii ve Sagkalim,

ABCAI12, Alfa Aktinin, AMOT, BIRC3, BNIP2, CALM1

Gelisimi ve Fonksiyonu

Kanser, Hematolojik | (digerleri de dahil), CAMK2G, CaMKII, CLU, CSNK1A1,

Hastaliklar CXCL1, DIAPH2E2F4, ERG, ETS1, FOXD1, ITCH,
LRRN3, MDM1, MLH1, MYCN, NFkB (kompleks),
NLGN1, PDLIM2, PLAA, PRKDC, RTKN, SSX2IP,
TNFSF14, TNFSF15, UPF1, WWOX, XBP1, XRCCS5,
XRCC6

Hiicresel Gelisim, | ADRB1, ADRB2, BCL6B, BNIP3, CCL18, CERS6,

Hicresel Blyume ve | CSNK1Al, CXCL1, DAB2IP, DLG1, EZH2, FHODS3,

Proliferasyon, HEXA, HEXB, HSPD1, Igm, ITGB2, LAMA4, MAPK1,

Hematolojik Sistem | NFKB2, PPP1R17, PSMC6, PSMD6, RELB, S100A4,

STAT6, TIMP1, TJP1, TLN1, TNF, TNFRSF14, TP53,
TRAF1, TRAF5, UGCG
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Sekil 4.1. Hucresel Hareket, Hiicresel Biylme ve Proliferasyon, Sinir Sistemi Gelisimi ve
Fonksiyonu ile ilgili Gen Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilar

RACGAPI1, GATA3, IDHI1 (kirmizi) gen ifadeleri en yiiksek olan genler; CALY,
FGF13, SQSTM1, DCDC2, SLC26A2 (Pembe) gen ifadeleri yuksek; ANKRD17, C8orf4,
DCT ve ARTN (yesil) gen ifadeleri ise en diisiik olan genlerdir.
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Sekil 4.2. Hiicre Oliimii ve Sagkalim, Kanser, Hematolojik Hastaliklar ile ilgili Gen Aginda
Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilari
CLU, SSX2IP ve ABCA12 (kirmizi) gen

ifadeleri en vyiksek; BIRCS,
CALMI(digerleri de dahil), BNIP2, NLGN1 ve LRRN3 (pembe) gen ifadeleri yiiksek

AMOT, DIPAH2, FOXD1 ve MDM I (yesil) gen ifadeleri ise en diislik olan genlerdir
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Sekil 4.3. Hiicresel Gelisim, Hicresel Biylime ve Proliferasyon, Hematolojik Sistem
Gelisimi ve Fonksiyonu ile ilgili Gen Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile
Baglantilar

PPPI1R17 (kirinmizi) gen ifadesi en yiiksek; HEXB, PSMC6, FHOD3 ve CERS6
(pembe) gen ifadesi yiiksek; S100A4, ADRB1, LAMA4, TNFRS14 ve TLN1 (yesil) gen

ifadesi en diisiik olan genlerdir.

Tablo 4.18. Makro Hipofiz Adenomlarinda Onemli Gen Aglari

Gen Ag1 Molekuller

Hiicresel gelisim, Hematolojik sistem | ABCA12, ANKRDL17, c8orf4, CALY, CCNEL,
gelisimi ve fonksiyonlari, Hematopoez | DABP2IP, DIAPHZ2, E2F4, ELF5, ERG, ESR1,
ETS1, FOXD1, GATA3, HEXA, HEXB, ICOS,
lge, IL4AR, LRRN3, MYB, NFKB2, NKX3-1,
NLGN1, PSMC6, SATB1, SQSTM1, SSX2IP,
TAL1, TNF, TNFRSF14, TRAF2, UGCG,

WISP2, XBP1
Hicresel hareket, Kanser, Organizmal | Alfa tubulin, BCL6B, BNIP3, CERS6, CLDN3,
yaralanma ve anormallikler CSNK1A1, DCDC2, 6strojen reseptori, EZH2,

FGF13, FHODS, FN1, HIF1A, HIST2H4B,
85




Gen Ag1

Molekdller

IDH1, KIF23, mir8, PRC1, PTPRA, RAB25,
RACGAP1, S100A4, SDHB, SERPINEI],
SMAD3, TGFB2, TIMP1, TIMP2, TP53,
TUBB2A, Ubuquitin, VHL, VIM, WISP2,
ZEB1

Hiicresel gelisim, Organizmal

yaralanma ve anormallikler,
olimii ve sagkalim

Hucre

ADRBI1, ADRB2, AKAP5, ALB, Alfa aktinin,
AMOT, BNIP2, CD209, CLU, ELF5, fokal
adhezyon kinaz, HIST2H3C, HSPD1, IL13,
ITCH, L3MBTL1, LAMA4, MAPK1, MDML1,
MECOM, MYL9, NFE2, NFKB (Kompleks),
NR4A3, PDLIM2, Pkc(s), PLAA, PLG,
PPP1R17, RUNX1, SLC8AI1, TLN1, VTN,

WWOX, XRCC5

e

=1
R

Sekil 4.4. Hiicresel Gelisim, Hematolojik Sistem Gelisimi ve Fonksiyonlari, Hematopoez ile
ilgili Gen Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilar
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GATA3, SSX2IP, ABCA12 (KIRMIZI) gen ifadesi en yiksek; NLGN1, CALY,
LRRN3, PSMC6, SQSTM1 ve HEXB (pembe) gen ifadesi yiksek; DIAPH2, ANKRD17,
C8orf4, FOXD1 ve TNFRSF14 (yesil) gen ifadeleri en diisiik olan genlerdir.

