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OZET

Prolaktinomalar c¢ogunlukla benign seyirli olmakla beraber tUmor
boyutu, invazifligi ve tedaviye yanit agisindan farkliliklar gosterebilmektedir.
Bu galismada prolaktinomali olgularda siklin D1 gen polimorfizminin tamaor
davranis Ozellikleri Uzerine etkisinin incelenmesi ve laktotrof adenomun
radyolojik ve patolojik 6zelliklerinin medikal ve cerrahi tedaviye yaniti Uzerine
etkisinin degerlendirilmesi amacglanmistir.

Calismaya prolaktinoma tanisi ile takip edilen 113 hasta dahil edildi.
TUum hastalardan periferik kan 6érneklemesi ile siklin D1 genindeki A870G
polimorfizmi belirlenerek genotipleme yapildi. Radyolojik bulgularina goére
invazif/noninvazif, mikro/makro/dev adenom guruplarina ve opere olan
hastalar histopatolojik incelemede Ki67 indeksi oranina gore siniflandiriidi.
Guruplar arasinda siklin D1 gen polimorfizmi karsilastirildi. Ayrica hastalarin
tani yasi, cinsiyeti, tumor boyutu ve serum prolaktin seviyesinin tUumor
agresivitesi ile iligkisi arastirildi.

Calismaya alinan 113 hastanin erkek/kadin orani 27/86 ve tani yasi
ortalamalari 34.4 yil (Erkeklerde 40.3, kadinlarda 32.6) idi. 68 hasta (%60.2)
noninvazif, 45 hasta (%39.8) invazif gurupta yer aldi. 15 (%13.3) hastada
GG, 58 (%51.3) hastada GA ve 40 (%35.4) hastada AA genotipi tespit edildi.
Noninvazif ve invazif gurupta A allel sikhdi %60.3 ve %62.2 idi. invazif ve
noninvazif guruplarin genotip dagilimlari ve allel sikliklarinda anlaml farkhlik
tesbit edilmedi. Erkek hastalarda timoér boyutu, makroadenom ve invazif
adenom orani anlamh olarak yuksek bulundu. Ki67 indeksi ile
invazif/noninvazif guruplar arasinda anlamli bir iliski saptanmadi. Prolaktin
seviyeleri ve timdr boyutu arasinda pozitif korelasyon saptandi. invazif
gurupta tumor capinda ve prolaktin seviyesinde azalma oranlari anlaml
olarak yuksek bulundu.

Siklin D1 A870G polimorfizminin prolaktinomalarda timoér davranigi

Uzerinde 6nemli rol oynamamaktadir. invazif adenomlarda tedavi yaniti



noninvaziflerden daha kotu degildir. Tumor invazifligi prolaktinomalarda

prognozu olumsuz etkilememektedir.

Anahtar kelimeler: Prolaktinoma, timor invazifligi, siklin D1 gen

polimorfizmi, tumor boyutu, Ki67 indeksi.



SUMMARY

Effect of Cyclin D1 Gene (CCND1) Polymorphism In
Prolactinoma Patients and Clinical - Pathological Features Influencing
Tumor Invasiveness.

Although most prolactinomas are benign, they may show differences
in tumor size, invasiveness and treatment response. In this study, we aimed
to evaluate the effect of cyclin D1 gene polymorphism on attribute of tumor
behaviour and to investigate the effects of radiological and pathological
features of adenoma on the response to medical and surgical treatment in
prolactinomas.

One hundred and thirteen patients followed with the diagnosis of
prolactinoma were included the study. The cyclin D1 gene A870G
polymorphism was determined in all patients with peripheral blood sampling.
Patients were classified into invasive / non-invasive and micro / macro /
giant adenoma groups according to the radiological findings and categorized
according to their Ki67 index. Cyclin D1 gene polynorphism was compared
between each group. Age at diagnosis, gender, tumor size, serum prolactin
levels were evaluated in the relation to the tumor aggressiveness.

In total of 113 patients, male / female ratio was 27/86 and the mean
age at diagnosis was 34.4 year (men 40.3, women 32.6). Sixty-eight patients
(60.2%) took place in non-invasive group while 45 patients (39.8%) were in
invasive group. GG, GA and AA genotype were found in 15 (13.3%), 58
(51.3%) and 40 (35.4%) of patients respectively. A allele frequency was
60.3% in noninvasive and 62.2% in invasive groups. Genotype distributions
and allele frequencies in invasive and noninvasive groups were not
significantly different. In male patients, tumor size, rate of macroadenomas
and invasive adenomas were significantly higher. There was not a significant
relationship between Ki 67 index and invasive / noninvasive groups. There

was a positive correlation between prolactin levels and tumor size. Reduction



in tumor size and serum prolactin levels were significantly higher in
invasive group.

Cyclin D1 A870G polymorphism does not play an important role in
tumor behavior in prolactinomas. Treatment response in invasive adenomas
is not bad than noninvasive adenomas. Tumor invasiveness is not an

important factor on the prognosis of prolactinomas.

Key words: Prolactinoma, tumor invasiveness, cyclin D1 gene

polymorphism, tumor size, Ki 67 index.



GIiRIS

Hipofiz, beyin tabaninda yer alan kiguk, fasilye seklinde bir endokrin
bezi olup organizmada metabolizma, bluylime ve Ureme sistemlerini iceren bir
¢ok sistemi, salgiladigi hormonlar aracilhigl ile kontrol altinda tutmaktadir.
Hipofiz tumorleri ¢odunlukla adenom vyapisinda olup peptid hormonlari
salgilayan alti farkli epitelyal hicre tipini barindiran 6n hipofizden
(adenohipofiz) kaynaklanmaktadirlar. Hipofiz adenomlari intrakranyal
lezyonlar igcinde en sik gorulen patolojik olugsumlardir. Tum intrakranyal
timorler icinde hipofiz adenomlarinin orani %5-20 arasinda degismektedir.
Geng erigkin yas doneminde (20-34 yas) bu oran %20’ye ulasmaktadir (1, 2).

Rastlantisal (klinik bulgu vermeyen) hipofiz adenomlarina otopsi
serilerinde veya radyolojik incelemelerde sik rastlanirken klinik bulguya yol
acan hipofiz adenomlari daha seyrektir. Metaanalizlerde radyolojik
incelemeleri iceren serilerde %22.3, otopsi serilerinde %14.4, radyolojik
inceleme ve otopsi serileri birlestirildiginde ise %16.7 ortalama siklik oranlari
bildirilmistir (1). Klinik bulguya yol acan hipofiz adenomlarinin gorilme sikligi
ise populasyon bazli incelemelerde 1:1000 civarinda bildiriimekte ancak yeni
tani kriterleri ve gelisen inceleme tekniklerine bagli olarak yeni ¢alismalarda
bu oranin 3-5 kat arttidi bildiriimektedir (1, 3, 4). Hipofiz adenomlarinin en sik
nedeni prolaktinomalardir ve klinik bulguya yol acan hipofiz adenomlarinin
%60 kadarini olusturur. Non-fonksiyone adenomlar %15, somatotrapinomalar
%13, ACTH salgilayan adenomlar %6 oranlarinda goéruldaga bildiriimektedir
(5).

Prolaktinomalarin gogu sporadiktir, nadir olarak MEN1 sendromunun
bir komponenti olarak gorulebilirler, hemen daima benign 6zelliktedirler, fakat
seyrek olarak metastaza yol agan malign tUmor olarak gorulebilirler.
Prolaktinomalarin ¢ogunlugunu kuguk ve dopamin agonistleri ile tedavi
edilebilen mikroadenomlar olusturmakta ancak farkli biyolojik davranis
Ozellikleri gosterebilmekte, ¢ok nadir olmayarak makroadenom veya invazif

dev adenom boyutunda rastlanabilmektedirler. Siklikla dogurganlik gagindaki



kadinlarda gorulen mikroadenomlar menstruasyon duzensizligi ve
galaktoreye neden olmalari nedeniyle erken taninabilmektedir. Bununla
beraber postmenapozal kadinlar ve erkeklerde gorulen prolaktinomalar daha
buyuk boyutlara ulasmaya meyillidir. Bu tumorler daha ¢ok ekstraselluler
yayllim nedeniyle gérmede bozulma, bas agrisi ve hipopituitarizm bulgulari
ile daha gec¢ taninmaktadir (2, 4, 6).

Prolaktinomalarda agresif biyolojik davranisin mekanizmasi ve tanimi
tam olarak belirlenmemigtir. Prolaktinoma tanisi kondugunda goéruntuleme
yontemleri ile adenomun boyutunun buylk olmasi ve gevre dokulari sarmasi
adenomun invazif adenom olarak tanimlanmasina yol acar. Tum invazif
adenomlar klinik olarak agresif olarak davranmazlar. Bazi adenomlarin tani
aninda c¢ok invazif olmasina karsin tedavi ile hizla kontrol altina alinabildigi
serum prolaktin seviyelerinin normal seviyelere indirilebildigi gibi adenom
boyutlarinin da ¢ok ylksek oranlarda kugulerek tamamen kontrol altina
alinabildigi bilinmektedir. Buna karsin tani sirasinda belirgin invazyon
gOstermese de tedaviye yanit vermeyen, serum prolaktin seviyesi kontrol
altina alinamayan ve tedavi seceneklerine ragmen etraf dokulara hizla
yayllabilen prolaktinomalar gortulmektedir. Bu 0zellikleri gosteren yani
tedaviye yanit vermeyen ve cerrahi veya medikal tedavi ile timor kontrolu
saglanamayan ve yayilim gosteren adenomlar klinik olarak agresif adenomlar
olarak adlandiriimaktadir (4, 6).

Biyolojik olarak agresif adenomun erken taninmasini belirlemek
amaci ile cgesitli histopatolojik degerlendirmeler yapan arastirmalar
yayinlanmistir. Bu amagcla hicre proliferayon belirleyicilerine dayanarak
yapilan arastirmalar Kklinik agresivite kriterleri sonuglar ile tutarlihk
gostermemektedir (6).

Prolaktinomalarda serum prolaktin seviyesinin tumoér boyutu ile ve
adenomun invazif olmasi ile korele oldugu c¢ok sayida calismada
gOsterilmistir. Yapilan bir galismada 3300 ng/ml Uzerindeki serum prolaktin
dizeyinin %91 o6zgullik degeri ile invazif prolaktinomalarda tanimlayici

oldugu (duyarhlik belirtimemis) (7), baska bir galismada ise serum prolaktin



seviyesinin kaverndz sinus invazyonu yapan timorlerde anlamli olarak daha
yuksek oldugu (8) belirtilmistir.

Prolaktinomalar diger hipofiz adenomlari gibi hemen daima
monoklonal orijinli (tek hicreden koken alan) timodrlerdir. Bu nedenle
hipotalamik faktorlerden ¢ok lokal buylime faktorleri, hiicre gogalmasinda ve
yayllmasinda etkili mekanizmalardaki anormalliklerin  bu timorlerin
olusumunda ve biyolojik davranis 6zelliginin belirlenmesinde etkili olabilecegi
dusunulmektedir. Bu nedenle bu olgularda yapilan molekuler incelemelerde
bahsedilen mekanizmalarda rol oynayan bazi molekullerin timoér dokusunda
agir veya daha az miktarda bulundugu veya bu molekulleri etkileyen genetik
yapilarda bazi farkliliklar tesbit edildigi bildiriimektedir. TiUmoér olusumunda ve
davranis 6zelligini belirlemede etkili olan lokal faktérler; baylime sinyal yollari,
hicre bolinme dongusu, anjiyogenez, hicre adezyonu, lokal buyume

faktorleri ve hucre gogalmasini etkileyen diger faktorler seklinde siralanabilir

(9).

I. Tiimdr Olusumunda ve Davranisinda Genetik Ozellikler

Genetik hastaliklar, DNA dizilimi veya yapisindaki bazi degisiklikler
sonucunda ilgili protein GrGndndn niteliginin ya da niceliginin (bazen her
ikisinin) degismesi sonucu olusan hastaliklardir. Somatik mutasyon teorisine
goOre tumorler genetik ve epigenetik faktorlerin etkisiyle ¢cok asamali olarak,
kalitsal ya da sonradan kazanilmis genetik degisikliklerin somatik hicrelerde
birikmesiyle ortaya ¢ikan hastaliklardir. Genetik degisikliklerin katkisi veya
sonucunda ortaya cikan hlcre proliferasyonunda kontrolstiz artmaya ve
programlanmis hicre oluminde (apopitoz) azalmaya bagl olarak tUmorin
davranis 6zelligi de degismektedir.

Tumor olusumunu ve davranisini etkileyen genetik degisiklikler,
kalitsal genetik kusurlar (kalitsal mutasyonlar), kimyasallari aktive eden ve
detoksifiye eden enzimlerin yapisini ve metabolizmasini etkileyen genetik
farkhliklar, DNA hasarinin onarim kapasitesini etkileyen genetik degisiklikler

(kromozom anomalileri veya polimorfizmler) seklinde siralanabilir.



Polimorfizmler kalitsal veya somatik mutasyonlardan daha sik olarak
tespit edilmektedir. Toplumda %21’den daha yuksek siklikta bulunan genetik
cesitlilik tipi ya da gen secenekleri polimorfizm olarak tanimlanir. insan
genomunda en c¢ok bulunan genetik cesitlilik tipi, tek nukleotid
polimorfizmleridir. Genomda binlerce aday polimorfik genin bulunmasi ve bu
genetik degisikliklerin timor olusumuna duyarhligi, tmoran davranis seklini
etkileyebilir olmasi ve tedavi alternatiflerini etkileyebilme olasiligi nedeniyle

bu alanda pek ¢ok sayida ¢alisma surdurilmektedir (10).

