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GIRIS ve AMAC

Astrositik tiimorlerin histopatolojik tanist ve grade’lenmesi 6zgiin morfolojik bulgular
varliginda zor olmamakla birlikte, bazi olgularin tanis1 ve grade’lenmesi gerek biyopsi
materyalinin yetersizligi, gerekse oOzgiin morfolojik bulgularin biyopsi Orneklerine
yansimamasi nedeniyle sorun yaratmaktadir (1). Literatiirde sorunlar1 ¢6zebilmek amaciyla
cesitli immiinohistokimyasal belirtecler ile yapilmis cesitli ¢alismalar bulunmaktadir.
Ancak giinimiize dek objektif sonucglar elde edilememistir. Astrositik tiimorlerin
histopatolojik tanisi, grade’lenmesi ve prognozu Ongorebilme amaciyla, morfolojik
bulgulara ek katki saglayabilecek immiinohistokimyasal belirte¢/belirteclerin bulunmasi
gerekmektedir. Hiicre siklusu regiilasyon bozukluklarinin tiimérogenezis ve tiimorlerin
progresyonu ile yakin iligkisi bilinmektedir. Hiicre siklusu karisik bir siire¢ olup oldukca
fazla molekiil ile iliskilidir. Hiicre siklus diizenleyici protein olan CDC25’in, hiicre siklusu
sirasinda hiicrelerin biiyiimesi ve O0lmesinde kritik rolii vardir. CDC25, protein fosfataz
ailesinden olup siklin bagimli kinazlar1 defosforilize ve aktive etmektedir. Insan
hiicrelerinde CDC25 ailesinin ii¢ {iiyesi bilinmektedir. CDC25B, CDC2/siklin B
kompleksini aktive ederek G2M transisyonunu baglatmaktadir (2-19). Cesitli insan

timorlerinde CDC25B nin asir1 ekspresyonu gosterilmistir (20-25).

Bu calismada amacimiz progresyon gostermedigi bilinen ve invaziv potansiyeli
bulunmayan pilositik astrositomalar ile diffiiz infiltrasyon gosteren astrositomalarda
CDC25B ekspresyon paternini arastirmak ve klinikopatolojik parametreler ile
korelasyonunu yapmaktir. Ayrica CDC25B ekspresyonunu, astrositomalarda grade
yiikseldikce, ekspresyonu arttigi bilinen bir proliferasyon belirteci olan Ki-67 ve diffiiz
infiltrasyon gosteren astrositomalarin progresyonunda rolii oldugu kesin olarak bilinen

tiimor siipresor gen pS3 ekspresyonu ile karsilagtirmaktir.
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GENEL BILGILER

2.1. Santral sinir sistemi tiimorleri etiyoloji ve epidemiyoloji

IARC (International Agency For Research On Cancer-Uluslararas1 Kanser Arastirma
Merkezi) verilerine gore santral sinir sistemi (SSS) tiimorii insidans1 her 100000 kisilik
popiilasyon icin erkeklerde her yil yeni 6-11 olgu, kadinlar i¢in yeni 4-11 olgu seklindedir
(26). Gelismis iilkelerde oranlar, diger iilkelere kiyasla yiiksek bulunmaktadir (26,27).
Ornegin Amerika Birlesik Devletleri Tiimor Kayitlari esas alindiginda (The Brain Tumor
Registry of the United States-ABD Beyin Tiimorii Kayitlari-CBTRUS) tiim SSS
tiimorlerinin yas-standardize insidans1 her 100000 kisi i¢in 12.7 olarak karsimiza
cikmaktadir (28). Insidans calismalari, yillar icinde santral sinir sistemi tiimorlerinin
sikliginda artis oldugunu gostermektedir. Bunun olusumunda cevresel etkenlerin
derecesinin ne oldugu tartismali olmakla beraber, yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilleme
yontemlerinin taniy1 kolaylastirmasinin ve hasta popiilasyonunun yas ortalamalarindaki
artimin bu durumu kismen agikladigi diistiniilmektedir (29). Ancak genetik farkliliklar da
dislanamamaktadir (Resim 1) (29). Beyaz irkda SSS tiimorii sikligi siyah irka gore
belirgin olarak daha fazla goriilmektedir (30,31). Ornegin Japonya’da, glioblastoma

multiforme siklig1 Amerika Birlesik Devletleri’nin yaris1 kadardir (32).