RAB25

R CENKIA1

2,81
EEL S

Sekil 4.5. Hicresel hareket, Kanser, organizmal yaralanma ve anormallikler ile ilgili Gen
Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilari

IDHI, RACGAP1 ve PTPRA (kirmizi) gen ifadesi en yiiksek; SDHB, FHOD3,
FGF13, CERS6, HIST2H4B ve DCDC2 (pembe) gen ifadeleri yiiksek; S100A4 (yesil) gen

ifadesi en diisiik olan genlerdir.
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Sekil 4.6. Hiicresel gelisim, organizmal yaralanma ve anormallikler, hiicre olimii ve
sagkalim ile ilgili Gen Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilart

CLU (kirmiz1) gen ifadesi en yiiksek; SLC6A1 (pembe) gen ifadesi yiiksek; ADRB1,
RUNX1, AMOT, LAMA4, PP1R17, TLN1 ve MDMI(yesil) gen ifadesi en diisiik olan
genlerdir

Tablo 4.19. Mikro Hipofiz Adenomlarinda Onemli Gen Aglar

Gen Ag1 Molekuller
Hicre siklusu, Hepatik sistem gelisimi | 20s proteozom, ADRB2, AMOT, BACH]1,
ve fonksiyonlari, Hiicresel hareket BNIP3, CALMI1 (Digerleri de dahil), CLU,

DIAPH2, DPF3, DRAML1, E2F1, E2F4, E2F7,
E2F8, ECT2, gamma tubulin, KIF23, MDM1,
NMLH1, NQO1, PDLIM2, PMS2, PRC1,
PSMC2, PSMC3, PSMC6, PSMD5, PSMD®6,
PTTG1, RACGAPL, SQSTML1, SRC, SSX2IP,

TP53, WWOX
Kanser, Hiicresel gelisim, Hiucresel | ADAM10, ADCV, ADRB2, Ap2 Alfa,
blylme ve proliferasyon ARTN, BCL2, CALY, CLU, COMMD1,
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Gen Ag1 Molekuller

ETS1, FGF2, GRB14, GSK3B, HDACS,
HEXB, HIF1A, HIST2H4B, LAMAA4,
MAPK1, MLH1, NRP2, Pkc(s), PMS2,
PTPRA, PTTG1, SDHB, SERPINEL,
SMARCA4, TGFB2, TP53, TWIST],
Ubiquitin, VHL, XRCC5, XRCC6

Hiicresel gelisim, Kanser, Hucresel | ABCA12, ADAMI10, ADRB1, AKAP5,
biyime ve proliferasyon AKT3, ANKRD17, BNIP3, C8orf4, CCNE1,
CDH2, CSNK1Al, DAB2IP, ESR1, ESRRA,
ETS1, EZH2, FHOD3, FOXD1, Histone H3,
IDH2, mir-8, MMP13, MUC4, NOS3, NQO1,
PARP1, Pkc(s), S100A4, SIRT1, SP3,
TGFB2, TWIST1, XBP1, XRCC6, ZEB1

CALM1 (irfghuides othars)

S@F
2am

Gamma hubulin

-1 5
2800

Sekil 4.7. Hiicre siklusu, hepatik sistem gelisimi ve fonksiyonlar1, hiicresel hareket ile ilgili
Gen Aginda Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilar
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RACGAPI1 ve SSX2IP (kirmiz1) gen ifadesi en yiiksek; CLU, CALM1 (digerleri de dahil),
SQSTM1 ve PSMC6 (pembe) gen ifadesi yiiksek; DPF3, AMOT, DIAPH2 ve MDM1 (yesil)

gen ifadesi en diisiik olan genlerdir

Sekil 4.8. Kanser, hiicresel gelisim, hiicresel biiyiime ve proliferasyon ile ilgili Gen Aginda
Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilar

PTPRA (kirmizi) gen ifadeleri en yiiksek; HIST2H4B, CLU, HEXB, CALY ve SDHB
(pembe) gen ifadeleri yiksek; LAMA4, ARTN ve GRB14 (yesil) gen ifadeleri en diisiik olan

genlerdir.
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Sekil 4.9. Hiicresel gelisim, kanser, hiicresel buytime ve proliferasyon ile ilgili Gen Aginda
Yer Alan Molekiiller ve Birbirleri ile Baglantilar

ABCAI12 (kirmizi) gen ifadesi en yiiksek; IDH1 ve FHOD3(pembe) gen ifadesi
yiiksek; S100A4, CDH2, ADRBI, C8orf4, FOXD! Ve ANKRDI17 (yesil) gen ifadeleri en

diisiik olan genlerdir.
4.7.Kanonik Sinyal Yolaklar:

Invaziv ve makro hipofiz adenomlarinda anlamli olarak éne ¢ikan kanonik yolak aktin

hiicre iskeleti sinyal ileti yolagi olarak saptanmuistir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Aktin hucre iskeleti sinyal ileti yolagi ve invaziv ve makro hipofiz adenom
olusumundaki hedef genler.

FGF13 (Pembe) gen ekspresyonu invaziv adenomlarda 3,5 kat, makro adenomlarda
3,4 kat artarken; DIAPH2 gen ekspresyonu (yesil) invaziv adenomlarda 4,8 kat, makro
adenomlarda 2,6 kat ve TLN1 genn ekspresyonu (yesil) 3,1 kat, makro adenomlarda 3,3 kat
azaldig1 goriilmistiir (Sekil 4.10).