Il. Hiicre Boliinme Déngusi ve Tumor Olusumu

TUmor hacrelerinin en onemli 6zelligi normal hucrelerde buyime ve
¢ogalma sureclerinde gegerli olan kontrol mekanizmalarindan etkilenmeyerek
kontrolsliz bir sekilde c¢ogalarak kitle olusturmalari ve normal dokunun
iglevlerine zarar vermeleridir. Bu 6zellikler malign tUmaorlerde daha abartili bir
sekilde gergeklesmekte ve tUmor hudcrelerinin damarlanmayi indukleyerek
oksijen ve besin aliminin arttirlmasi (anjiyogenez), programlanmis htcre
O0lumunun baskilanmasi (antiapopitoz), vicudun baska bir bdlgesine yayilim
(metastaz) tUmorin malign veya invazif davranigs karakteristigini
olusturmaktadir. Bu nedenle tumor olusumunda ve davranisinda ana
mekanizmalar hucre bolunmesindeki  kontrol noktalarinda olugan
degisikliklerle ilgili gibi gb6zikmektedir ve bu noktadan hareketle
tumorogenezin ve tumor davranig Ozelliklerinin - anlasilabilmesi ve
arastinimasi icin hicre bolinme déngusunin bilinmesi gerekmektedir (11).

Il.A. Hiicre Bolinme Dongusi

Hlcre c¢ogalmasinin ana kaynagi, hicresel blyume, DNA
replikasyonu ve iki yavru hicreye bolinme basamaklarini igceren hulcre
bolinme dongusudur. Hucre bolinme dongusu ardigik olarak gerceklesen 4
fazdan olugmaktadir. Bunlardan ikisi DNA replikasyonunun gergeklestigi
sentez fazi (S fazi) ve hucre bolunmesinin gercgeklestigi mitoz fazi (M fazi)
olmak Uzere ana fazlar olugturur. Bu iki faz arasinda iki gecis fazi1 (G1 fazi,
G2 fazi) bulunmaktadir. G1 fazi mitozu takip etmektedir ve bu dénemde

hicresel buyume arttirici ve azaltici uyarilarla hicre bolinme dongusunun



bagslamasi saglanir veya baskilanir. Hucre bolunme doéngusine
girilmesindeki baslangic boliumuaddr ve hucrenin bolinmesi veya dongu
disindaki duragan faz olan GO fazina gegis bu fazda kontrol edilir. BuylUmeyi
baskilayan uyarilarin etkisi ile hlcre geri déntusimli olarak GO fazina
girebilir. Buyumeyi arttiran uyarilarin etkisinde ise DNA replikasyonu icin
hazirliklar tamamlanir ve uygun kosullar saglandiginda hucre S fazina geger.
G2 fazi ise S fazini takip eder ve bu dénemde mitoz icin gerekli hazirliklar
tamamlanir. Genetik yapinin kontroli saglandiktan sonra uygun kosullarin
varhginda M fazi baglar (11) (Sekil-1).

II.B. Hiicre Dongusii Kontrol Noktalari

Hlcre dongusunidn baslamasi veya duragan faza gecilmesi, hlcre
donguslndeki fazlar arasindaki gecisler, kontrol noktalari “checkpoints” (KN)
adi verilen ve dongunin beliri zaman duraklarinda konumlanan
mekanizmalarla dizenlenmektedir. Bu mekanizmalar ilk olarak Hartwell ve
Weinert tarafindan tanimlanmiglardir (12). Diger bir taraftan bu kontrol
noktalari uygun ve saglikli kosullarin saglanip saglanmadigini denetleyerek
hicre déngusunun devamini ve bdylece, buylime ve gelismeyi dizenleyen
sensorel mekanizmalardir. Kontrol noktalarinin bir diger gorevi de hucre
dongusu boyunca genom butinligunun saglanmasini kontrol etmektir.

Kontrol noktalarindaki islevler 3 ana komponentten olugsmaktadir.

1. Hucre dongusune ait basamaklardaki bozulma veya eksikliklerin

(DNA hasari gibi) tespit edilmesi,
2. Sinyal aktarim yolu (signal pathway) ile durumun 3. komponente
iletilmesi,

3. Problem ¢ozulinceye kadar hucre dongusunun durdurulmasi.
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Sekil-1: Hlucre dogusu ve kontrol noktalari.

Hucre dongustndeki ana kontrol noktalari (11):

1.

R “restriction point” (Kisittama noktasi); Blyume uyarilarinin

varliginda bu nokta gegilir, aksi halde hucre GO fazina gecer.

. G1/S KN; G1 fazindan S fazina gegisi kontrol eder ve DNA

hasarinin ana kontrol noktasidir.
S KN; DNA replikasyonu tamamlanamamis veya DNA hasari

varliginda S fazinda déngu durdurulur.

. G2/M KN; DNA replikasyonunun uygunlugu ve DNA hasari

kontrol edilir.
M KN “spindlecheckpoint”; ig iplikgiklerinin olusumu ve uygunlugu
kontrol edilir. (Sekil-1).

Tumoregenez ve tumor davraniginda bu kontrol noktalari gok énemli

rol oynamaktadir. Kontrol noktalarinin iglevlerindeki degisiklikler kontrolstz

olarak hucre ¢ogalmasina neden olmakta ve bu durum tumor olusumunda

ana mekan

izma gibi gézikmektedir (13).



Il.C. Huicre Dongusiiniin Kontroli (Sekil-2)

Hucre dongusunde kontrol noktalarinin dizenleme
mekanizmalarinda siklin bagimh kinazlar “cycline dependent kinase” (CDK)
esas rolu Ustlenmektedirler. Bu enzimler serin/treonin kinaz ailesinden olup
aktivasyonlari siklin adi verilen molekullerin hicre dongusunun donemlerine
gore farkh alt guruplarinin alt Unite olarak 6zgll enzim grubuna baglanmasi
ile saglanir. CDK lar tim hicre dongusu boyunca kararli dizeylerde
bulunurken siklinler donemsel olarak arttirici uyarilarin etkisi ile yogunluklari
artarak iligkili CDK In aktivitesini saglarlar. CDK lar hicre dongusunde her
fazda spesifik fonksiyon goren proteinleri fosforilize ederek etki gosterirler
(11).

Retinablastom timoér baskilayici genin Grini olan ve CDK lar
tarafindan fosforilize edilen pRB proteini, G1 fazindaki progresyonda onemli
rol oynamaktadir. Erken G1 fazinda hipofosforile durumda iken E2F
transkripsiyon faktorlerine sikica bagl olarak bulunur. CDK lar tarafindan
fosforilize edildiginde E2F lerden ayrilir ve E2F lerin aktiflesmesi ile R noktasi
gegilerek hicre dongusunin devami saglanir. CDK fosforilasyonu ve pRB nin
E2F lerden ayrilmasi iki asamali CDK aktivasyonu ile saglanir. CDK4 ve
CDKG6 nin siklin D (D1, D2, D3) (CyD) subunitleri ile kompleks olugturmasini
takiben fosforile olan pRB proteininden ayrilan histondeasetilaz (HDACS)
molekulleri (ayrica kromatin remodelingde etkilidirler) siklin E (CyE)
ekspresyonunu baslatir. CDK2-CyE kompleksinin olusmasi ile pRB
fosforilasyonu devam ederek E2F transkripsiyon faktorlerinin pRB
proteininden ayrilip aktiflesmeleri saglanir. E2F faktorleri S fazina gegilmesi
icin gereklidir (14).

Hucre S fazina gectikten sonra siklin A (CyA) eksprese olur ve CDK2
ile kompleks olusturur. CDK2-CyA kompleksi replikasyon igin gerekli olan
CDC6 proteininin fosforilasyonunu saglar. G2 den M fazina gegis icin CDC2
(CDK1 olarak ta bilinir) — siklin B (CyB) kompleksi gereklidir ve bu aktivasyon

mitoz fazinda gorevli duzenleyici proteinlerin fosforilasyonunu saglar (11).
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Sekil-2: Hicre dégustnin kontrolG.

CDK aktivitesini kontrol eden diger mekanizmalar siklinlerin
ubiquitinler araciligi ile degradasyonu (poliubiquitination), CDK ve siklinlerin
fosforilasyonu ve diger regulatorlerle etkilesim seklinde sayilabilir. CyD1 ve
CyE, SCF kompleks enzimi ile, CyA ve CyB ise APC

(“anaphasepromotingcomplex”) enzimleri araciligi ile degrade olurlar (11).



CDK lara baglanarak aktivitelerini azaltan/degistiren 2 protein ailesi
mevcuttur (11, 13).
1. INK4 “inhibitory of CDK4”; CDK4 ve CDKG6 yi inhibe ederler;
P16 (INK4a), P15 (INK4b), P18 (INK4c), P19 (INK4d)
2. CIP/KIP “CDK interacting protein/kinase inhibitory protein”;
CDK4, CDK6, CDK2 ve CDC2 yi etkilerler. CyD bagimh CDK
lar1 stabilize ederken CDK2 yi glcli sekilde inhibe ederler;
P21 (CIP1), P27 (KIP1), P57 (KIP2).
I1.D. Kontrol Noktalari ve Tumor Olusumu
G1 fazi, hicre boélunme dongusinde, hucre disi uyarilarin negatif
veya pozitif etki gosterdigi en kritik fazdir. Molekller dizeyde CyD bagimh
CDK lar bu hicre digi uyarilarda butinleyici rol oynamaktadir. CyD ile iligkili
CDK lar, bunlarin duzenleyicileri ve pRB aktivitesini etkileyen genetik
degisikliklerin timér olusumu ile iligkisi oldukga guiglidir. Ornek olarak P16
proteinini kodlayan CDKN2 geni degisiklikleri ve pRByi kodlayan RB
genindeki delesyon veya mutasyonlara akciger kanserlerinde sik
rastlanmaktadir (15).
lyonizan radyasyon, genotoksik kimyasallar ve reaktif oksijen
molekulleri DNA da c¢ift zincir kirlmasina (“‘doublestrand breaks”) neden
olarak genom butunlugunu bozup tumor olusumuna neden olabilmektedirler.
G1/S KN nda bu hasar tespit edildiginde hicre donglsu durdurularak S
fazina gegis dnlenmektedir. Bu kontrolde CyD degradasyonu sonucunda P21
aktivitesi ile CDK2 nin inhibisyonu ve CDK2 inhibitorlerinin (P21, P27, P57)
fosforilasyonu rol oynar. G1/S KN nin yoénetimi timor baskilayici gen olan
TP53 geninin kontrolU altindadir. TP53 gen anomalileri insan kanserlerinde
en sik saptanan degisikliktir (15). P21 aktivitesini arttiran P53 proteinini
etkileyen diger gen ATM protein kinaz aktivitesini duzenleyen ATM genidir ve
bu gene ait mutasyonlar Ataksi Telenjiektazi sendromuna neden olmaktadir.
Bu sendromun onemli bir komponenti iyonizan radyasyona artmis kanser
olusumu duyarhhgidir (11).
Diger fazlarda ortaya c¢ikan DNA hasarlarinda da farkli bazi

mekanizmalar benzer etki gostermekte ve bu mekanizmalari duzenleyen



faktorlerle iligkili bazi anormallikler bir ¢ok tumor tipinde gdsterilmektedir.
Tum insan tumorlerinde, kontrol noktalarini etkileyen genlerdeki bazi
degisikliklerin  (mutasyon, delesyon, amplifikasyon veya polimorfizm)

saptanmasi yuksek olasilikhdir (11, 13, 15).

lll. Siklin D1 Geni ve Tumor Olusumu

D tipi siklinler yukarda bahsedildigi gibi G1 fazina spesifik olarak
CDK4 ve CDK6 ile kompleks olusturup R noktasinin gecilmesinde rol
oynamaktadir. Diger siklinlerden farkli olarak tim hicre dénguisi boyunca
sentezleri devam etmekte, ekspresse edilmeleri ve depolanmalari hicre disi
mitojenik uyarilarin kontrolinde gerceklesmektedir. CyD1’in mitojen uyarilar
ile etkilesimi CyD2 ve CyD3’e gore daha ileri dizeydedir. CyD1 icin mitojen
uyarilar primer olarak Ras sinyal yolaklari Gzerinden gerceklesir (16). Mitojen
uyari ile tirozinkinaz reseptorleri uzerinden Ras-Raf-MEK (MAPK kinaz) ve
ERK (“extracellularsignalregulatedkinase”) yolaklari araciligi ile CyD1
transkripsiyonu artar. Ayrica Ras sinyal lolaklari Uzerinden PI3K ve Akt
araciigi ile CyD1 translasyonu artarken, yikimi ise azalir. Akt aracili
fosforilasyon ile CyD1’in sitoplazmaya gecisi de engellenerek ¢ekirdek
icerisinde birikimi ve hicre dongusu Uzerindeki fonksiyonu saglanmis olur.
CyDZ’in hiicre dongusu ile ilgili fonksiyonlarindan daha dnce bahsedildi. Tim
bu anlatilanlardan hareketle CyD1’in mitojen etki ile hlicre dénguslinde
oynadigi kritik role bakarak tUmor olusumunda CyD1 ile ilgili duzenleyici
mekanizmalarda degisikliklerin etkili olabilecedini sdylemek mumkundur. Bir
¢cok tumor tipinde CyD1’in asiri ekspresse edildigi gosterilmistir (16-19). Bu
asir ekspresyonda genomik degisiklikler, transkripsiyon sonrasi duzenleme
ve protein degradasyonundaki anormallikler etkili olabilmektedir.

CyD1 asiri ekspresyonuna neden olan genomik degisiklikler tek bir
nikleotid polimorfizminden buyuk kromozomal translokasyonlar ve gen
amplifikasyonuna kadar farkli derecelerde ortaya ¢ikabilir. CyD1’i kodlayan

gen CCNDL1 genidir ve 11.kromozomun uzun kolunda yer almaktadir (11).
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Kromozomal translokasyonlar B hucreli lenfomalarda baslica genetik
mekanizmayi olugturmaktadir. Matur B hucreli lenfomalarin alt tipi olan
“‘mantle cell lenfoma” (MCL) de CCND1 geni ve immunglobulin agir zincirini
kodlayan gen arasindaki translokasyonun (t(11;14)(q13;932)) gorulme
oraninin %90’in Uzerinde oldugu bildirilmistir (L). Paratiroid adenomlarinda
tespit edilen 11(p15; g13) inversiyonu CCND1 geni ile iligkili olarak bulunan
diger bir genomik degisikliktir (11). CyD1 asiri ekspresyonu ile sonuglanan
11913 amplifikasyonu ise bas boyun, meme, 6zofagus kanserleri ve hipofiz
adenomlarinda gosterilmistir (16).