Insidans Mortalite

Resim 1: Santral sinir sistemi timorlerinin kiiresel insidanst ve mortalite oranlar1 Kaynak: IARC
(International Agency For Research On Cancer-Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi)
Globocan 2002 verileri.

SSS tiimoérlerinin yas dagilimi incelendiginde, 25 yasindan 80 yasina kadar sikliginda
artma, 80 yasindan sonra da azalma dikkati cekmektedir (33). Histopatolojik tiplerine gore
goriilme sikligi incelendiginde, cocukluk c¢aginda pilositik astrositomalar ve
medulloblastomalar diger tiimorlerden daha sik goriiliirken, erigkin yas grubunda ise glial
timorler ve meningiomalar belirgin olarak daha siklikla goriilmektedir. ik 15 yastaki
primer beyin tiimorlerin yaklasik %40-45°1, eriskin yas grubunda ise %60-70’1 astrositik

kokenli tiimorlerdir (34-36).

SSS tiimorleri ve cevresel ajanlar arasinda iliski kuran ¢ok sayida literatiir calismasi
yapilmistir. Insanlarda karsinojenik riskleri gosteren IARC monogramlarinda, kanserojen

etkili 900’den fazla kimyasal-kompleks karisimlar ile mesleki ve enfeksiyoz ajanlar



bildirilmistir (37). Bunlarin sadece 9 tanesi (berilliyum, epiklorhidrin, klordan/hetaklor,
metiltiourasil tiorasil, propiltiourasil, kursun, diizopril sulfat ve diklormetan) insanlarda
santral sinir sistemi tiimorii ile iligkili bulunmustur (29). Beyin tiimorii gelisimi ile iliskisi
kanitlanmis en 6nemli cevresel faktor radyasyondur (29). 5 yasindan 6nce akut lenfoblastik
lenfoma (ALL) tanist nedeniyle profilaktik kranial radyoterapi alan c¢ocuklarda beyin
timori gelisimi riskinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (29, 38-40). Enfeksiyonlar i¢in
kesin olmamakla birlikte polyomaviriis simian viriis 40 (SV40) ve JC viriis (JCV) ile beyin
tiimorii arasinda iligki gosteren ¢alismalar mevcuttur (41,42). Ailevi timor sendromlart ve
bazi herediter hastaliklar (Li-Fraumeni sendromu, norofibromatozis tip 1 ve 2, Turcot
sendromu) artmig SSS tiimorii sikligr ile birliktelik gostermektedir (29). Tablo 1°de SSS

tiimorii etiyolojisinde literatiirde gecen faktorler 6zetlenmistir.

Tablo 1: Santral sinir sistemi tiimorlerinin etiyolojik faktorleri

Bilinen risk faktorleri
Herediter sendromlar: Li-Fraumeni sendromu, Turcot sendromu,
tiiberosklerozis, norofibromatozis 1 ve 2, nevoid bazal hiicre sendromu,
von Hippel-Lindau sendromu, MEN tip 1, Gardner sendromu
Bas bolgesine yiiksek doz teropatik iyonize radyasyon
Kadin cinsiyet: Meningioma, vestibiiler schwannoma, hipofiz adenomu
Erkek cinsiyet: Medulloblastoma, yiiksek grade’li gliomalar

Olasi risk faktorleri (¢calismalar var ancak kuvvetli birliktelik yok)

Japonya’da atom bombasina bagl yiiksek doz iyonize radyasyon

Diisiik doz iyonize radyasyon: Tanisal amach veya intrauterin,

niikleer sanral emisyonlari, mesleki maruziyet,

Noniyonize elektromanyetik alan: iletim aglari, elektrik aglari,

analog ve dijital kablosuz telefonlar

Mesleksel faktorler: disgiler, ressamlar, boyacilar, mekanikerler,
itfaiyeciler, plastik ve petrol rafineri iscileri, pestisit calisanlari, pilotlar

Ozgiil kimyasallara maruziyet: vinil klorid, organik ¢oziiciiler, pestisitler

N-nitroz bilesenleri, nitrézamidler ve nitrézaminler: islenmis et, tiitiin

iriinleri, baz1 sebzeler, bira, kigsel temizlik iiriinleri, bazi ilaglar

Korucu diet elemanlari: vitamin C ve E, f-karoten ve folat

Onceki medikal durumlar: Kafa travmasi, epilepsi ve epilepsi tedavisi,

multipl sklerozis ve tiiberkiiloz

Viriisler ve diger enfeksiyoz ajanlar: polyomaviriisleri (SV40, JC, BK),
Herpesvirusleri, Toxoplasma gondi

Genetik belirtecler: A kan grubu

Veriler: Gurney ve ark. [27], Little [43], Davis ve Preston-Martin [44],
Bondy ve Wrensch [45], Inskip ve ark. [46], Kuijten ve Bunin [47].