4.8. Kiimeleme Analizi

Kimeleme Analizi (Cluster Analysis), benzer ifadelenme kalibina sahip genlerin tek
bir grupta toplanmasini saglamaktadir. Gruplar arasindaki gen ifadelenme 6runtisinu
izleyebilmek amaciyla hiyerarsik kimeleme analizi gergeklestirilmistir. Kimeleme
analizinde uzaklik 6lcisu olarak Pearson Korelasyonu ve yontem olarak da average linkage
clustering kullanilmstir.

Invaziv hipofiz adenom grubu, makro hipofiz adenom grubu, mikro hipofiz adenom

grubu ve kontrol grubu olmak iizere 3 grup arasinda Kiimeleme Analizi yapilarak, farkli
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ifadelenen gen paternleri Sekil 4.11°de gosterildigi tizere karsilastirilmistir. Sonuclar anlaml
bir patern vermis olup yiksek ve dustk ifadelenen genler ortaya ¢ikarilmistir.

&

|

[micro] I I
[inwaziv] I I
[macro] I I

|

3
I

.

Sekil 4.11. Invaziv, makro, mikro hipofiz adenomlar1 ve kontrol grubu arasindaki Kiimeleme
Analizi
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5. TARTISMA

Hipofiz adenomlar1 monoklonal orjinli olup ve cogu yavas ilerleyen iyi huylu
neoplazmlardir. Insanlarda kansere yol agan birgok onkogen veya timor supresor genler
hipofiz adenomlarinda heniiz kesfedilmemistir. Ancak molekiiler biyolojideki gelismeler,
hipofiz adenomlarinda aday tiimdrojenik genlerin arastirilmasini hizlandirabilir. Bazi
arastiricilar, karsilastirmali gen ekspresyon profillendirme ve mikroarray tekniklerini
kullanarak hipofiz adenomlarinda farkli sekilde eksprese edilen genler tanimlamislardir.
Farkli sekilde eksprese olan genler hipofiz bezinin disfonksiyonuna ve parasekresyonuna
neden oldugu, 6zellikle bazi transkripsiyon faktorlerinin down regllasyonu énemli 6lglde
hipofiz adenomu olusumu ile iligkilendirilmistir. Daha 6nce hipofiz adenomlarinda yapilan
mikroarray ¢alismalarinda PTTG (Pei ve Melmed, 1997), GADD45 (Bahar ve ark., 2004),
MEG3 (Zhang ve ark.,2003) ve BMP4 (Paez-Pereda ve ark., 2003) genlerinin dahil oldugu
bir¢cok aday gen saptanmistir.

Bu caligmada, hipofiz tiimorleri boyut ve invazyon 6zelligine gore siniflandirildi ve
normal hipofiz dokulari ile karsilastirilarak analizi yapildi. Analiz sonuglarina gore invaziv,
makro ve mikro adenomlarda sirasiyla 59, 51 ve 42 genin ekspresyon diizeyinde artis
saptanirken; 40, 40 ve 41 genin ekspresyon diizeyinde azalma saptanmistir. Pitliiter adenom
invazivligi ile ilgili mekanizmalar1 anlamak i¢in invaziv ve non-invaziv adenomlarda farkli
olarak ifade edilen genleri belirlemeye ¢alistik.

Invaziv hipofiz tiimérlerinde saptanan 6nemli gen ekspresyon degisiklikleri ve bu
genlerin aglart IPA yontemi ile standart alt yol kiitliphanesinden tespit edilerek
iliskilendirildi. Sonuglara gore invaziv hipofiz timorlerinde 6nemli 3 ag modiiliiniin timor
agresifligi ile ilgili olabilecegi diisiiniildii. Ilk gen ag1 modiiliinde; hiicresel hareket, hiicresel
bliylime ve proliferasyon, sinir sistemi gelisimi ve fonksiyonunda rol alan molekiillerden
RACGAPL, GATA3 ve IDH1 genlerinin gen ifadeleri en yiiksek; CALY, FGF13, SQSTML1,
DCDC2 ve SLC26A2 gen ifadeleri yiksek; ANKRD17, C8orf4, DCT ve ARTN gen
ifadeleri ise diisiik olarak saptandi.

Bu baglanti yolagindaki GATA3 hem tirotrop hem de gonadotrop hiicrelerde
embriyonik donemde gecici olarak eksprese edilir. GATA3 ve GATA2 ortak bir a-
glikoprotein subunit (a-GSU) ve spesifik B-subunit (FSHB , LHP , and thyrotropinp)
bulunduran heterodimerlerdir ve ilging olarak o-GSU ve tirotropin kodlayan genler
GATAZ2’nin hedef genleridir. Mete ve ark. (2019), insan hipofiz néroendokrin timérlerinde
GATA3 ifadesini gostermislerdir. Calismada, GATA3'e kars1 ticari olarak temin edilebilen
antikorun, adeno-hipofizyal tumérlerde, 6zellikle gonadotrop tiimérlerde ve zayif sekilde

farklilasmis Pit-1 soy tiimorleri de dahil olmak {izere, TSH ifade eden tiimorlerde pozitifligi
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tamimladigin1 gosterilmektedir. Hipofiz gonadotrop timoérlerinde ve B-TSH ifade eden
timorlerde nikleer GATA3 imminoreaktivitesinin tanimlanmasi, embriyolojik gelisimi
belirleyen transkripsiyon faktorlerine dayanarak adenohipofiziyal neoplazmalarin
siniflandirilmasina katki saglayabilmektedir.