Tek nukleotid degisimi gibi kicuk genomik degigiklikler de CyD1
Uzerinde etki gosterebilmektedir. CCND1 geni ile 100°’den fazla polimorfizm
tespit edilmis olmasina karsin bunlarin icinde G/A 870 polimorfizmi varyant
CyD1 olusumu ve protein degradasyonuna direng kazandirmasi nedeniyle
onkolojik potansiyeli olan bir genomik degigiklik olarak 6ne ¢ikmaktadir (16,
21).

CyD1 aktivitesinin dizenlenmesinde transkripsiyon sonrasinda
translasyon, protein sentezi ve degradasyonundaki etkili dizenleyici faktorler
ile ilgili anormallikler de onkolojik potansiyele sahiptirler ancak ¢ok ayrintiya
giriimemesi ve calisma ile ilgili olmamasi nedeniyle bu degisikliklerle ilgili

bilgilere burada yer verilmeyecektir.

IV. Hipofiz Adenomlarinda Molekiiler Genetik Ozellikler

Hipofiz adenomlari ¢godunlukla monoklonal (tek tip hicre kaynakli)
Ozellikte, kiglk ve benign davranis 6zelligi gosteren timorlerdir. Hipofiz
tumorlerinin  olusum mekanizmasi anlagilamamistir ve benign davranigli
olmalarina ragmen bazi hipofiz adenomlari agresif seyredebilmekte ve lokal
invazyon yaparak buyuk boyutlara ulasabilmektedir. Bir ¢cok tumor tipinde
gosterilen onkojen ve tumoér baskilayici gen degisiklikleri hipofiz
adenomlarinda izlenmemektedir. Bununla birlikte hipofiz adenomlarini da
iceren genetik sendromlarda goértlen gen mutasyonlarina sporadik hipofiz

adenomlarinda da somatik mutasyon olarak rastlanabilmektedir. Ayrica
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hipofiz adenomlarinda hucre proliferasyonunu etkileyen molekuler genetik
degisiklikler ve buna bagli olarak bazi proteinlerde asiri ekspresyon varligi ve
bazi sinyal yolu degisiklikleri bir ¢ok calismada goésterilmistir. Bu nedenle
hipofiz adenomlarinda molekuller genetik degisiklikler ile ilgili ¢alismalar,
tumor olusumu ve tumor davranis seklinin anlasilmasi igin gosterilen gaba ve
yapilan aragtirmalarda 6nemli yer tutmaktadir.

IV.A. Genetik Sendromlarda Etkilenen Genlerle ilgili Degisiklikler

Gsa gen mutasyonu (gsp mutasyonu) sporadik hipofiz
adenomlarinda anlamli derecede yuksek oranda tesbit edilen tek somatik
mutasyondur. Mc Cune Albright sendromundan sorumlu gen mutasyonu
olarak cAMP gecidinde surekli aktivasyona neden olmaktadir. Buyume
hormonu (BH) salgilayan sporadik hipofiz adenomlarinda somatik mutasyon
olarak %30-40 oraninda tesbit edilmektedir, ancak tumoér olusumu ve
davranis Ozelliklerinde primer rol oynayip oynamadigi bilinmemektedir (22).

Multipl endokrin neoplazi tip 1 (MEN1) hastalarinda etkilenen MEN1
geni 11.kromozomda yer almaktadir. %70-80 civarinda MEN1 hastasinda bu
gene ait mutasyon mevcuttur. Yapilan c¢alismalarda sporadik hipofiz
adenomlarinda MEN1 geni mutasyonu gdsterilememigstir, ancak bu gene ait
delesyonlarin sik tesbit edildigi bildirilmistir (23). MEN1 geni mutasyonu
olmayan MEN1 hastalarinin bir kisminda saptanan P27 gen mutasyonlari,
Carney sendromunda tesbit edilen protein kinaz A tip 1a dizenleyici subulnit
geni (PKAR1A) ve izole ailesel somatotrapinoma olgularinda tesbit edilen aril
hidrokarbon reseptor etkilesim proteini geni (AIP) mutasyonlari da sporadik
timorlerde saptanmamaktadir (23).

IV.B. Hiicre Doéngiisii ile iliskili Molekiiler Degisiklikler

Sporadik hipofiz adenomlarinda, hucre dongusunde baskilayici
olarak dizenleme yapan P16, P18 ve P27'nin ekspresyonunda azalma
oldugunu gosteren c¢ok sayida c¢alisma mevcuttur. P27 geni agisindan
knockout farelerde multi organ hiperplazisi ve ACTH salgilayan hipofiz
adenomu olustugu gosterilmistir: P27 ekspresyonu tim hipofiz adenom alt
tiplerinde azalmaktadir. Hipofiz adenomlarinda P27’nin fosforilasyon ile

degradasyonunun artmis oldugu gosterilmigtir. Akt sinyal yolagr bu
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fosforilasyonda etkilidir ve bu nedenle Akt sinyal yolagdi ile ilgili degisikliklerin
hipofiz adenomlarinda timoérogenezde roll oldugu dusunulebilir. Ayrica P27,
hicre proliferasyonunun bir gdstergesi olan Ki67 ile de iliskilidir (23).

Akt sinyal yolagi ile paralel galisan diger bir sinyal yolagi; “Ras-
mitogen-activated protein kinase” (MAPK) yolagidir. MAPK yolaginin son
urint ve “extracellular signal regulated kinase” (ERK)In hipofiz
adenomlarinda asiri aktif oldugu gdsterilmistir. Bu asiri aktivasyon siklin D1
asiri ekspresyonuna neden olmaktadir (23).

PTTG “pituitary tumour transforming gene” yakin donemde hipofiz
adenomu olan ratlarda identifiye edilmis olup hipofiz adenomlarinin gogunda
asirt ekspresse oldugu gosterilmistir. PTTG, potent bir mitojenik ve
anjiyojenik bir faktér olan “basic fibroblast growth factor” (bFGF)u

uyarmaktadir ve timor yayiliminda etkili olmasi muhtemeldir (24).

V. Prolaktinomalarda Tiimor Davranigi ve Genetik Faktorler

Prolaktinomalar ¢ogunlukla benign seyirli olmakla beraber bazi
prolaktinomalar agresif davranis gosterebilmekte ve bazilari gogunlukla
basarili bir sekilde medikal olarak tedavi edilebilenlerin aksine tedaviye
direng gosterebilmektedir. Bazi prolaktinomalarda gozlenen bu agresif
biyolojik davranisin mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. Dinya Saglik
Orgitii (WHO) tarafindan yapilan siniflandirmada “atipik hipofiz adenomlari”
adi altinda siniflandirilan agresif davranigl adenomalar patolojik incelemede
gosterilen hicre proliferasyon Ozelliklerine gére tanimlanmaktadir. Klinik
yaklasimla bakildiginda ise dopamin agonist tedavisine yanit orani veya
cerrahi sonrasi yuksek rekurens oranlari prolaktinomalarin agresif 6zelliklerini
veya prognozu belirlemektedir (25). Radyolojik degerlendirmeyle agresif
tumorler kavernoz sinus, petrozal sinus gibi strukturel yapilari invaze etmeleri
ile karakterizedirler.

Mikroadenomu bulunan hastalarda gogunlukla timor boyutlarinda
artis goérilmemesi ve otopsi serilerinde saptanan insidental hipofiz

adenomlarinin daha ¢ok mikroadenomlardan olusmasi, mikroadenomlarin
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makroadenoma donusme oraninin %4-7 gibi olduk¢a dusuk olmasi agresif
seyirli timorlerin farkli bir mekanizma ile olustugunu dusundurmektedir (6,
26, 27).

Prolaktinomalarda biyolojik davranigi énceden belirleyen kesin kriter
bulunmamaktadir. Bahsedildigi gibi bazi prolaktinomalar radyolojik olarak
lokal invazyon Ozellikleri ile invazif prolaktinoma olarak adlandiriimakta ancak
lokal invazyon malignite kriteri olarak kabul edilmemektedir. Hipofiz
adenomlarinin serebrospinal veya diger uzak organlara metastaz yapma
orani oldukg¢a nadirdir ve sadece bu nadir gortulen gurup hipofiz karsinomu
olarak adlandirilmaktadir. Nukleer polimorfizm, sitolojik atipi, nekroz gibi
histopatolojik olarak endokrin digi timorlerde malign davranigi belirleyen
kriterler diger endokrin bez timorleri gibi hipofiz adenomlari ve
prolaktinomalarda malign davranig 06zelligini tanimlamamaktadir. WHO
siniflandirmasinda Ki67 indeksi > %3 ve p53 immunreaktivitesi > %3 olan
hipofiz adenomlari “atipik hipofiz adenomu” ismi ile yer almaktadir (25). Ki67
indeksi, P53 indeksi, “polysialicacid neural cell adhesion molecule” (PNCAM)
ve ‘“pituitary transforming tumor gene” (PTTG) ekspresyonu invazif
tumorlerde gorulebilen mitotik aktivite belirleyicileridir, ancak bunlarla ilgili
olarak yapilan galismalarda tutarli sonuglar mevcut degildir (28-30).

Genetik inceleme yontemleri, molekller biyoloji ve immino
histokimyasal arastirmalarda son vyirmi vyilda saglanan gelismelerle
prolaktinomalarda agresif davranig potansiyelini belirlemeye katkida bulunan
bir cok belirleyici tanimlanmistir. Bu belirleyicilerin klinik kullanima girmesi ve
bu timorlere yaklasimda iyilesme saglanmasini hedefleyen calismalar son
yilllarda artan bir ilgiyle strmektedir. Agresif davranis 06zelligi gosteren
prolaktinomalari tanimlamaya yardimci oldugu oOne surllen belirleyiciler,
hicre proliferasyonu, hlcre dongusu, hucreler arasinda adezyon,
anjiyogenez, hicre disi matriks komponentleri, bliyime faktorlerinin sinyal
yollarinda rol oynayan molekuler yapilar ve bunlarda degisiklige yol agan
genetik farkhliklar seklinde siniflandirilabilir (26).

Adezyon molekulleri hucreler arasi veya hlcre-substrat arasinda

adezyonu saglayarak hucre blUyumesi ve migrasyonunda rol oynayan
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duzenleyici faktorlerdir. PNCAM noéral hucre adezyon molekullerinin
polisiyalize olmasiyla olusur ve bazi agresif tumorlerde asiri eksprese oldugu
g6sterilmistir (6). insan calismalarinda blyime hormonu salgilayan hipofiz
adenomlarinda tumorin invazif davranisi ile pozitif korelasyon gosterdigi
tesbit edilmis olmasina karsin, ayni galismada prolaktinomalarda benzer bir
baglanti saptanmamistir (31). E-cadherin hdcreler arasinda adezyonda
gorevli olan diger 6nemli bir molekildir ve E-cadherin/catenin/p120
kompleksinin invazyonu engelleyen bir sistem olusturdugu dusuniimektedir.
Qian ve ark. (32) tarafindan invazif prolaktinomalarda, non-invazif olanlara
gore E-cadherin ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmigtir. Baska bir
calismada ise prolaktinoma disi hipofiz timoérlerinde E-cadherin kaybinin
invazif davranigla ilgili olmadigi belirtiimigtir. Buna gére E-cadherin kaybi
prolaktinomalara spesifik bir belirleyici gibi gozikmemektedir (33).

Hicre digi  matriks komponentlerinden  (“extracellular-matrix
components” EMC) laminin prolaktin Uretimi ve hiicre ¢ogalmasini inhibe
etmektedir. Hayvan calismalarinda agresif prolaktinomalarda farkl diizeyde
ekspresse edildigi gosterilmistir. invazif prolaktinomalarda EMC’lerinin
metabolizmasinda gorevli bazi enzim ve duzenleyici faktorlerin timor
dokusunda ekspresyonu ile ilgili degdisiklikler oldugunu gosteren c¢alismalar
da mevcuttur (6). Lokal buyume faktorleri de anjiyogeneze katkida bulunarak
timor invazyonunda rol oynamaktadir. “Epidermal growth factor” (EGF)’in
prolaktinomalari da igeren hipofiz adenomlarinda invazif davranisla iliskili
oldugu gosterilmistir. Ancak bu galismada saptanan bulgu spesifik olarak
prolaktinomalarla iligskilendirilememistir (34).

Hicre dongusinde 6nemli rol oynayan siklin D1’in nonfonksiyone
hipofiz adenomlari ve fonksiyone invazif hipofiz adenomlarinda, normal
hipofiz dokusuna goére ve noninvazif hipofiz adenomlarina gére daha fazla
eksprese edildigi gosterilmistir (35). Bagka bir calismada ise siklin E’nin
mikroprolaktinomalara gore makroprolaktinomalarda daha ¢ok eksprese
edildigi belirtiimistir (36). CyD1 geni exon 4/intron 4 bdlgesinde A/G
polimorfizminin bazi tumorlerde klinik sonuglari ve surveyi etkiledigi

gosterilmigtir. 294 hipofiz adenomu (%20 prolaktinoma) ile yapilan bir

15



calismada prolaktinoma alt grubunda CyD1 AA genotipinin invazif gurupta
noninvazif gruba gbére daha yuksek oranda tesbit edildigi ve
prolaktinomalarda invazif davranig ve tiumor reklrensi igin bir belirleyici
olabilecegi belirtiimistir (37). Yakin zamanda Gazioglu ve ark.’nin (38) yaptigi
bir calismada ise CyD1 A/G genotipinin hipofiz adenomlari ve kontrol
grubunda farkli dagihm oOzelligi gosterdigi ancak tumor invazyonu ve
bayudklagu ile ilgili olmadigi bildirilmigtir (38).