2.2. Santral sinir sistemi tiimorlerinin siniflamasi

SSS tiimorlerinin ¢ok cesitlilik gostermeleri nedeniyle ile herkes tarafindan kabul gormiis
bir siniflama yapilmasi zordur. Beyin tiimorlerinin bugiinkii siniflamasinin temelini
Virchow atmistir. 1863 yilinda beynin hiicreler arasi matriksi olan norogliay1 tariflemis,
tiimorlerin makroskopik ve mikroskopik 6zellikleri arasinda baglant1 kurulmasini saglamis
ve “glioma” terimini de ilk olarak o kullanmistir (48). Histopatolojik siniflama ise 1926
yilinda Bailey ve Cushing tarafindan yapilmistir (49). Ancak bu siniflama karmasiklig
nedeniyle kabiil gérmemistir. Yirminci yiizyilin ortasinda Kernohan yeni ve basit bir
siniflama gelistirmistir (50). Bu sinmiflama ile daha ©nce tanimlanmis olan karmasik
histogenetik siniflama, basit 5 glial tiimor kategorisine (astrositoma, ependimoma,
noroastrositoma, medulloblastoma ve oligodendroglioma) indirgenmistir. Glial tiimorleri
ise 4 evre seklinde gruplandirilmistir. Bu evrelendirmede temel alinan bulgu anaplazinin
derecesi olmustur. Ancak bu siniflamada evre I-II ve evre III-IV arasinda belirgin bir
biyolojik davranig farkliligi olmamasindan dolayr eksiklikler bulunmaktaydi. Ringertz
1950 yilinda 3 evreli bir sistem 6nermistir (51). Astrositoma terminolojisinin gelismesinde
Ziilch, Russell ve Rubinstein’in onemli katkilart olmustur (52-56). 1993 yilinda WHO
(World Health Organisation-Diinya Saghk Orgiitii) beyin tiimorlerini evre I-II-III-IV
olacak sekilde siniflandirmistir (57, 58). Bu smiflamada morfolojik 6zelliklerin yani sira
sag kalim siireleri de goz Oniine alinmistir. Giinlimiizde hemen hemen tamamen siniflama
patolojiye dayanmaktadir ve genis kesimlerce kabiil géren grade’leme sistemi 1993 yilinda
yapilan WHO smiflamasinin, 2000 yilinda yeniden gozden gecirilmis halidir (34, 59)

(Tablo 2).



Tablo 2: WHO santral sinir sistemi tiimorleri histolojik siniflandirmasi

A) NOROEPITELYAL DOKU TUMORLERI

1. Astrositik tiimorler

a. Diffiiz astrositoma
1. Fibriler astrositoma
2. Protoplazmik astrositoma
3. Gemistositik astrositoma

b. Anaplastik astrositoma

c. Glioblastoma multiforme
1. Dev hiicreli glioblastoma
2. Gliosarkom

d. Pilositik astrositoma

e. Pleomorfik ksantroastrositoma

f. Subependimal dev hiicreli astrositoma

2. Oligodendroglial tiimorler
a. Oligodendroglioma

b. Anaplastik oligodendroglioma

3. Mikst gliomalar
a. Oligoastrositoma

b. Anaplastik oligoastrositoma

4. Ependimal tiimorler

a. Ependimoma
1. Selliiler ependimoma
2. Papiller ependimoma
3. Seffaf hiicreli ependimoma
4. Tanisitik ependimoma

b. Anaplastik ependimoma

c. Miksopapiller ependimoma

d. Subependimoma



5. Koroid pleksus tiimorleri
a. Koroid pleksus papillomu

b. Koroid pleksus karsinomu

6. Kokeni belli olmayan glial tiimorler
a. Astroblastoma
b. Gliomatozis serebri

c. 3. ventrikiiliin koroid gliomas:

7. Noronal ve mikst noroglial tiimorler
a. Gangliositoma
b. Serebellumun displastik gangliositomu
c. Desmoplastik infantil astrositoma/ganglioglioma
d. Disembriyoblastik noroepitelyal tiimor
e. Ganglioglioma
f. Anaplastik ganglioglioma
g. Santral ndrositoma
h. Serebellar lipondrositoma

i. Filum terminalenin paragangliomu

8. Noroblastik tiimorler
a. Olfaktor noroblastoma (estesiondroblastoma)
b. Olfaktor noroepitelyoma

c. Adrenal gland ve sempatik sinir sistemi néroblastomu

9. Pineal parenkimal tiimorler
a. Pineasitoma
b. Pineablastoma
c. Orta derecede differansiasyon gosteren pineal

parankimal timor



10. Embriyonal tiimorler

a. Medulloepitelyoma

b. Ependimoblastoma

c. Medulloblastoma
1. Desmoplastik medulloblastoma
2. Biiytik hiicreli medulloblastoma
3. Medullomyoblastoma
4. Melanositik medulloblastoma

d. Supratentoriyal primitif noroektodermal tiimorler
1. Noroblastoma
2. Ganglionoroblastoma

e. Atipik teratoid/rabdoid tiimor
B) MENINGIAL TUMORLER

1. Meningotelyal hiicre tiimorleri
a. Meningioma
1. Meningotelyal meningioma
. Fibroz (fibroblastik) meningioma
. Transizyonel meningioma

. Psammomatdz meningioma

2

3

4

5. Anjiyomatdz meningioma
6. Mikrokistik meningioma

7. Sekretuvar meningioma

8. Metaplastik meningioma

9. Lenfoplazmasit zengin meningioma
10. Seffaf hiicreli meningioma

11. Kordoid meningioma

12. Atipik meningioma

13. Papiller meningioma

14. Rabdoid meningioma

15. Anaplastik meningioma



2. Mezenkimal meningotelyal hiicre kokenli olmayan tiimorler
a. Lipoma
b. Anjiolipoma
c. Hibernoma
d. Liposarkoma (intrakranial)
e. Soliter fibroz timor
f. Fibrosarkoma
g. Malign fibroz histiositoma
h. Leiomyoma
1. Leiyomyosarkoma
j. Rabdomyoma
k. Rabdomyosarkoma
1. Kondroma
m. Kondrosarkoma
n. Osteoma
0. Osteosarkoma
p. Osteokondroma
q. Hemanjiyoma
r. Epiteloid hemanjiyoendotelyoma
s. Hemanjiyoperisitoma
t. Anjiyosarkoma

u. Kaposi sarkomu

3. Primer melanositik lezyonlar
a. Diffiiz melanositozis
b. Melanositoma
c. Malign melanoma

d. Meningeal melanomatosis

4. Belirsiz histogenez tiimorleri

a.Hemanjioblastoma



C) PERIFERIK SINIR TUMORLERI

1. Schwannoma
a. Selluler schwannoma
b. Pleksiform schwannoma

c. Melanositik schwannoma

2. Norofibroma

a. Pleksiform norofibroma

3. Perin6roma
a. Intranoral perinéroma

b. Yumusak doku perindromu

4. Malign periferik sinir kilifi tiimorleri (MPNST)
a. Epitelioid MPNST
b. Diverjant mezenkimal ve / veya epiteloid farklilagma gosteren MPNST
c. Melanotik MPNST
d. Melanotik psammomatoz MPNST

D) LENFOMALAR VE HEMATOPOETIK TUMORLER

1. Malign lenfoma
2. Plazmositoma

3. Graniilositik sarkoma

E) GERM HUCRELI TUMORLER

1. Germinoma
2. Embriyonal karsinoma
3. Yolk sac tiimor

4. Koryokarsinoma

10



5. Teratoma
a. Matiir teratoma
b. Immatiir teratoma
c. Malign transformasyon gosteren teratoma

d. Mikst germ hiicreli timor teratoma
F) SELLAR BOLGE TUMORLERI
1. Kraniofarinjioma
a. Adamantinomatodz kraniofarijioma
b. Papiller kraniofarijioma