Merkezi spindlin bileseni olan ve sitokinezin indiiksiyonu ig¢in gerekli olan Rac
GTPaz-aktive edici protein (RacGAP1), Rho GTPaz-aktive edici proteinlerin ailesine aittir
(Touré ve ark., 1998). GTP'ye baghh Racl'in eslik ettigi RacGAP1, hem sinyal
dontstiiriiciisiiniin bir tirozin fosforilasyonu araci hem de transkripsiyon (STAT) protein
ailesinin bir tirozin fosforilasyonu araci olarak ve fosforile edilmis STAT'larin de dahil
oldugu cesitli fonksiyonlara sahip niikleer bir lokalizasyon sinyali i¢eren niikleer saperonu
olarak ¢alisir. Aynm1 zamanda anti-apoptoz, ¢ogalma, farklilasma ve enflamasyon gibi
stireclerde rol oynar (Kawashima ve ark., 2009). RacGAP1 ayrica, hiicre morfolojisini,
hareketliligini ve kutuplulugun olusumunu etkilemek i¢cin Rac ve cdc42 gibi Rho
proteinlerinin iglevini de diizenler (Sahai, 2005). Kétii huylu tiimorlerde, RacGAP1, timor
hlcrelerinin psddopod uzamasi ve yayilmasiyla metastatik yayilimini etkiler (Yamazaki ve
ark., 2009). Galland ve ark. (2010) invaziv ve invaziv olmayan hipofiz tumorlerinde
mikroarray kullanarak farkli gen ifadesi profillerine bakmislardir. Calismalarinin
sonuglarina gore, invaziv olmayan hipofiz adenomlarda Rac-1 downregiile olmustur. Bu
calismada RACGAP1’in invaziv hipofiz adenomlarda en yiiksek 6l¢iide ifadesinin oldugunu
gostermistik. Bu veri goz Oniine alindiginda, invaziv ve invaziv olmayan hipofiz
adenomlarinda RACGAPI1’1n hiicre motilitesindeki rolii 6nem tagimaktadir ve dolayisiyla
RACGAPI’in upregiile olmasi hipofiz adenomlarin invaziv davranis sergilemesi ve timor
hiicrelerinin yayilimi adina 6nemlidir.

Izositrat dehidrojenazlar, Krebs trikarboksilik asit (TCA) déngusiinde aktif olan
niikleer DNA kodlu, NADP'ye bagimli enzimlerdir ve sitozol (IDH1) veya mitokondri
(IDH2) i¢indeki izositrat dekarboksilasyonunu katalize eder. TCA dongiisii sirasinda,
NADPH birikir, glikoliz ve antioksidan tepki i¢in 6nemli bir yardimci faktordir (Casar-
Borota ve ark., 2016; Desideri ve ark., 2015) yaptig1 ¢alismada hipofiz adenomuna sahip
hastalarda IDH1 mutasyonunun analiz edilen 246 hastadan sadece birinde gozlemlendigini
ve bu hastanin tekrar eden gonadotrop adenomuna sahip oldugunu, dolayisiyla IDHI
inhibitorleri kullaniminin hipofiz adenomlarinda islevsiz olabilecegini 6ne siirmiislerdir.
Calismamizda invaziv hipofiz adenomlarinda IDH1’in en yiiksek diizeyde ifade edildigini
gostermistik. Casar-Borota ve ark. (2016) calismasiyla karsilastirildiginda, IDH1’in invaziv,
tekrar eden veya agresif hipofiz adenomlarina spesifik olabilecegi ve yapilacak diger
caligmalarla bulgular kesinlesirse potansiyel biyomarker adayi olabilecegi géz Oniinde
bulundurulmalidir. Yine ¢alismamiza paralel olarak, Moreno ve ark. (2005) yaptiklari
calismada IDHI1’in nonfonksiyonel hipofiz adenomlarinda 41 kat daha fazla upregiile

oldugunu kanitlamislardir.
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Invaziv hipofiz adenomlarinda, hiicre 6liimii ve sagkalim, kanser, hematolojik
hastaliklar ile ilgili gen aglarinda yer alan molekdllerden, CLU, SSX2IP ve ABCA12 gen
ifadelerinin en yliksek, BIRC3, CALM1, BNIP2, NLGN1 ve LRRN3 gen ifadeleri yuksek,
AMOT, DIPAH2, FOXDI ve MDM1 gen ifadeleri ise en diisiik olarak saptanmustir.

Yiiksek oranda korunmus hiicresel ve dolasimdaki bir protein olan Clusterin (CLU)
ayrica apolipoprotein J (Apol), siilfatlanmig glikoprotein 2 (SGP-2), testosteron-bastirilmis
prostat mesaji 2 (TRPM-2) veya serum proteini-40 (SP-40) olarak da bilinir (Jenne ve
Tschopp, 1989). Hiicre i¢i clusterinin prostat kanseri hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
clusterinin farede knock-out edilmesi sonucu, ylksek derecede agresif transgenik fare
prostat tiimorlerini indiikledigi gosterilmistir (Bettuzi ve ark., 2009). Daha 6nce yapilan bir
calismada Clusterinin baskin olarak gonadotrop hiicre adenomlarinda eksprese edildigi
gosterilmistir (Chesnokova ve ark., 2011). Ancak arastirmacilar gonadotrop kékenli benign
hipofiz tiimér hiicrelerinde, clusterinin roliiniin proliferasyonu sinirlamak oldugunu
gosterseler de calismamiz CLU gen ifadesinin invaziv timorlerde yiksek duzeyde ifade
edildigi i¢in, clusterinin invaziv tiimorlerde de tiimor supresif etkisinin olabilecegini
gostermesi acisindan onemlidir.