Bu ¢alismada prolaktinomali olgularda siklin D1 gen polimorfizminin
tumor davranig ozellikleri Uzerine etkisinin incelenmesi ve laktotrof adenomun
radyolojik ve patolojik 6zelliklerinin medikal ve cerrahi tedaviye yaniti Uzerine

etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir.

16



GEREG VE YONTEM

l. Gereg

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Bursa Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 9 Haziran 2009 tarih ve 2009-11/87 sayih yazil
tibbi arastirma onayl alindiktan sonra baslandi. Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Bilim Dali
polikliniklerine basvuran opere olmus veya medikal tedavi ile izlenen
prolaktinoma tanili hastalarda arastirma yapilmasi planlandi. Calismaya
toplam 100 génullt alinmasi hedeflendi.

[.A. Olgular

2010 Ocak — 2010 Ekim aylarl arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Bilim Dali, Hipofiz
hastaliklari polikliniginde prolaktinoma tanisi ile takip edilen 113 hasta
calismaya dahil edildi. Prolaktinoma tanisi igin asagidaki kriterler kullanildi:

1. Tedavi 6ncesi serum prolaktin duzeylerinin referans degerlerin

uzerinde olmasi,

2. Prolaktinoma disi prolaktin yuksekligi nedenlerinin  dislanmis
olmasi,

3. Prolaktin yuksekligi ile iligkili semptomlarin varhgi,

4. Sella MR veya BT goruntulemelerinde hipofiz adenomu ile
uyumlu lezyon tespit edilmesi,

5. Serum prolaktin dizeyi ile timér boyutlarinin uyumlu olmasi
(Stalk basisina bagl prolaktin yuksekliginin diglanmasi),

6. Opere olan olgularda histopatolojik incelemede tumor
hlcrelerinde prolaktin boyasi ile diffiz boyanma 6zelliginin
gosterilmis olmasi.

Tdm olgulara bilgilendirilmis gonulli olur formu okutulduktan sonra

imzalatildi ve ¢alismaya dahil edildi. Hastalara ait demografik bulgular kontrol

vizitinde veya arsiv dosyalari taranarak kaydedildi. Calismada demografik ve
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kKlinik verilerin toplanmasi i¢in form kullanilmamis ve bilgiler elektronik
ortamda saklanmistir. Hastalardan alinan onam formlar klasor iginde
argivlenmigtir. Hastalarin tedavi 6ncesi prolaktinoma tanisi kondugu tarihe ait
plazma prolaktin dizeyleri ve sella MR géruntileme bulgulari, uygulanan
tedaviler ve son poliklinik kontroliine kadar olan plazma prolaktin duzeyleri,
sella MR goruntuleme bulgulari, arsiv dosyalar taranarak kaydedildi. Opere
olan hastalarda tumor davranisi ile ilgili histopatolojik bulgular ve operasyona
ait bulgular da kaydedildi.

[.B. Adenom Siniflandirmasi

Hastalar invazif olmayan tumor ve invazif tumor olmak Uzere 2
gurupta guruplandirildi. Bu guruplandirma i¢in adenomlarin mikroadenom
veya makroadenom olasi, Hardy siniflamasina goére evresi ve kavernoz
sinuslere invazyonu g6z onune alindi.

Hastalarin tani sirasinda yapilan sella MR goruntuleme bulgularina
gOre timorler mikroadenom (< 1 cm en uzun ¢ap), makroadenom (1-4 cm en
uzun cap) ve dev adenom (> 4 cm en uzun c¢ap) olarak tanimlandi (37).
Hardy siniflamasi kullanilarak adenomun invazif &zellikleri derecelendirildi.
Bu amacgla sella MR goruntilerine dayanarak sella tabani destriksiyon
derecesine gore 1-4 arasinda, supra sellar yayllim derecesine gore A-E
arasinda derecelendirildi. (37); (Sekil-3). Radyolojik bulgulara goére 1-2.
derece ve evre A-C olan timorler invazif olmayan timor grubuna alinirken 3-
4. derece veya evre D-E olarak tanimlanan timorler invazif tumor grubuna
dahil edildi. Ek-1 de invazif ve noninvazif tumor guruplarina ait olgularin MR

goruntuleme kesitleri 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil-3: Hardy’s siniflamasi (39).

Sella MR gorintilerinde koronal kesitler detayli incelenerek kavernéz
sinlis invazyonu varli§i veya yoklugu tanimlandi. internal karotid arterin
kaverndz sinus icindeki segmentini %67 (2/3) saran adenomlar kavernoz
sinds invazyonu yapan adenom olarak tanimlandi (6, 40).

Ayrica Ki67 indeksinin tumor davranisi ile iligkisinin incelenmesi
amaciyla opere olmus olan hastalarda histopatolojik inceleme raporlarina
gore Ki67 indeksleri kaydedildi. Ki67 indeksi = 3/100 olan hastalar proliferatif

Ozelligi yuksek tumor olarak degerlendirildi (7).

II. Kullanilan Gereg¢ ve Cihazlar

Birbirleri ile akrabalilk bagi olmayan 113 prolaktinoma tanisi ile
izlenen hastadan 5 cc periferik kan 6rnegi EDTA h tiplere alindi. Hastalardan
alinan kan ornekleri genetik laboratuvarinda c¢alisilincaya kadar, endokrinoloji
kliniginde bulunan ve 1si dlgerle sicakhid siirekli kontrol edilen -20 °C derin
dondurucuda saklandi.

Genetik molekuler analiz amaciyla kullanilan kimyasal maddeler ve
temin edildikleri firmalar asagida verilmigtir.

1. Taq Polimeraz (Dr. Zeydanh)

2. Magnezyum Klorur (MgCl2) (Dr. Zeydanh)

3. Tris Baz (Amresco)
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EDTA (Sigma)

Proteinaz K (Sigma)

Brom Fenol Mavisi (Fermantas)

Etidyum Bromdir (Dr. Zeydanli)

PCR Tamponu (Dr. Zeydanli)

Marker DNA (Fermantas)

10.Primerler (Alpha DNA)

11.Deoksinukleosit Trifosfat Seti (Dr. Zeydanli)
12.Agaroz (Sigma)

13.Saf Etanol (Dr. Zeydanh)

14.DNA izolasyonu, PCR ve elektroforez ile ilgili diger kimyasal

© 0o N o 0 b

maddeler (Dr. Zeydanli)
15.Msp | kesim enzimi (Bioron)

[1l. Kullanilan Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Bu arastirmada kullanilan ve Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Genetik Bilim Dalr’nda bulunan cihazlar agida verilmigtir.
1. Santrifuj (Hermle-Z300K)
Spektrofotometre (Eppendorf Biophotometer)
Hassas terazi (CAS)
Su banyolari (Nuve — ST402)
Otomatik pipetler (Eppendorf)
Buzdolabi (Indesit )
Jel gérintileme cihazi (Biosens- SC805)
Yatay elektroforez tanki (EC-320 Minicell)
Derin donducu (Beko)
10.Vorteks (Boeco V1 plus)
11.Mikrodalga firin (Argelik)
12.Elektroforez (EC 250-90, E-C Apparatus Corporation)
13.Thermal cycler (Applied Biosystems-GenAmp 9700)
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IV. Molekiiler Analiz

Molekiller analiz icin elde edilen kan orneklerinde sirasi ile DNA
izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyon (PCR) protokoll, jel elektroforez
protokollu, restriksiyon enzim  kesimine  birakilmasi iglemlerinin
uygulanmasinin ardindan siklin D1 genindeki A870G polimorfizmi
belirlenerek genotipleme yapildi.

IV.A. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin 2 cc EDTA’lI kan, steril falkon tupune aktarildi ve
uzerine 1:3 oraninda (6 cc) “lysis buffer” ilave edildi. Tup, birka¢ defa ters
yluz cevrilerek iyi bir sekilde karnistirildiktan sonra +4°C'de 15 dakika
bekletildi. Olusan nikleer pelleti ¢coktlirmek igin dakikada 1500 devirde 10 dk
santrifij edildi ve olusan supernatant dokuldu. Pellet yeniden slUspanse
edildi. Ikinci bir yikama igin yine 6 ml “lysis buffer” eklendi ve 10 dk 1500
devirde santrifij edildi. Stpernatant atildi ve pellet tamamen slspanse edildi.
Bundan sonraki asamalarda Dr. Zeydanli DNA izolasyon Kkiti proseduru
uygulandi. Suspanse olmus 6rnek 1,5 mllik nukleaz icermeyen tup igine
alinarak Uzerine 500 pl solusyon B ve 20 ul solisyon A eklendi. Karigim
vortekslenerek 42°C’de 2 saat sire ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
uzerine 500 pl soliusyon C eklenip vortekslenerek 10.000 devirde 5 dk
santrifij edildi. Olusan iki fazdan Ustteki berrak faz alinarak temiz 1,5 ml’lik
nikleaz icermeyen tipe konuldu. Uzerine 500 pl solisyon D konuldu.
10.000 devirde 10 dk santrifij edildi. Olusan supernatant atilarak tzerine 500
Ml solisyon E konulup 10.000 devirde 5 dk santriflij edildi. Stpernatant
atilarak tupler kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 100 pl distile su
eklenerek g¢alisma zamanina kadar — 20°C’de saklandi.

IV.B. Polimeraz Zincir Reaksiyon Protokolu

Polimeraz Zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction-PCR)
yontemi, genomik DNA'nin sicakhdin etkisiyle gift zincirinin tek zincir hale
gelmesi sonrasinda uygun sicaklikta ilgili primerlerin ilgili primer bdlgesine
yapismasi ve DNA Taqg polimeraz enzimi katalizorliginde ortamdaki dort

deoksinlkleotid trifosfatin (adenin, guanin, sitozin, timin) yeni zincire
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eklenmesi sonucunda ilgili gen bolgelerin ¢ogaltiimasi temeline
dayanmaktadir. Bu calismada izole edilen DNA’larda Siklin D1 genindeki
A870G polimorfizmi belirlemek i¢cin PCR yontemi kullanilarak genotipleme
yapildi. Bunun i¢in PCR karisimi hazirlandi. Yaklasik 25 ul'lik PCR karigimi
0,2 ml'lik PCR tupunde asagidaki sira ile karigtirildi (Tablo-1).

Siklin D1 genindeki A870G polimorfizmi iceren 212 baz ciftlik bolgeyi
¢ogalmak icin F: 5- AGTTCATTTCCAATCCGCCC -3 ve R: 5-
TTTCCGTGGCAC TAGGTGTC -3’ primerleri kullanildi (41).

Tlplerde bulunan reaksiyon karisimi PCR yapilmak Uzere PCR
cihazina yerlestirildikten sonra belirlenen program uygulandi. Siklin D1
genindeki A870G polimorfizmi icin PCR doéngu programi olarak Tablo-2’de
belirtilen sicaklik ve slreler kullanilarak PCR iglemi PCR cihazinda

gerceklestirildi.

Tablo-1: PCR karisimi i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari.

1. dNTP (10 mM) 0,4 pL
2. 10x PCR Buffer (Magnezyumiu) 3,0 uL
3. 10 pmol/ml primer forward 1,0 uL
4. 10 pmol/ml primer reverse 1,0 L
5. dH20 16,0 pL
6. Genomik DNA 3,0 uL
7. Taq polimeraz enzimi (5 Unite/ul) 0,2 uL

22




Tablo-2: PCR Dongu Programi.

Kapak sicakligi, (cihaz tipine 6zel) 103°C

1. Baslangi¢ denaturasyonu 94°C 5 dakika
2. Denatlrasyon 94°C 1 dakika
3. Sertlestirme 60°C 1 dakika
4. Uzatma 72°C 1 dakika
5. SonUzatma 72°C 10 dakika

*2,3 ve 4 igslemler sirasiyla 38 siklus

IV.C. Jel Elektroforez Protokoli

Agaroz jel elekroforezi, DNA ve PCR dUrdnlerinin ayrilmasi ve
tanimlanmasi igin kullanilan standart metotlardan biridir. Bu ¢alismada PCR
ile cogaltilmis drunlerin tanimlanmasi igin %Z2’lik agaroz jel elektroforezi
uygulandi. %2’lik jel hazirlanmasi i¢cin 5 ml 10xTris-Borik Asit-EDTA (TBE)
solisyonu 45 ml dH20 ile beher igcinde karistirildi. Karisimin igine 1 gr
agaroz eklendi. Cozelti mikrodalga firinda “medium” ayarinda agaroz
¢ozununceye kadar isitildi. Eriyen jel igine 5 pl etidyum bromid eklenerek
karistirildi.  Jel, elektroforez aparatina dokllerek sodumaya birakildi.
Elektroforez tanki, 1xTBE ile doldurularak jel yuritme islemine hazir hale
getirildi. PCR UrUnleri brom-fenol mavisi ile muamele edilerek agaroz jele
yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar yuratalda.

IV.D. Kisitlama Enzim Kesimine Birakiimasi

PCR reaksiyonu sonucu urln elde edilenler genotip tayini igin Msp |
(Bioron, Almanya) kesim enzimi kullanildi. 0,2 ml'lik tiplere 10 pl hacimdeki
PCR drind, 2 ul kisitlama enzim tamponu, 8 ul distile su ve her birey igin 5
unite/ul Msp | enzimi olacak sekilde karigim hazirlandi. Karigsim enzimin
optimum c¢alisma sicakligi olan 37°C’de 14-16 saat inkibasyona birakildi.
Kisitlama enzim kesim sonuglari %4’luk agaroz jelde degerlendirildi. Bu jel
icin 2 gr agaroz tartilip 1XTBE solusyonu ile 50 ml total hacme tamamlandi.
Agaroz istenilen konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda

kaynatildi. igerisine 5 pl etidyum bromid ilave edildi. lyice karistirildiktan
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sonra jel aparatina dokuldid. Msp | enzimi ile kesim yapilmis Urlnlere brom-
fenol mavisi ile muamele edilerek jele yuklendi. 90-100V akimda 15 dk kadar
yuratulda.

IV. E .Genotiplerin Belirlenmesi

Yuratalen drdnler ultraviyole 1s1ginda degerlendirildi. Siklin D1 genine
ait 212 bp’lik PCR Uranunden 175 bp ve 37 bp iki ayri urin olugursa AA
genotipi, 175 bp,141 bp, 37 bp ve 34 bp dort ayri Urln olusursa AG genotipi
ve 141 bp, 37 bp ve 34 bp seklinde olursa ise GG genotipi olarak belirlendi.
Siklin D1 genindeki A870G polimorfizminin agaroz jel goruntisu Sekil-4 de

gOrulmektedir.

Sekil-4: Siklin D1 genindeki A870G polimorfizmi PCR-RFLP drunlerinin
Msp | enzim kesimi sonrasi %4 agaroz jeldeki goriintiisii. ilk kuyucuk 100 bp
DNA ladder (Marker), 1 nolu kuyucuk A/A genotipine, 2 ve 4 nolu kuyucuklar
A/G genotipine ve 3 nolu kuyucuk ise G/G genotipine sahip bireyleri
gOstermektedir.
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V. istatistiksel Analiz

Hastalara ait yas, cinsiyet, prolaktinoma tani yasi, tani sirasindaki
serum prolaktin duzeyi ve tumor boyutu, son prolaktin duzeyi ve tumor
boyutu, tumor davranisi, kaverndz sinUs invazyonu, Ki67 indeksi, tedavi
yaniti, CyD1 geni genotipi ve allel oranlari degiskenler olarak kullanildi.
istatistiksel analizlerin yapilmasi amaciyla Uludag Universitesi Bilgi islem ag
sisteminde bulunan SPSS 17 (IBM SPSS Statistics, IBM Corporation, NY,
USA) programi kullanildi. Demografik ve klinik veriler ile ilgili olarak yapilan
tanimlayici istatistiklerde aritmetik ortalamalar, standart sapmalar (ortalama
deg@erin yaninda “t” isareti ile birlikte) veya yiuzde oranlari verildi. Molekuler
analiz verilerinin 3 ayri genotip ve allel oranlari igin toplam ve guruplar
bazinda ylzde oranlari belirlendi. Guruplara ait verilerin parametrik istatistik
testlerine uygunlugunun incelenmesi amaciyla Kolmogorov-Smirnov normal
dagihm testleri uygulandi. Buna goére invazif ve noninvazif gurupta yas
verilerinin  normal dagilima uymasi nedeniyle guruplar arasinda yas
ortalamalarinin dederlendirmesinde bagimsiz T testi kullanildi. Diger veriler
parametrik test kosullarini karsilamadigindan non parametrik testler
kullanildi; guruplar arasinda kategorik verilerin karsilagtirmalarinda ki kare
testi, guruplarda surekli verilerin karsilastirmalarinda ise Kruskal -Wallis ve
Mann Whitney U varyans analizi testleri kullanildi. Strekli veriler arasindaki
iliskinin incelenmesi amaciyla Pearson korelasyon analizi, surekli ve
kategorik degiskenler arasindaki iligkinin incelenmesi amaciyla da Spearman
korelasyon analizi uygulandi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan 113 hastanin erkek/kadin orani 27/86 ve tani
aldiklari yas ortalamalar 34.4 + 10.0 (16-70) yil idi. Erkek hastalarda tani
yas! ortalamasi 40.3 £ 12.6 (19-70), kadin hastalarda ise 32.6 + 8.3 (16-60)
bulundu. Tum hastalarda adenom boyutu ortalamasi 17.9 £ 18.1 (2-80) mm
bulunurken erkek hastalarda 38.6 + 21.6 (3-80) mm ve kadin hastalarda 10.8
+ 9.4 (2-45) mm olarak tesbit edildi. Hastalarin %54’Unde hipofiz tumaoru
makroadenom (dev adenomlar dahil) boyutundaydi. Opere edilen hasta orani
%44.3 olarak tesbit edilirken erkek hastalarda %85.2 opere edilen hasta
orani mevcuttu. Erkek ve kadin hastalar arasinda tani yagi, adenom boyutu
ortalamalari, makroadenom orani, opere edilen hasta orani agisindan

saptanan farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo-3).

Tablo-3: Olgularin cinsiyete goére genel 6zellikleri.

Toplam Erkek Kadin p
Hasta sayisi (n) 113 27 86
Yas (yil) 40.8+10.1 451+121 395+9.0 0.011
Tani yasi (yil) 344+10.0 40.3+12.6 32683 <0.01

Adenom boyutu (mm) 179+181 386216 108194 <0.01

Makroadenom (%) 54.0 85.2 44.2 <0.01
Dev adenom (%) 14.2 48.1 3.5 <0.01
invazif (%) 39.8 81.5 26.7 <0.01
Opere orani (%) 44.3 74.1 34.9 <0.01

Makroadenomlara ait oranlar dev adenomlari da icermektedir.

Hardy siniflamasi ve radyolojik goéruntileme sonuglarinda kaverndz
sinds invazyonu bulgusuna dayanarak yapilan guruplandirma ile 68 hasta
(%60.2) noninvazif gurupta yer alirken 45 hasta (%39.8) invazif gurupta yer

aldi. Erkek hastalarda invazif hipofiz adenomu orani kadin hastalara gore
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anlamli olarak yuksek tesbit edildi (%81.5 & %26.7) (Tablo-3). Noninvazif
gurupta tani yagsi ortalamasi 32.3 £ 7.9 (16-54) yil, erkek kadin orani 5/63
iken invazif gurupta tani yasi ortalamasi 37.6 + 12.0 (18-70) yil, erkek kadin
orani 22/23 olarak tespit edildi. invazif olan ve olmayan guruplarin yas
ortalamalari ve cinsiyet oranlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farkhlik saptandi. Ancak cinsiyete gore alt guruplar degerlendirildiginde tani
yaslari acisindan invazif ve noninvazif guruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark tesbit edilmedi (Tablo-4).

Tedavi dncesi adenom ¢api ortalamasi 27.81 £ 53.44 mm (2-80 mm),
idi. Noninvazif gurupta 20.70 + 22.90 mm(2-25 mm), invazif gurupta 38.48 +
79.07 mm(10-80 mm) olarak tespit edildi. Tedavi 6ncesi serum prolaktin
dizeyleri tUm hastalarda ortalama 1926+ 6662ng/ml (%5 uc¢ dederler
cikarildiktan sonra ortalama: 650.8ng/ml), noninvazif gurupta 124.8 + 63.4
ng/ml, invazif gurupta 4675 £ 10049ng/ml (%5 ug degerler cikarildiktan sonra
ortalama: 2938 ng/ml) olarak tespit edildi. Noninvazif ve invazif guruplar
arasinda tumor boyutu ve serum prolaktin dizeylerine ait farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo-4). Ayrica korelasyon analizinde
tedavi oncesi serum prolaktin dizeyleri ile tumor boyutu, arasinda pozitif
korelasyon tesbit edildi. Prolaktin duzeylerinin (ng/ml) log10 degerleri ile
timor boyutu (mm) arasinda uygulanan korelasyon analizinde korelasyon
katsayisi 0.805 bulundu (Sekil-5).

Histopatolojik inceleme sonucunda Ki67 indeksleri ¢alisiimis olan 31
hasta incelendiginde 14 hastada (%45.2) yuksek proliferasyonu godsteren
degerler (Ki67 = 0.03) tespit edilirken 17 hastada (%54.8) Ki67 indeks<0.03
saptandi. Noninvazif gurupta yer alan hastalarda Ki67 = 0.03 olan hasta
orani %37.5 iken invazif gurupta yer alan hastalarda bu oran %47.8 olarak
tespit edildi. iki gurup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Tablo-4).
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Tanida prolaktin diizeyi
(log10 ng/ml)
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Sekil-5: Tedavi o6ncesi prolaktin dizeyi ve tumodr boyutlari arasinda
korelasyon.

Yiiz on (i¢ hastanin 50 sinde operasyon uygulanmisti. Ug hastada ise
niks sonrasinda ikinci operasyon mevcuttu. Opere edilen toplam 50 hastanin
12’si (%24) noninvazif gurupta yer alirken diger 38 hasta (%76) invazif
guruptaydi. Tekrar opere edilen 3 hasta da invazif gurupta yer aldi. Opere
olan ve olmayan hasta oranlari acisindan iki gurup arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli bulunmasina karsin, operasyon endikasyonu ile
ilgili olarak arsiv dosyalarinda yeterli bilgi olmamasi nedeniyle hastalarin

opere edilmis olmasi timor davranisi ile iligkilendirilmedi.
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Tablo-4: Adenomlarin invazif olup olmamasina gore hastalarin prolaktinoma

tanisi aldiklari yaslari, erkek cinsiyeti oranlari, opere olma ve Ki67 boyanma

oranlari.

Toplam Noninvazif invazif p
Hasta sayisi (n) 113 68 45
Erkek orani (%) 23.9 7.4 48.9 <0.01
Tani yasi (yil) 34.4+£10.0 32.3+7.9 37.6+£12.0 0.011
Erkek tani yasi (yil) 40.3+126 404+9.5 40.3+13.4 AD

Adenom boyutu (mm) 17.9+ 18.1 6.8+3.8 34.7+184 <0.01

Prolaktin (ng/ml) 1927 + 6662 124.8 +63.4 4675+ 10049 <0.01
Opere hasta (%) 44.3 17.6 84.4 <0.01
Erkek opere (%) 74.1 20 86.4 0.013
Ki67* 0.03+0.02 0.03+x0.02 0.03+0.03 AD
Ki672%3 [n/n (%)]* 14/31 (45.1) 3/8 (37.5) 11/23 (47.8) AD
* Ki67 degeri olan 31 hastada

AD: Anlamh degil

Tani sirasinda gekilen sella MR goruntulemelerinde hastalarin %46’
sinda mikroadenom, %54’unde makroadenom (dev adenomlar dahil) ve
%14.2'sinde dev adenom saptandi. Mikroadenom, makroadenom ve dev
adenomlarda tani yasl, erkek cinsiyet oranlari, tumor boyutu, prolaktin
duzeyleri, operasyon oranlari ve Ki67 indeksine iligkin veriler Tablo-5'te
Ozetlenmigtir.

Mikroadenomlarin  tamami  noninvazif gurupta yer alirken
makroadenomlarin %37.2’si noninvazif, %62.8’i invazif gurupta yer aldi.
Hastalarin %25.2’sinde (n: 28) tek veya ift tarafli kaverndz sinus invazyonu
mevcuttu ve siniflandirmada da belirtildigi gibi bu hastalarin timu invazif
gurupta yer aldi. invazif gurupta yer alan hastalar arasinda kaverndz siniis

invazyonu saptanan hasta orani ise %65.1 olarak tespit edildi.
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Tablo-5: Adenomlarin mikro, makro veya dev adenom olmasina gore
hastalarin prolaktinoma tanisi aldiklari yaglari, erkek cinsiyeti oranlari ve

opere olma ve Ki67 boyanma oranlari.

Mikro Makro Dev p
Hasta sayisi (n) 52 45 16
Erkek orani (%) 8.2 23.3 81.3 <0.01
Tani yasi (yil) 33.7+8.2 33.7+88 40.3+158 0.374

Erkek tani yasi (yil) 41.5+10.6 394+89 40.6+159 0.940

Adenom boyutu (mm) 51+17 18.8+89 53.8+134 <0.01

Prolaktin (ng/ml) 119 £ 59 1998 + 8013 7793 +9996 <0.01
Opere hasta (%) 8.2 69.7 87.6 <0.01
Erkek opere (%) 0.0 90.0 84.6 <0.01
Ki67* 0.01+0.00 0.03+0.02 0.03+0.02 0.211
Ki67 2 %3 [n/n (%)]* 0/3 (0.0) 9/18 (50.0) 5/10 (50.0) 0.255

* Ki67 degeri olan 31 hastada
Dev adenomlar makroadenomlara dahil edilmemistir.

Cerrahi ve dopamin agonisti tedavisine verdigi yanitlar
degerlendirdiginde noninvazif ve invazif guruplarda timoér boyutunda azalma
oranlari ortalama %60.8 ve %80.4 bulunurken, prolaktin dizeyinde azalma
oranlari ortalama %81.1 ve %93.8 olarak tesbit edildi. Prolaktin seviyelerinde
diisme acisindan ve adenom boyutundaki degisiklik acisindan invazif
adenomlarda degisim yuzdeleri invazif olamayan adenomlara gore anlamli
derecede ylUksek saptandi (Tablo-6). Tedavi yanitlari Ki67 hucre
proliferasyonu indeksi agisindan degerlendirildiginde ise Ki67 indeksi yuksek
ve dusUk guruplar arasinda tiumor boyutu degisimi veya prolaktin duzeyi

degisimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark tesbit edilmedi (Tablo-7).
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Tablo-6: Noninvazif ve invazif adenomlarda tedavi yanitlari.