SSX2IP ilk olarak bir transkripsiyonel baskilayici olan SSX2 ile etkilesimi ile
tanimlanmistir. Onceki ¢alismalar SSX2IP'in akut myeloid 16semi ile iliskili bir antijen
oldugunu gostermistir, ¢iinkii klinik vakalarin analizi SSX2IP ekspresyonunun akut myeloid
16semili (AML) hastalarin %33'linde serumda tanimlandigin1 ancak saglikli gonillulerde
olmadigini gostermistir (Guinn ve ark., 2005). Literatiire baktigimizda, su an igin
SSX2IP’nin hipofiz adenomlarinda ifadesi tam olarak bilinmemektedir. Dolayisiyla SSX2IP
invaziv hipofiz adenomlarinda arastirilmas: gerecken aday gen olabilir.

Insan ABCA12 geni, kromozom 234 (zerinde bulunur ve 2,595 ve 2,516 amino
asidin iki ekleme varyantim kodlamaktadir (Annilo ve ark., 2002). ABCA12, cilt lipit
homeostazisinde rol oynar, saglikli keratinositlerde yliksek ABCA12 ekspresyonu
g6zlemlenmektedir. ABCA12 genindeki mutasyonlar, tim vicutta cilt deskuamasyonu ile
karakterize nadir goriilen kalitsal bir hastalik olan lamelar iktiyosiz tip 2 olan hastalarda
tespit edilmistir (Lefevre ve ark., 2003). ABCA12’nin su anki literatiir bilgisine gore hipofiz
adenomlarinda rolii bilinmemektedir. Ancak; yapilan bir ¢alismada uzun kodlanmayan
ABCA-12-3 RNA’nin hiicre gocii, invazyon ve proliferasyonu 6zafogal skuamoz hicre
karsinomunda fibronektin 1 regiilasyonu ile artirdigi bilinmektedir (Ma ve ark., 2019).
Dolayisiyla, ABCA12’nin invaziv hipofiz adenomlarinda da énemli rol oynamasi olasidir
ve arastirilmasi gerekmektedir.

Invaziv hipofiz adenomlarinda, hiicresel gelisim, hiicresel biiyiime ve proliferasyon,
hematolojik sistem gelisimi ve fonksiyonu ile ilgili gen aginda yer alan molekdllerden
PPP1R17 gen ifadesi en yiiksek; HEXB, PSMC6, FHOD3 ve CERS6 gen ifadesi yuksek;
S100A4, ADRB1, LAMA4, TNFRS14 ve TLN1 gen ifadeleri diisiik olarak saptanmuistir.
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PPP1R17 olarak da bilinen G-substrati, siklik guanozin monofosfat (cCGMP)'a bagl
protein kinazin spesifik bir substrati olarak adlandirilan ve agirlikli olarak serebellar Purkinje
hiicrelerinde bulunan 23 kDa'lik bir proteindir. NO / ¢cGMP / PKG yolunun bir bileseni
olarak, G-substrati potansiyel olarak birka¢ 6nemli hiicresel siirece dahil olur ve su ana kadar
bir dizi hastalik durumu ile iligkilendirilmistir: G-substratindaki tek bir nokta mutasyonu
hiperkolesterolemi ile baglantihidir (Vigbedor, 2013). PPPIR17 geninin hipofiz
adenomlarinda rolii bilinmemesine ragmen, PPP1R17 L12V varyantinin progresif kolorektal
kanserde rolii bulunmustur (Townsend ve ark., 2017). Invaziv hipofiz adenomlarinda bu
genin ilerleyen asamalarda calisilmasi, genin hipofiz tiimorlerinde olasi 6nemini ortaya
cikarabilir.

Invaziv hipofiz adenomlarinda tiim gen aglarinda yiiksek diizeyde ifade edilen
genlerden sadece BIRC3 ve BNIP2 invaziv hipofiz adenomlarina spesifik olarak upregiile
olurken, bu gen aglarindaki diger genlerin, mikro ve makro hipofiz adenomlarinda da yiiksek
diizeyde ifade oldugu bulunmustur. BIRC3 bir apoptoz protein inhibitér proteini olup E3
ligaz aktivitesiyle kaspaz aktivasyonunu indirek olarak regile etmektedir (Vucic ve ark.,
2011). Son wyillarda yapilan bir c¢alismada BIRC3 upregiilasyonunun glioblastom
hastalarinda apopotozu onleyerek glioblastoma tedavisinde radyoterapi ve temozolomide
terapatik diren¢ olusturdugu bulunmustur (Wang ve ark., 2016). Arastirmacilar, BIRC3’iin
tiimor agresifliginde rolii oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu yaklasimla, hipofiz adenomlarinda
da BIRC3iin invazyonda rolii olmas1 olasidir. BNIP2, ilk olarak adenoviriis EIB 19-kDa
proteini ile etkilesen bir molekiil olarak tanimlanmistir. E1B proteini hiicreleri viral
enfeksiyon veya diger proapoptotik uyaranlarin neden oldugu apoptozdan korur (Hashimoto
ve ark., 1991). Bcl-2 ve bununla ilgili antiapoptotik proteinler fonksiyonel olarak E1B 19-
kDa proteininin yerine kullanilabilir ve BNIP2'ye baglanabilir. Bu nedenle, BNIP2'nin
potansiyel bir pro-apoptotik protein oldugu one siiriilmiistiir (Subramanian ve ark., 1995).
Yapilan bir calismada BNIP2 ve Cdc42GAP homolojisi domainine sahip yeni bir gen olan
proapoptotik BMCC1'in artan ekspresyonu, insan nodroblastomlarinda prognoz ile iliskili
olarak bulunmustur (Machida ve ark., 2006). Dolayisiyla, BNIP2’nin hipofiz adenomlarinin
inavazyonunda rol oynamasi olasidir. CNKSR3 geni ise analiz sonucu baglant1 yolaginda
yer almamasina ragmen invaziv hipofiz adenomlarinda upregiile olurken, mikro ve makro
adenomlarda downregiile olmustur (Tablo 1.20 ve 1.21). ilk olarak Drosophila'da
tanimlanan CNK proteinlerinin, RAS / ERK yolunu RAS protein kinaz seviyesinde
diizenledigi ortaya konulmustur (Claperon ve Therrien, 2007). CNKSR3’{in hipofiz
adenomlarinda rolii heniiz bilinmemesine ragmen, Lake ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada,
CNKSR3'iin amplifikasyonunun iiveal melanomda metastaz gelisimini etkileyebilecegini
gostermistir. Cox regresyonu ve Kaplan Meier sagkalim analizi ile, CNKSR3 geninin
amplifikasyonunun, protein ekspresyonunda iliskili bir artisla daha uzun hasta sagkalimi ile

iliskili oldugunu tespit edilmistir. CNKSR3 hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen, protein
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ekspresyonunun artmis sagkalim ile iliskisi, muhtemelen iiveal melanom hiicrelerinin
metastatik ilerlemesini sinirlamak ile ilgili biyolojik bir fonksiyonu oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu durumda, invaziv hipofiz adenomlarinda CNKSR3 gen ifadesi
artisi, evrimsel olarak invaziv hipofiz adenomlarinda metastazi 6nlemeye yonelik bir
adaptasyon olabilir.

Makro hipofiz adenomlarinda, hiicresel gelisim, hematolojik sistem gelisimi ve
fonksiyonlar1 ve hematopoez ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden GATA3, SSX2IP,
ABCA12 gen ifadesi en yiiksek; NLGN1, CALY, LRRN3, PSMC6, SQSTM1 ve HEXB
gen ifadesi yiksek; DIAPH2, ANKRD17, C8orf4, FOXD1 ve TNFRSF14 gen ifadeleri en
diisiik olarak saptanmustir.

Mikro hipofiz adenomlarinda, hiicre siklusu, hepatik sistem gelisimi ve fonksiyonlari,
hiicresel hareket ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden, RACGAP1 ve SSX2IP gen
ifadesi en yiiksek; CLU, CALMI1 (digerleri de dahil), SQSTMI1 ve PSMC6 gen ifadesi
yiiksek; DPF3, AMOT, DIAPH2 ve MDMI1 gen ifadesi en diisiik olarak saptanmustir.
Bunlara ek olarak; hiicresel gelisim, kanser, hiicresel biiylime ve proliferasyon ile ilgili gen
aginda yer alan molekiillerden, ABCA12 gen ifadesi en yiiksek; IDH1 ve FHOD3 gen ifadesi
yiiksek; S100A4, CDH2, ADRBI1, C8orf4, FOXD1 ve ANKRD17 gen ifadeleri en diisiik
olan genlerdir.

GATAS3 gen ifadesi invaziv ve makro hipofiz timdorlerinde en yiksek bulunmustur.
Mete ve ark. (2019) calismalarinda GATA3 immiinoreaktivitesinin hipofiz gonadotrop ve
TSH {ireten tiimorlerin karakteristigi oldugunu gostermislerdir. Bu bulgu, Mete ve
arkadaslarina gore adenohipofizyal tiimorleri siniflandirmak igin kullanilan transkripsiyon
faktorlerinin modelini genisletmekle beraber ayni zamanda sellar bélgesine metastaz
yapabilen karsinomlarin yani sira, primer sellar paragangliomalarin bir 6zelligi oldugu icin
sellar tiimorlerinin ayiric1 tanisinda da onemlidir. Bu acidan bakildiginda GATAS3 gen
ifadesinin artmasi tiimoriin invazivitesi ve agresifligi agisindan 6nemli olabilmektedir.
Calismamizda GATAS gen ekspresyonunu invaziv ve makro hipofiz timarlerinde en ylksek
olarak saptanmasi da tiimor agresifligi ile baglantili oldugunu gostermektedir.

SSX2IP gen ifadesi invaziv, mikro ve makro adenomlarda en yiksek dizeyde
bulunmustur. SSX2IP 16semi ile iligkili bir antijen olmasina ragmen (Guinn ve ark., 2005),
invaziv, mikro ve makro adenomlarda ifade edilmesi hipofiz timdorlerinin metastatik ve
agresif bir yap1 olusturmasinda etkili olabilecegini diislindiirmektedir. Dolayisiyla, daha
fazla arastirmanin SSX2IP gen ekspresyonuna yogunlagmasi gerekmektedir.