Noninvazif invazif
(n: 68) (n: 45) P
Tedavi Tedavi Degisim Tedavi Tedavi  Degisim
Oncesi sonrasi orani (%) Oncesi  sonrasi orani (%)
Tlimor
20.7 2.33 38.4 7.49
Boyutu 909 23 908 1790 1135 804 002
(mm)
PRL
- 124 6.8 4675 34
Diizeyi 8l.1 93.8 <0.01
(ng/ml) + 63 +3.8 +10049 +18

PRL: Prolaktin

Tablo-7: Ki67 indeksi proliferatif gurupta olan ve olmayan hastalarda tedavi

sonuglarinin kargilastiriimasi

Ki67 <% 3 (n: 17) Ki67 2% 3 (n: 14) p
Tedavi Tedavi Degisim Tedavi Tedavi Degisim
Oncesi  sonrasi  orani (%) oncesi sonrasi orani (%)
Tuamor
26.0 8.3 27.9 6.2
ot e165  x154 Ot w182 x156 0% AP
PRL
. 3465 29 4744 49
oW x7075 x38 7 eqaze9 107 9% AP

PRL: Prolaktin
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Calismaya alinan tum hastalarda siklin D1 geni (CCND1) A870G
polimorfizmi arastirildi. Buna gore 15 (%13.3) hastada GG genotipi
saptanirken 58 (%51.3) hastada GA ve 40 (%35.4) hastada AA genotipi
tespit edildi. Noninvazif gurupta GG, GA ve AA genotip oranlari sirasi ile
%11.8, %55.9 ve %32.4 olarak saptanirken, invazif gurupta tespit edilen GG,
GA ve AA genotip oranlari sirasi ile %15.6, %44.4 ve %40.0 olarak bulundu.
invazif gurupta AA genotipi orani noninvazif guruba gére daha yiiksek
saptanmasina karsin, guruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi. Ayni sekilde yalniz AA genotip oranlari da iki gurup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Noninvazif ve invazif gurupta A allelinin
toplam allel icindeki oranlari sirasi ile %60.3 ve %62.2, G allellerinin toplam
allel igindeki orani sirasi ise %39.7 ve %37.7 olarak tespit edildi. Toplam
alleller icinde A/G orani noninvazif gurupta 1.52, invazif gurupta ise 1.65
olarak tespit edildi. invazif gurupta A allellerinin sayisi noninvazif gruba gére
hafifce ylksek bulunmakla beraber bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(Tablo-8).

Tablo-8: Noninvazif ve invazif guruplarda siklin D1 geni genotip ve allel

oranlari.

Noninvazif invazif P
GG % 11.8 15.6
GA % 55.9 44 .4 ADZ

AD

AA % 32.4 40.0
A %* 60.3 62.2 AD
G %* 39.7 37.8 AD
A/G ** 1.52 1.65 AD

* A ve G allel sayilarinin tim allel sayisina (n: 226) oranlari.

** A allel sayisinin G allel sayisina orani.

a, iki gurup arasinda ve tiim genotip alt guruplari birlikte degerlendirildiginde.
b, Iki gurup arasinda ve AA genotip oranlari degerlendirildiginde.
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Adenom boyutuna goére vyapilan siniflandirmada AA genotipi
mikroadenomu olan hastalarda 18/49 (%36.7),
hastalarda 14/43 (%32.6) ve dev adenomu olanlarda 7/16 (%43.8) bulundu.

Guruplar arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmedi. AA genotip

makroadenomu olan

oranlari kavernoz sinUs invazyonu olan hastalarda 10/28 (%35.7), olmayan
hastalarda 29/83 (%34.9) idi ve aralarindaki fark anlamh degildi.

Hardy siniflamasina gore veya Ki67 indeksi 0.03’Un altinda ve Uzerinde

Guruplar

olmasina gore ikili olarak guruplandirildiginda genotip oranlari arasinda

istatistiksel karsilastirmalarda anlamli farklilik saptanmadi (Tablo-9).

Tablo-9: Tumor o6zelliklerine goére siklin D1 geni genotip guruplarinin

dagilimu.
GG GA AA p

Adenom boyutu  6/52(%11.5)  28/52 (%53.8)  18/52 (%34.6)
mikro /makro/  7/45 (%15.6)  23/45 (%51.1)  15/45 (%33.3) AD
dev 2116 (%12.5)  7/16 (%43.8)  7/16 (%43.8)
favernoz sinis 5128 4617.0)  13/28 (%46.4) 10128 (%35.7) o

y 10/85 (%11.8)  45/85 (%52.9)  30/85 (%35.3)
var / yok
Ki67 2017 (%11.8) 917 (%529) 67 (%353) -
>0.03 / <0.03 114 (%7.1)  7/14 (%50.0)  6/14 (%42.9)
Hardy /73 (9 /73 (9 /73 (9
oA 10/73 (%13.6)  39/73 (%53.4)  24/73 (%32.8) o
Ity 5/40 (%12.5)  19/40 (%47.5)  16/40 (%40.0)
:ﬂ:&mas‘ O/77 (%116)  43/77 (%558)  25/77 (%324) -
i 6/36 (%16.6)  15/36 (%41.6)  15/36 (%41.6)
AD: Anlamli degil

Dev adenomlar makroadenomlara dahil edilmemistir.
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Tdm guruplar incelendiginde AA genotipinin en sik olarak rastlandigi
gurup %43.8 orani ile dev adenomu olanlar, GG genotipinin en sik rastlandigi
gurup kaverndz sinls invazyonu olan hastalar ve GA genotipinin en sik
rastlandigi gurup mikroadenomu olan hastalarin olusturdugu guruplardi
(Tablo-9).

Siklin D1 genotip alt guruplarinda yas, prolaktinoma tani yasi,
adenom boyutu ortalamalari ile prolaktin duzeyi ortalamalari kargilagtirildi.
Genotip alt guruplarinda bu parametreler acgisindan istatistiksel olarak

anlamh farklliklar tespit edilmedi (Tablo-10).

Tablo-10: Siklin D1 geni genotip guruplarinda yas, tani yasi, adenom boyutu

ve prolaktin duzeyi ortalamalari.

GG GA AA p

Tani Yasi 365+11.6 33.0+93 357+103 AD
Tiimér Boyutu (mm) 19.2+18.0 164+17.3 193+196  AD

Prolaktin (ng/ml) 1324 + 3645 2249 + 8031 1694 + 5381 AD

AD: Anlamh degil

Son olarak siklin D1 genotip guruplari arsinda adenom boyutu ve
prolaktin duzeyi degisimi agisindan tedavi yaniti farkliliklari degerlendirildi.
Her U¢ gurup arasinda tedavi yanitinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik
tesbit edilmedi (Tablo-11).
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Tablo-11: Siklin D1 geni genotip guruplarinda adenomlarin tedavi yanitlari.

GG GA AA
(n: 15) (n: 58) (n: 40) b

Degisim (%)
Degisim (%)

Tedavi 6ncesi
Tedavi sonrasi
Tedavi 6ncesi
Tedavi sonrasi
Tedavi 6ncesi
Tedavi sonrasi
Degisim (%)

Tumor
192 32 164 39 193 56
E’rﬁ?’n“)t“ £180 35 46 4473 484 070 1195 4114 729 07

PRL
- 1324 46 2249 29 1694 18
?rfg/'r{ﬁ)s' 13645 84 989 48031 458 838  i53gy 4o 884 07

PRL: Prolaktin
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TARTISMA VE SONUG

Prolaktinomalar hipofiz adenomlari arasinda %60 ile en sik rastlanan
tumorlerdir. Cogunlukla benign seyirli olan bu tumorlerin farkli biyolojik
davranis Ozellikleri nedeni ile tani sirasindaki tumor boyutu ve tedavi yanitlar
acgisindan farkliliklar géstermektedir. Prolaktin salan hipofiz adenomlari
genelde dopamin agonistlerine ¢ok iyi yanit vererek hem serum prolaktinin
normal seviyelere gelmesini saglayarak hipogonadizm bulgularinin
iyilesmesine, hem de adenom boyutunun kugulmesini saglayarak basi
bulgularinin  ortadan kalkmasina neden olurlar. Nadir olarak ise
prolaktinomalar dopamin agonisti tedavisine diren¢ gosterirler ve istenilen bu
sonuglar elde edilemez. Prolaktinomalarda agresif davranisa yol acan
mekanizmalar ve agresif davranigi tanimlayan oOzellikler net olarak
belirlenememisgtir.

Radyolojik goéruntileme bulgularina goére vyapilan siniflandirma
(invazif-noninvazif, mikro-makro-dev adenom), tumoérin histopatolojik
incelemesinde saptanan hucre proliferasyonu gostergeleri (Ki67 indeksi, P53,
PCNA) ve tumor biyolojik davranisini etkileyen diger hucresel mekanizmalara
ait degisikliklerin, agresif timor davranisini gostermedeki belirleyiciligi agiklik
kazanmamistir. Calismamizda ilk olarak bu hicresel mekanizmalar iginde yer
alan siklin D1 proteininin dizenlenmesinde etkili gorinen CCND1 geni
polimorfizminin, prolaktinomalarda tumoér davranigi Uzerine etkisinin
incelenmesi amaclanmistir. Bu amagla c¢alisma hastalarimiz radyolojik
goéruntuleme bulgularina gore ve opere olan hastalar Ki67 indeksi verilerine
gore agresif davranis Ozelliklerini gostermeye yonelik siniflandiriimig ayrica
tedavi Oncesi ve son kontroldeki adenom boyutlari ve serum prolaktin
duzeylerine gore tedavi yanitlari da guruplar arasinda degerlendirmeye
alinmigtir.

CyD1 geni (CCND1) insan tumodrlerinde sik etkilendigi gosterilen
proto-onkogenler arasinda yer almaktadir. CCND1 geninde veya pRb-pl6-
CyD1-CDK4 yolagini etkileyen diger genlere ait degisiklikler sonucunda
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CyDZl’in asin ekspresyonu ve bunun sonucunda olusan peptid yapidaki
faktorler G1-S fazi gegisini ve hucre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bir gok
farkh timor ¢cesidinde CyD1’in asiri ekspresyonu veya CCND1 geninde CyD1
lokusunda amplifikasyon oldugu gdsterilmistir (15-20). CyD1 proteininin asiri
ekspresyonu meme, safra kesesi ve kuguk hucre digi akciger kanserlerinde
iyi prognozla, bas boyun kanserlerinde ise kotl prognozla iligkili bulunmustur
(DD). CyD1 proteininde artisa yol acan bir diger mekanizma CCND1 geni
nikleotid870 gen polimorfizmidir. CyD1 proteininin a ve b alt tipleri
bulunmakta ve b alt tipi degradasyona, a tipine gore daha fazla direng
gostermektedir. A allellerinin CyD1b proteini olusumu ile iligkili oldugu
gOsterilmistir (21). CyD1 polimorfizminin bazi timorlerde prognozla ilgili
olabilecegi bildiriimigtir, ancak celiskili sonug¢lar da mevcuttur; bir calismada
meme kanserinde kot prognoz kriteri oldugu 6ne surtlmis ancak baska bir
calismada ise meme kanseri ile iligkili olmadigi belirtilmistir (42, 43).

Hipofiz adenomlarinda CyD1’in etkisi ile ilgili c¢alismalar sinirli
sayidadir. ilk olarak ratlarda yapilan bir calismada normal hipofiz dokusunda
CyD1 ekspresyonunun 9%20-30 civarinda oldugu ve daha c¢ok stromal
hicreler ve nonsekretuar hucreler tarafindan eksprese edildigi bildirilmistir.
Adenomatdz rat GH3 hucrelerinde ise CyD1 ekspresyonunun olmadigi ve
hicre nlkleuslarina CyD1 wuygulandiginda hicre proliferasyonu ve
apopitozun arttigi bildirilmistir (44). Buna karsin Hibberts ve ark. (45) ile
Simpson ve ark. (46) tarafindan yapilan c¢alismalarda insan hipofiz
dokusunda CyD1 ekspresyonunun olmadigi bildirilirken buyime hormonu
salgilayan ve nonsekretuar hipofiz adenomlarinda ise %30-60 oraninda
artmis bir CyD1 ekspresyonu saptandigi bildirilmistir. Jordan ve ark. (35)
tarafindan buyime hormonu, prolaktin, ACTH salgilayan ve nonsekretuar
hipofiz adenomlari ile beraber normal hipofiz dokusunda da nukleer CyD1
ekspresyonunun oldugu, agresif ve nonfonksiyone hipofiz adenomlarinda
CyD1, Cushing hastaliginda ise CyE’nin asiri ekspresyonunun gosterildigi
bildirilmistir. Saeger ve ark.’nin (47) yaptid1 bagka bir ¢calismada ise Klinik
olarak inaktif 60 hipofiz adenomunda immunhistolojik yontemle bakilan CyD1

ve CyD3 pozitifligi incelenmistir. Bu ¢alismada sadece bir invazif adenomda
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CyD1 pozitifligi saptanirken CyD3 ekspresyonu %68 oraninda nukleer olarak
pozitif bulunmus ve topoizomeraz Il alfa, P53 ve Ki67 indeksi gibi
proliferasyonu belirleyicileri ile iligkili olabilecedi bildirilmistir. Daha yakin
dénemde Turkiye’den Gazioglu ve ark.’nin (38) yaptigi calismada 130 hipofiz
adenomu olgusunda kontrol grubu ile CyD1 genotip, allel oranlar
kargilastiriimis ve ayrica 39 olguda CyD1 ekspresyonu incelenmistir. CyD1
ekspresyonu 21/39 hastada %1 ile %40 arasinda degisen oranlarda
saptanmis, GA genotipi olanlarda ve prolaktin salgilayan timorlerde CyD1
ekspresyonunun daha yuksek oranda saptandigi belirtilmigstir.

Hipofiz adenomlarinda CyD1 gen polimorfizmi ile yapilan ¢alismalar
Hibberts (45), Simpson (37) ve Gazioglu ve ark.’nin (38) vyaptidi
calismalardir. Hibberts ve ark.’nin (45) yaptig1 151 sporadik hipofiz adenomu
(60 somatotrapinoma, 96 nonsekretuar adenom) ile yapilan ¢alismada tumor
dokusu ve periferik kanda bakilan A/G polimorfizmi ile beraber amplifikasyon
gOstergesi olarak timaor dokusu ve periferik kandaki allel yogunluk farkliliklari
(allel imbalansi) ve CyD1 ekspresyonu incelenmigstir. Allel imbalansi ile
invazif timorler arasinda bir iliski saptanirken, CyD ekspresyonu ile allel
imbalansi arasinda korelasyon tesbit edilmedigi bildiriimis ve CyD asir
ekspresyonunda farkli mekanizmalarin rol oynayabilecegi ileri stralmugtur.
Ayrica CyD ekspresyonu ile timor davranigl arasinda da bir iliski olmadigi
belirtiimis ve asirt CyD ekspresyonunun hipofiz timdrlerinde erken evrelerde
rol oynayabilecegi ileri sirulmustir. Bu ¢alismada hipofiz timdrlerinde gen
polimorfizmi agisindan kontrol grubu ile anlamh farklilik tesbit edilmemistir.