ABCA12 gen ifadesi invaziv, mikro ve makro adenomlarda en yiksek diizeyde
bulunmustur. Literatiirde heniiz ABCA12’nin hipofiz tiimorlerinde etkisi bilinmemektedir.
Ancak, uzun kodlanmayan ABCA12 RNA’nin hiicre gogii, invazyon ve proliferasyonu
skuamoz hticreli 6zafagus karsinomunda (Ma ve ark., 2019) rolii daha 6nce bulunmustur.
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ABCA12, hipofiz tiimorii invazivitesi ve agresyonunda rol oynayan tanimlanmamis bir gen
olabilir.

Makro hipofiz adenomlarinda, hiicresel hareket, kanser, organizmal yaralanma ve
anormallikler ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden, IDH1, RACGAP1 ve PTPRA gen
ifadesi en ylksek; SDHB, FHOD3, FGF13, CERS6, HIST2H4B ve DCDC2 gen ifadeleri
yuksek; S100A4 gen ifadesi en diisiik olarak saptanmustir.

Mikro hipofiz adenomlarinda ise, kanser, hiicresel gelisim, hiicresel biiyiime ve
proliferasyon ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden, PTPRA gen ifadeleri en yiiksek;
HIST2H4B, CLU, HEXB, CALY ve SDHB gen ifadeleri ylksek; LAMA4, ARTN ve
GRB14 gen ifadeleri en diisiik olarak saptanmistir.

IDHI gen ifadesi invaziv ve makro adenomlarda en yiiksek diizeyde bulunmustur.
Moreno ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada IDH1’in nonfonksiyonel hipofiz adenomlarinda
41 kat daha fazla upregiile oldugunu kanitlamislardir. Dolayisiyla, IDH1 tiimdriin
invazivitesi ve agresifliginde rol alan genlerden biri olabilir.

RACGAPL gen ifadesi invaziv, mikro ve makro adenomlarda en yiiksek diizeyde
bulunmustur. Ke ve ark. (2013) yaptiklari ¢alismada menenjiyomlardaki RACGAP1
ekspresyonunu, ger¢ek zamanl kantitatif PCR ve western blot ile 6l¢gmiistiir. Calismanin
sonuglara gore, derece III menenjiyomdaki RACGAPI ekspresyonu diizeyinin derece
I'den yiiksek oldugunu gostermistir. Yiiksek RACGAP1 mRNA diizeyleri tumér boyutu,
histolojik tip ve klinik seyir ile anlamli korelasyon gdstermistir. Sonug olarak, RACGAPI
hipofiz adenomlarinin invazivitesi ve agresifliginde rol oynayan genlerden biri olabilir.

PTPRA,; integrin sinyali, hiicre adezyonu ve sarkoma ile iliskili (Src) tirozin kinazlari
aktive eden bir proteindir (Pallen, 2003). PTPRA ifadesinin karsinogenezdeki roli daha énce
bildirilmistir (Stebbing ve ark., 2014). Artan PTPRA ekspresyonu, skuamdz hiicreli akciger
kanserinde c-Src aktivasyonu ve G1 fazi ilerlemesi yoluyla kétli prognoza yol agmistir (Gu
ve ark., 2017). Calismamizda, PTPRA gen ifadesinin mikro ve makro adenomlarda en
yiiksek diizeyde ifade oldugu bulunmustur. Ancak PTPRA gen upregiilasyonun mikro ve
agresif makro hipofiz adenomlarinda rolii heniiz bilinmemektedir. Hipofiz adenomlarinda
PTPRA gen ifadesinin ileride c¢alisilmasi, DNA mikroarray analizinde buldugumuz en
yiiksek gen ifadesinin anlasilmasini saglayacaktir.

Makro hipofiz adenomlarinda, hiicresel gelisim, organizmal yaralanma ve
anormallikler, hiicre 6liimii ve sagkalim ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden CLU
gen ifadesi en yuksek; SLC6AL gen ifadesi yuksek; ADRB1, RUNX1, AMOT, LAMA4,
PP1R17, TLN1 ve MDMI1 gen ifadesi en diislik olarak saptanmuistir.

Chesnokova ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, gonadotrop kdkenli benign hipofiz
timor hucrelerinde, clusterinin rollndn proliferasyonu sinirlamak oldugunu gostermislerdir
(Chesnokova ve ark., 2011). Calismamizda invaziv, mikro ve makro hipofiz adenomlarinda
CLU gen ifadesi en yiksek diizeyde bulunmustur. Bu yiizden, CLU gen ifadesi ayni
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zamanda hipofiz tiimérlerinin invazivitesi ve agresyonunda rol oynayabilmektedir. ileride
yapilacak caligmalarda CLU gen ifadesinin invazivite ve timor hiicresi agresyonunda rolii
arastirilmalidir.

Calismamizda, invaziv ve makro hipofiz adenomlarinda anlamli olarak 6ne ¢ikan
kanonik yolagi, aktin hiicre iskeleti sinyal ileti yolagi olarak saptanmistir. Bulgulara gore,
FGF13 gen ekspresyonu (en yiksek) invaziv adenomlarda 3,5 kat, makro adenomlarda 3,4
kat artarken; DIAPH2 gen ekspresyonu (yiiksek) invaziv adenomlarda 4,8 kat, makro
adenomlarda 2,6 kat ve TLN1 gen ekspresyonu 3,1 kat, makro adenomlarda 3,3 kat azaldig:
gorilmistir.

FGF'ler ve bunlarin reseptorleri gelisim, bliylime ve anjiyogenezi diizenler. Su anda
bilinen 23 FGF ligand1 vardir. Temel FGF (tFGF) baslangigta sigir hipofiz folikiilostellat
hiicresinde tarif edilmistir ve hipofiz hormonlarin1 diizenlemektedir; tFGF, insan hipofiz
adenomlari ile ifade edilir ve hipofiz adenomlari olan hastalarda dolasimda yiiksek diizeyde
FGF bulunur (Asa ve Ezzat, 2002). FGF4 dizileri, insan prolaktin salgilayan tiimorlerden
DNA'nin doniistiirilmesinde rol oynar (Gonsky ve ark., 1991). Ayn1 zamanda, FGF4,
laktotrof ¢ogalmasini kolaylastirir (Shimon ve ark., 1996). FGF8 hipofiz gelisimi icin
gereklidir (Scully ve ark., 2002). Dolayisiyla FGF13’Un de bu yolakta invaziv ve makro

adenomlarin gen ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynamasi olasidir.
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SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, hipofiz tiimorleri boyut (mikro ve makro) ve invazyon o6zelligine gore
siniflandirilmistir ve normal hipofiz dokular ile karsilastirilarak gen ifadeleri analizi
yapilmustir. Calisma, pitiliiter adenom invazivligi ile ilgili mekanizmalari, ifade edilen genler
ve islevlerini anlamak adina 6nemlidir.

Sonuglara gore, invaziv hipofiz timdrlerinde hiicresel hareket, hiicresel biiyime ve
proliferasyon, sinir sistemi gelisimi ve fonksiyonunda rol alan molekiillerden RACGAP1,
GATA3 ve IDHI1 genlerinin gen ifadeleri en yiiksek diizeyde ifade edilmistir. Bu genler
arasinda RACGAP1 ve IDH-1 invaziv, mikro ve makro adenomlarda en yiiksek dizeyde
ifade olan genlerden biridir. GATAS3 ise mikro adenomlarda en yiiksek dizeyde ifade
edilmemesine ragmen, invaziv ve makro adenomlarda en yiiksek diizeyde ifade edilmistir.
Bu agidan bakildiginda, GATA3’{in timdr agresifligi ve invazyonunda 6nemli rol oynamasi
olasidir.

Invaziv hipofiz adenomlarinda, hiicre 6liimii ve sagkalim, kanser, hematolojik
hastaliklar ile ilgili gen aglarinda yer alan molekiillerden, CLU, SSX2IP ve ABCA12 gen
ifadeleri en yiiksek diizeyde ifade edilmistir. Bu genlerden SSX2IP, CLU ve ABCA12 ayrica
mikro ve makro adenomlarda da anlamli 6l¢giide ifade olmustur. Dolayisiyla, farkli ortak etki
mekanizmalarinin invaziv, mikro ve makro adenomlarin karsinogenezinde etkisi oldugu
diistiniilebilir.

Invaziv hipofiz adenomlarinda, hiicresel gelisim, hiicresel biiyiime ve proliferasyon,
hematolojik sistem gelisimi ve fonksiyonu ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden
PPP1R 17 gen ifadesi en yiiksek diizeyde ifade edilmistir. Ancak PPP1R17 gen ifadesi makro
ve mikro adenomlarda anlamli Ol¢iide ifade olmamistir. PPP1R17 geninin hipofiz
adenomlarinda rolii bilinmemesine ragmen, PPP1R17 L12V varyantinin progresif kolorektal
kanserde rolii bulunmustur (Townsend ve ark., 2017). PPP1R 17 geninin tumor invazyonuna
spesifik bir gen ve ilerleyen ¢alismalarda tiimor invazyonu ile ilgili aday gen olabilecegi géz
oniinde bulundurulmalidir.

Mikro ve makro hipofiz adenomlarinda, hiicresel hareket, kanser, organizmal
yaralanma ve anormallikler ile ilgili gen aginda yer alan molekiillerden PTPRA gen ifadesi
en ylksek diizeyde bulunmustur. Bu bulgular, PTPRA geninin invazyon ile ilgili yolaklarda
rol almadigini, ancak tiimor olusumu ve agresyonunda rol oynayabilecegini gostermektedir.
Artan PTPRA ekspresyonu, skuamo6z hiicreli akciger kanserinde c-Src aktivasyonu ve G1
fazi ilerlemesi yoluyla kotii prognoza yol agtig1 (Gu ve ark., 2017) daha 6nce bulunmustur.
Ancak PTPRA’nin hipofiz karsinogenezinde rolii heniiz bilinmemektedir. Dolayisiyla,
PTPRA, hipofiz adenomlarinin agresyonunda ¢alisilmasi gereken diger bir aday gendir.
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Calismamizin diger bir 6nemli sonucu ise, literatiirde daha 6nce hipofiz adenomlarinda
tanimlanmamis, ancak olas1 rolii olabilecek farkli genlerin ifadesinin bulunmasidir. SSX2IP,
ABCA12, PTPRA, PPP1R17 gibi genler hipofiz adenomlarinin prognozunda rolii olabilecek
genlerden olabilir.

Sonug olarak, bu caligma ile tiimor boyutu ve invazyon 6zelliginin altinda yatan
molekiiler faktorlerin belirlenmesine 151k tutacak aday genler saptanmistir. Bu aday genlerin
tizerinde yapilacak ¢aligmalar ile hipofiz tiimoérogenezi agisindan énemli etkiye sahip yeni

tanisal-genetik belirteclerin belirlenmesi agisindan temel bilimlere katki saglayacaktir.
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