Simpson ve ark.’nin (37) yaptigi ¢alismada 294 (155 nonsekretuar
adenom, 75 somatotrapinoma, 47 kortikotrapinoma, 57 prolaktinoma) hipofiz
adenomunda CyD1 gen polimorfizmi kontrol grubu ile karsilastiriimis, ayrica
gen polimorfizminin timor davranisina etkisi incelenmigtir. Tam olgular
incelendiginde allel sikhdr ve genotip dagilimi agisindan tumor grubu ile
kontrol grubu arasinda fark saptanmamis, yalniz somatotrapinoma alt grubu
ile kontrol grubu arasinda anlamli fark tesbit edilmistir. Ancak bu ¢alismada
tumor alt guruplarina bagli olmaksizin timor derecesi ile allel sikhgi arasinda

anlamli farklihk tesbit edilmistir. A allel sikliginin ve AA genotip oraninin
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tumor derecesi arttikga arttigi ve G allel sikhgi ile GG genotip oraninin da
azaldigi bildirilmistir. TUmor alt guruplari agisindan bakildiginda bu bulgunun
yalniz prolaktinoma alt grubunda istatistiksel olarak anlami oldugu,
somatotrapinoma ve kortikotropinomalarda fark olmakla beraber istatistiksel
anlaml fark olusmadidi ve nonsekretuar adenomlarda bdyle bir bulgunun
olmadigi bildirilmigtir.

Gazioglu ve ark. (38) tarafindan Turkiye’de yapilan ¢alismada 130
sporadik hipofiz adenomu olgusunun (46 somatotrapinoma, 41 prolaktinoma,
19 kortikotropinoma, 17 nonsekretuar adenom, 1 TSH salgilayan adenom, 6
miks hormon salgilayan adenom) genotip dagihmi 129 saglkli kontrol ile
kargilastirlmistir. Bu calismada genotip dagiliminin  kontrol grubu ile
istatistiksel olarak anlaml farkhlik gosterdigi ancak genotip dagiliminin timor
alt guruplart arasinda, invazif/noninvazif tumorler arasinda ve
mikroadenom/makroadenomlar arasinda anlamh farkhlik tesbit edilmedigi
bildirilmigtir. Allel sikhklari agisindan da tumoér grubu ile kontrol grubu
arasinda, tUmor alt guruplar arasinda ve invazif/noninvazif guruplar arasinda
anlaml fark tesbit edilmedigi belirtimis ve CCND1 polimorfizminin timor
volumu ve invazif davranis 0zelligi ile korele olmadigi ve prognostik faktor
olarak kullanilamayacagi ileri surtlmuastur.

Calismamizda daha o&nceki veriler degerlendirildiginde CCND1
polimorfizminin etkileme olasiliyi daha ylksek gibi gérinen prolaktinomalar
hedeflenmig ve prolaktinoma acisindan bakildiginda en ylksek olgu sayisi ile
calisma tamamlanmistir. Calismamizda genotip dagilimlari ve allel
sikliklarinin timor davranisi ile iligkisinin incelenmesi amaglanmis ve kontrol
grubu ile karsilastirma yapilmamistir. 113 olgunun (68 non-invazif, 45 invazif
gurup) genotip dagilimlari ve allel sikliklari dnceki ¢calismalardaki degerler ile
birlikte Tablo-12 de belirtiimistir. Buna gore bizim g¢alismamizda AA genotip

orani ve A allel sikligi diger caligsmalara gore yuksek oranda gorunmektedir.
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Tablo-12: Prolaktinomalari kapsayan U¢ c¢alismada CCND1 genotip

dagihimlar ve allel sikliklari.

n AA GA GG A allel G allel
n (%) n (%) n (%) % %
Simpson (37) 57 13(23) 26(46) 18 (32) 46 54

Gazioglu (38) 41* 7(17) 30(73) 4(10) 54 46

Cander 113 40(35) 58(51) 15(14) 61 39

* Prolaktinoma alt guruplarina ait veriler.

Calismamizda invazif/noninvazif guruplar ve mikro/makro/dev
adenom guruplari arasinda genotip dagilimlari ve allel sikliklari agisindan
istatistiksel anlamh farkhlik tesbit edilmemistir. Dev adenomlarda AA
genotipinin diger guruplara gore hafif yiksek olarak gézlenmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli farklilik tesbit edilimemistir. invazif adenomlarda A
allel sikhgi noninvaziflere gore hafifge yuksek olmasina karsin bu fark ta
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Simpson (37) ve Gazioglu (38) prolaktinoma dahil tim hipofiz
adenomlarinda genotip dagihmlarini calismiglardir. Aralarindan
prolaktinomalar ayirt edilerek yapilan degerlendirmede Gazioglu
calismasinda invazyon derecesi ile genotip dagilimlar ve allel sikliklari
acgisindan anlamli farkhlik goérilmemektedir. Simpson ve ark.nin (37)
calismasinda ise invazif prolaktinomali hastalarin AA genotip ve A allel sikligi
anlamli sekilde daha fazla oldugu goérulmektedir. Her iki calismada da invazif
ve noninvazif timoér ayriminda bizim g¢alismamizda kullanilan kriterlerle
benzer kriterler kullaniimistir. Ancak bu iki ¢alismada hastalarin klinik
Ozellikleri (tani yasi, prolaktin dizeyi, tumoér boyutu gibi) ile ilgili
degerlendirme bulunmamaktadir.

Calismamizda CCND1 genotip dagiliminin, tedavi yaniti, kavernoz
sinUs invazyonu varligi, Ki67 indeksi, cinsiyet gibi prognozu etkileyen diger

faktorlerle iliskisi de incelenmis ve genotip dagilimlari agisindan belirtilen
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kargilastirmalarda anlamli farkhlik tesbit edilmemistir. Simpson (37) ve
Gazioglu (38) calismalarinda bu bulgularla ilgili bir veri bulunmamaktadir.
Bahsedilen karsilastirmalarla ilgili literatirde veri mevcut degildir ancak bu
bulgular ¢calismamizda ve Gazioglu ve ark.’nin (38) calismasinda da tesbit
edildigi gibi CCND1 polimorfizminin prognozda 6nemli bir rol oynamadigi
veya ancak minimal bir rol oynayabilecegdi duglncesini guglendirmektedir.

Calismamizda prolaktin salan adenomlarda invazyon manyetik
rezonans goruntileme Ozelliklerine gére belirlenmis olmasina karsin invazif
olan ve olmayan gurupta serum prolaktin seviyeleri de ¢ok anlamh farklilik
gosterdi. Tedavi oncesi ortalama serum prolaktin seviyeleri noninvazif ve
invazif gurupta sirasi ile 38.4 = 79.0 ve 4675.8 + 10049.2 ng/m bulundu. Tani
oncesi ortalama prolaktin seviyeleri ile tUmor boyutu arasinda istatistiksel
olarak anlamh pozitif korelasyon tesbit edildi (R: 0.805, p<0.01).
Calismamizda tesbit ettigimiz bulgular beklenildigi Uzere serum prolaktin
dizeylerinin timoér davranisini  belilemede o6nemli bir faktér oldugunu
gOstermektedir. Lundin ve ark.’nin (48) 115 hipofiz makroadenomu
olgusunda yaptigi calismada MR goérintilemede tumor boyutu ve invazifligi
hormonal aktivite ile degerlendirilmis ve en gugli korelasyon prolaktinomali
hastalarda tumor boyutu ve prolaktin seviyesi arasinda bulunmustur. Ma ve
ark.’nin (8) yaptigi calismada 123 prolaktinomali hastada klinik ve patolojik
Ozellikler degerlendirilmis ve multiple regresyon analizinde tumor hacmi ve
serum prolaktin seviyesi arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur. Ayrica
preoperatif prolaktin seviyelerinin kaverndz sinus invazyonu olan timorlerde
anlaml olarak daha yuksek oldugu belirtilmigtir. Bizim ¢alismamizda da
prolaktin dizeyi ortalamalari, kavern6z sinls invazyonu olanlarda,
olmayanlara gore daha yuksek bulunmustur. Raverot ve ark.’nin (28) yaptigi
calismada opere olan 91 prolaktinoma hastasi degerlendirilmis ve preoperatif
prolaktin seviyeleri noninvazif ve invazif adenomlarda sirasiyla ortalama 262
+ 532 ve 1633 = 1890 pg/l bulunmustur.

Calle-Rodrigue ve ark.’nin (7) yaptigi calismada preoperatif serum
prolaktin seviyesi ortalamalari invazif prolaktinomalarda 705 ng/ml,

noninvaziflerde ise 141 ng/ml bulunmus ve bu cgaligmada serum prolaktin
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seviyesi i¢cin 3300 ng/ml esik dederinin invazif prolaktinomalar belirlemede
%91 duyarhliga sahip oldugu bildirilmigtir. Calismamizda serum prolaktin
seviyesi 3300 ng/ml Gzerinde olan olgular (n:8) incelendiginde hepsinin
invazif adenom sinifina girdigi gérular. Serum prolaktin seviyesi daha dusuk
olan hastalarin 61 tanesi invazif olmayan, 32 tanesi ise invazif gurupta
oldugu goérulmastir. Serum prolaktin seviyesi 3300 ng/ml seviyesine gore
duyarlihk %20, 6zgulluk ise %100 olarak hesaplanmistir. Esik deger olarak
400 ng/ml alindiginda ise duyarlihik %70, o6zgullik ise %100 olarak
hesaplanmigtir.

Calismamizda tumor boyutu erkek hastalarda 38.6 £ 21.6 (3-80) mm
ve kadin hastalarda 10.8 £+ 9.4 (2-45) mm olarak tesbit edildi. Erkek
hastalarda invazif hipofiz adenomu, makroadenom, dev adenom oranlari
kadin hastalara gore anlamli olarak yuksek tesbit edildi. Erkek hastalarda
tani yagi ortalamasi da kadin hastalara gore anlamli olarak ytuksek bulundu.
Calismamizdaki dev adenomlarin  %81'i (13/16) erkek hastalardan
olusmaktadir. Delgrange ve ark.’nin (49) 96 prolaktinoma olgusu (45 erkek,
51 kadin) ile yaptigi calismada timoér boyutu ve proliferatif 6zelliklerinin
cinsiyet ile iligkisi arastiriimistir. Bu galismada bazal prolaktin seviyeleri ve
tumor capinin erkeklerde kadinlara gore daha ylksek oldugu (p<0.001)
bildirilmigtir. Ma ve ark.’nin (8) yapti§i ¢alismada erkek hastalarda tumor
boyutu ve invazif timoér oraninin anlamli derecede daha ylksek bulundugu
bildirilmigtir. Nishioka ve ark.’nin (50) 51 prolaktinomali hasta (E/K; 16/35) ile
yaptigi retrospektif ¢alismada erkek hastalarda buyuk timorlerin agirlikta
oldugu, kist ve hemoraji olusumuna daha meyilli olduklari bildirilmistir. Bu
calismada ayrica prolaktin duzeyi ve tUumor boyutu arasindaki korelasyonun
erkeklerde, kadinlara gbre daha zayif oldugu ancak kistik ve hemorajik
kitleleri olan hastalar elimine edildikten sonra bu farkin ortadan kalktig
bildirilmigtir. Calle-Rodrigue ve ark.’nin (7) yaptigi ¢alismada premenapozal,
postmenapozal ve erkek prolaktinoma hastalarn retrospektif olarak
degerlendiriimis ve premenapozal kadinlarda preoperatif prolaktin
dizeylerinin postmenapozal kadin ve erkeklere gore daha dusuk oldugu ve

hormon duzeylerinin mitotik aktivite ile iligkili oldugu Dbildirilmistir.
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Calismamizda tesbit ettigimiz sonuglar beklenildigi Uzere erkek cinsiyetin
tumor Ozelliklerinde belirleyici bir faktor oldugunu gostermektedir. Ancak
erkek hastalarda goérulen timor c¢api ve invazifligi ile ilgili farklihgin tamoér
olusumundaki farklardan mi kaynaklandidi yoksa erkek hastalarda gec¢ tani
konmasindan mi kaynaklandigi net olarak anlagilamamistir.

Hastalarimizda tani konulan yas invazif olan adenomlarda non-
invazif guruba gore anlaml olarak yluksek bulunmustur, ancak invazif gurupta
erkek hasta orani da noninvaziflere goére ylksek bulunmustur ve yukarda
belirtildigi gibi erkek cinsiyet ile invazif timoér veya tumor boyutu arasindaki
baglanti daha genis olarak kabul goren bir durumdur. Bu nedenle tani yaglari
cinsiyete goére alt guruplarda tiumér boyutu ve invazifligi agisindan
degerlendiriimis ve gerek erkek, gerekse kadin hastalar degerlendirildiginde
tani yagi ile tumor boyutu ve invazifligi arasindaki anlamli fark ortadan
kalkmistir. Delgrange ve ark.’nin (49) calismasindan tani yasi ve
semptomlarin suresi ile prolaktin duzeyi ve tUumor boyutu arasinda bir iligki
olmadigi bildirilmigtir. Ayni yazarin bagka bir calismasinda ise erkek
prolaktinoma hastalarinda yasin etkisi incelenmis, 9 yasli ve 10 geng hastada
bazal prolaktin duzeyleri (3,051 £ 4,151 vs. 3,365 + 4,949 p/l) ve ortalama
tumor ¢api (30 £ 16 vs. 25 £ 13 mm) benzer bulunmustur (51). Raverot ve
ark.’nin (28) yaptigi calismada noninvazif gurupta (n: 61; %64.9) yas
ortalamasi (preoperatif) 33.4 £ 10.9 bulunurken invazif gurupta (n: 22, %23.4)
43.3 £+ 11.5 ve invazif-agresif gurupta (n: 11; %11.7) 515 + 104
bulunmustur. Ancak bu ¢alismada cinsiyete gore alt gurupta yas ortalamalari
verilmemistir ve invazif adenomlarda erkek cinsiyet orani noninvazif guruba
gbre yuksek goézikmektedir. Buna gore yas faktérl invaziflik veya tumor
boyutunda bagimsiz bir faktor degildir, yasla iligkili farklihklar erkeklerde tani
yasinin daha yuksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Hipofiz adenomlarinin parasellar yayilma o6zellikleri veya operasyon
sonrasinda rekurensleri ve yayilimlari gok degisken olmasina karsin hipofiz
karsinomasi olarak adlandiriimamaktadir. Hipofiz timorleri ancak ¢ok nadir
olarak kargilagilan uzak organ metastazi yaptiklari zaman gergek anlamda

hipofiz kanseri olarak adlandiriimaktadir. Dinya Saglik Orguti tarafindan
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endokrin tumor siniflandirmasinda Ki67 indeksi ve p53 immudn reaktivitesi>
%3 olan hipofiz adenomlari atipik adenom olarak siniflandiriimistir.

Thapar ve ark.’nin (52) yaptidi calismada 37 noninvazif adenom, 33
invazif adenom, ve 7 primer hipofiz karsinomunda Ki67 indeksleri
degerlendiriimis ve sirasiyla ortalama degerler %1.3, %4,6 ve %11,9
(p<0.01) bulunmustur. Bu ¢alismada “> %3” esik degeri ile Ki67 indeksinin
invazif timorleri noninvaziflerden ayirmada %97 duyarlilik ve %73 6zgullige
sahip oldugu bildirilmistir. Buna karsin Delgrange ve ark.’nin (49) yaptidi
calismada ise 45 erkek ve 51 kadin prolaktinomall olguda invazif ve
noninvazif guruplar arasinda Ki67 indeksi degerleri acgisindan anlamh fark
tesbit edilmemistir. Scheithauer ve ark.’nin (53) yaptidi calismada 153 hipofiz
timorlu olgusunda timor dokularinin Ki67, PCNA indeksleri ve p53
ekspresyonlari degerlendirilmis, noninvazif ve invazif tUmorler arasinda
anlamli  farklihk bildiriimemigtir. Paek ve ark.’nin (54) 44 hipofiz
makroadenomu olgusunda yaptigi c¢alismada ise yuksek Ki67 indeksinin
gbrme alani defekti ve tumor rekirens oranlari ile korele oldugu belirtiimis,
tumor capi, timor derecesi, Hardy siniflamasi, kavernoz veya sfenoid sinls
invazyonu ile iligkili istatistiksel bir farklilik olmadigi bildirilmigtir.

Calismamizda 31 hastanin patolojik materyallerinde Ki67 indeksi
deg@erlendirmesi yapilabilmistir. Bu olgularin 8 tanesi noninvazif gurupta, 23
tanesi ise invazif gurupta yer almaktadir. Yapilan dederlendirmede noninvazif
ve invazif prolaktinomalarda Ki67 indeksi ortalamalari olduk¢a yakin
dizeyde, sirasiyla 0.033 £+ 0.03 ve 0.031 £ 0.02 olarak tesbit edilmistir.
invazif guruptaki 3 hastanin (%37.5) ve noninvazif guruptaki 11 hastanin
(%47.8) Ki67 indeksinin %3 U(zerinde oldugu gérilmistir. Ayrica Ki67
indeksi %3’Un Uzerinde olan ve olmayan hastalar arasinda tedavi yanitlari,
siklin D1 genotip guruplart dagihmlari agisindan anlamh farkhlk tesbit
edilmemistir. Bu sonuglara gore Ki67 indeksinin prolaktinoma hastalarinda
prognostik belirleyici degeri bulunmamaktadir olarak degerlendiriimistir.
Literatlrde prolaktinomali hastalarin operasyon endikasyonlari nadir olmasi
nedeni ile prolaktinomall olgularda Ki67 indeksini karsilastiran yeterli sayida

arastirmaya rastlanmamigtir. Ki67 indeksi ile tumor invazyonunu karsilastiran
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calismalar daha c¢ok prolaktinoma digi veya karma guruplar uUzerinde
yapiimistir. Prolaktinomali hastalarda CyD1 geni gen polimorfizminin
incelendigi Simpson ve ark. (37) ile Gazioglu ve ark.’nin (38) ¢alismalarinda
Ki67 indeksi verileri yer almamaktadir.

Hipofiz adenomlarinda tumodrin davranis Ozelliklerini belirlemenin
amaci tedavi yanitsizligi ve rekurrens riskini belirlemektir. Prolaktin seviyesi
veya tumoér boyutunda bazal dederlere goére %50’den daha az disme
saglanmasi tedavi yanitsizhgr seklinde dederlendiriimektedir (55).
Calismamizda tedavi yaniti bazal ve son prolaktin seviyelerindeki degisim ile
adenom boyutlarindaki degisim yuzdeleri incelenerek degerlendirilmigtir.
Buna goére Ki67 indeksi =2 %3 olan hastalarda disuk Ki67 indeksi olan
hastalara gore prolaktin seviyesi ve adenom boyutu degigimleri agisindan
anlamli farklilik tesbit edilmemistir. Ayni sekilde siklin D1 genotip guruplari
arasinda da prolaktin seviyesi ve adenom boyutu degisimleri agisindan
anlaml farklihk tesbit edilmemistir. Ki67 indeksi gibi hiicre proliferasyon
goOstergeleri ile tedavi yaniti ile iligkili veriler ve siklin D1 genotip
calismalarinda prolaktinomalarda tedavi yanitlarn ile ilgili degerlendirme
bulunmamaktadir. Tumor davranisi ile tedavi yaniti arasindaki degerlendirme
sonuglari ise tutarl degildir. Tedavi sonrasi adenom boyutu degisikligi invazif
adenomlar ile invazif olmayan adenomlarda karsilastirildiinda noninvazif
adenomlarda bu oran %60.8 iken invazif adenomlarda %80.4 olarak
saptanmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Benzer
sekilde tedavi ile serum prolaktin seviyesindeki degisim de invazif hastalarda
anlamli sekilde invazif olmayanlara gére daha fazladir (%93,8 ve %81,1). Wu
ve ark.’nin (56) yaptigi calismada dev prolaktinomalarda bromokriptin
tedavisi ile ortalama 37 aylik takip suresinde tumoér gapinda ortalama %93
kligulme saptandigi bildirilmistir. Astaf'eva ve ark.’nin (57)yaptigi ¢calismada
opere olan 34 ve primer medikal tedavi (kabergolin) baslanan 23 dev
prolaktinoma hastasi nérolojik durum, gérme fonksiyonlari, hipofiz yetmezligi,
prolaktin seviyeleri ve tumdr boyutunda azalma agisindan degerlendirilmis ve
kabergolin tedavisinin cerrahi tedaviye gore tercih edilebilir secenek oldugu

bildirilmigtir. Delgrange ve ark.’nin (58)122 makroprolaktinoma olgusu ile
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yaptigi calismada erkek vel/veya invazif tUmorlerde daha ylksek doz
kabergolin ihtiyaci oldugu belirtiimis ancak hastalarin %94’inde prolaktin
seviyesinde normalizasyon saglandigi bildirilmistir.

Calismamizda aldigimiz sonuglar da invazif timor tipi veya yluksek
hicre  proliferasyonunun  tedavi yanitint  olumsuz  etkilemedigini
gOstermektedir, hatta invazif tumorlerde prolaktin seviyeleri ve adenom
boyutundaki azalmanin daha yuksek oranda oldugu saptanmistir. Bu bulgular
prolaktinomalarda invazyon varliginda tedaviye yanitin daha kotu olmadigi
hatta oransal olarak daha iyi sonug¢ alinabildigini gostermektedir. Bu oranlar
uzun surede kuratif sonu¢ anlamina gelmemektedir ancak invazif timorlerde
tedavi yaklasiminin farkli olmasi gerekmedigi dopamin agonisti tedavisi ile
cok yiiksek oranda istenilen sonucun alinabildigini géstermektedir. invazif
hipofiz adenomlarda cerrahi basarinin disukligu g6z éntne alinirsa bu tur
hastalarda  Ozellikle medikal tedavi ©n planda uygulanmalidir.
Prolaktinomalarda tedavi yanitinin daha c¢ok selliler D2 reseptorlerindeki
degisiklikler ile ilgili oldugu dusundlmektedir (6, 59). Dev prolaktinomalar da
dahil olmak uzere dopamin agonisti tedavisi tum prolaktinoma hastalarinda
ilk basamak tedavisi olarak kabul gérmektedir (6, 55).

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda siklin D1 geni nukleotid870 gen
polimorfizminin prolaktinomali hastalarda tumoérin biyolojik davranisi ile,
blylme potansiyeli ve invazifligi ile, hiicre proliferasyonunu gdsteren Ki67
indeksi ile ve dopamin agonisti tedavisine yanitlarindaki farkliliklar ile iligkili
oldugunu gosterecek anlamh bulgu tesbit edilmemistir. Bununla beraber AA
genotip orani ve A allel sikliginin onceki caligmalarda hasta ve kontrol
guruplarinda saptanan ve diger hipofiz adenomu alt guruplari igin belirtilen
oranlara gore daha ylksek bulunmasi, prolaktinomalarda siklin D1 geni
nikleotid870 gen polimorfizminin timor olusumunda erken ddnemlerdeki
onemli faktoérlerden biri oldugunu dastndirmektedir. Ancak timore ait klinik,
patolojik ve goruntuleme bulgularindaki saptanan o6zellikleri etkilemiyor
olmasi hastaligin prognozunda bir faktor olarak gdsterilemeyecegdi sonucunu

ortaya ¢ikarmaktadir.
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Buna kargin prolaktinomalarda klinik seyir ve prognozdaki
degisiklikleri belirlemede veya bu tumdrleri tanimlamada kullanilan kriterlerin
dogrulugu ise galismamiza gore tutarh bulunmamigtir. Gerek timoér boyutu
ve invazifligi, gerekse patolojik 6zelliklerinden Ki67 indeksinin tedavi yanitini
belirlemede yeri olmadigi tesbit edilmistir. Buna gore daha invazif veya
agresif denebilecek prolaktinoma hastalarinda tedavi segeneklerini
degistirmek rasyonel degildir. Bugun igin prolaktinomalarda medikal tedavi ilk
segenek olarak dev adenomlar dahil timunde onceligini korumaktadir.

Calismamizda ayrica, daha oOnceki calismalarda gosterildigi gibi,
prolaktin seviyeleri ile tumor boyutlar ve invazifligi arasinda guglu bir iligki
oldugu ve erkeklerde timoér boyutu ve invaziflik oranlarinin kadinlara goére
anlamh derecede yuksek oldugu saptanmistir. Ancak serum prolaktin
seviyeleri, tumor boyutu veya tumorun invazifliginin tedavi yaniti Gzerinde

belirleyici roli saptanmamisgtir.
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EKLER

EK-1: Hastalara ait hipofiz MR goruntulerinden 6rnekler.

C S41 C 941

Sekil-1: Dev hipofiz adenomu; Tumoér ¢apr 57 mm, bilateral kaverndz
sinusleri infiltre etmis, suprasellar bliylyen adenom 3. Ventrikul tabanina dek
yayllmis, sella tabaninda da destriksiyona yol acarak sfenoid sinlsu
doldurmus.

Sekil-2: Dev hipofiz adenomu. Sella lojunu doldurarak ekspanse eden,
sinirlari  hipofiz glandindan infindubiler stalktan, optik kiazmadan ve
hipotalamustan net olarak ayird edilemeyen, her iki tarafta kaverndz sinusu
doldurmus goérinimde, diafragmatik hiatusu suprasellar slsternaya dogru
gecgerken "8" konfigirasyonu kazanmis, multiloblle marjnli, homojen ig
yapida, dens sellller stromali, postkontrast yogun homojen sinyal artisi
gbzlenen rezidu hipofiz adenomu (Postop).
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Sekil-3: Non-invazif hipofiz adenomu. Hipofiz loju solunda, yaklasik 11x9
mm boyutunda, stalka dogru uzanan suprasellar sisternayi oblitere eden,
optik kazmada elevasyona neden olan, kontrast madde ile belirgin
boyanmayan adenom. Kaverndz sinusler invaze degil.

Sekil-4: Non-invazif hipofiz adenomu. Glandin sol lateral ve orta kesiminde
lokalize yaklasik 15x10x8mm boyutunda lezyon. Lezyonun stalkta saga
dogru deviasyona neden oldugu gozlenmektedir. Goruntu alanina giren optik
kiazma, suprasellar sisterna, bilateral kaverndz sinuslerde patolojik form ve
sinyal degisimi yok.
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uzanan ve suprasellar alani dolduran, optik kiazmaya basiya neden olan,
infindubller stalk ile sinirlari segilemeyen, inferiorinde sfenold sinlse
protride olmus, igerisinde millimetrik gapl ¢ok sayida kistik alanlara bagh T2
sekanslarda hiperintens alanlar iceren 30x28 mm boyutlarinda lezyon. Sol
ICA supraklinoid segmenti ile komsulugu bulunmaktadir.

Sekil-6: invazif Hipofiz Adenomu. Hipofiz bezinin sag tarafinda, sag karotid
arteri %50 oraninda saran, asimetrik olarak suprasellar alana dogru
blayuyerek infundibuler stalki sola dogru deviye eden, 12x10 mm boyutunda
adenom ile uyumlu lezyon. Lezyon sella tabaninda destriksiyona neden
olmakta ve sfenoid sinise dogru invazyon gostermektedir.
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