2. Graniiler hiicreli timor

G) METASTATIK TUMORLER

2.3. Astrositik tiimorlerin genel 6zellikleri

Neoplastik astrositlerden olusan; santral sinir sisteminin farkli alanlarinda yerlesim
gosteren, yas, cinsiyet, bilyiime ve invaziv potansiyelleri, morfolojik bulgulari, progresyon

egilimleri ve klinik davranislar1 oldukca genis neoplazi grubudur. Klinikopatolojik olarak

siniflama su sekildedir (59):

- Diffiiz infiltrasyon gOsteren astrositomalar

- Diffiiz astrositoma (WHO grade II)
- Anaplastik astrositoma (WHO grade III)

- Glioblastoma multiforme (WHO grade 1V)

- Pilositik astrositoma (WHO grade 1)

- Pleomorfik ksantoastrositoma (WHO grade II)

- Subependimal dev hiicreli astrositoma (WHO grade 1)

11



2.4. Pilositik astrositoma (WHO grade I)

Pilositik astrositoma (PA) tipik olarak ilk iki dekatta, cinsiyet ayrimi1 gdzetmeksizin izlenir
(59). 5-19 yaslar arasinda en sik goriilen beyin tiimoriidiir (60). 50 yas iizerinde
goriilmeleri enderdir. Serebral astrositomalarin %10’u, serebelllar astrositomalarin
ise %85’ini olusturur (59). Noroaksis boyunca herhangi bir yerde yerlesim gosterebilir.
Sevdigi alanlar optik sinir (optik sinir gliomu), optik kiazma/hipotalamus, talamus, bazal
ganglia, serebral hemisferler, serebellum (serebellar astrositoma) ve beyin sapidir (dorsal
egzofitik beyin sap1 gliomu) (59). Lezyonlarda serebral korteks tutulumu sik olmadigindan
nobet beklenen bulgulardan degildir (61, 62). Optik yollar1 tutarsa goérme kaybina,
intraorbital yerlesimlilerde proptozis olabilir. Hipotalamus veya hipofiz bezi tutulumuna
bagh sismanlik, diabetes insipitus goriilebilir (63). Serebellar PA genelde sakarlik, bas
agris1, mide bulantist ve kusma ile klinik verirler. PA, ndrofibromatozis tip 1 (NF1)’ de
izlenen baglica primer santral sinir sistemi neoplazisidir (64, 65). PA hem bilgisayarl
tomografi, hem de MRI’ da iyl smrli ve kontrast tutan lezyonlardir (66). Kontrast
tutulumu damardan ¢ok zengin olmalariyla agciklanmaktadir. Kontrast tutulumunun olmasi
DA’dan (kontrast tutulumu yoktur) ayrimda onemlidir (59). Cok az1 kalsifiyedir ve kist
formasyonu siktir (67). Makroskopik olarak ¢ogu PA yumusak ve gri renkli olup kistlerden
zengindir. Histolojik olarak kompakt ve gevsek alanlar ile karakterli bifazik paterne
sahiptir (Resim 2). Tiimoriin daha kompakt kisimlarinda, bipolar piloid hiicreler goriiliir.
Bu hiicrelerin olduk¢a uzun, kuvvetli GFAP ekspresyonuna sahip sag¢-benzeri hiicre
prosesleri ve uzamis niikleuslar1 vardir (Resim 3). Bu alanlarda siklikla Rosenthal fibrilleri
goriiliir. Rosenthal fibrilleri helezon sekilli, parlak eozinofilik hiyalen materyaldir (Resim
4). Tamda yardimci olmakla birlikte, patognomonik degildir. Reaktif glioziste de sik
goriilen bir bulgudur (59). Ultrastriktiirel olarak amorf elektron-dens yapilar ve bunlar

saran glial filamenlerden olustugu gosterilmistir (68). Tiimoriin daha gevsek goriintimlii
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mikrokistik alanlardaki hiicreler ise siklikla protoplazmik astrosit goriiniimiindedir. Bu
hiicrelerde, niikleus yuvarlak-ovaldir. Hiicreler kii¢iik boyutta, hiicre prosesleri ise kisa ve
oriimcek ag1 seklindedir. Piloid hiicrelerin aksine bu hiicreler fibrilden fakir olup zayif
GFAP ekspresyonu gosterirler. Bu alanlarda siklikla eozinofilik graniiler cisimler izlenir
(Resim 5). Eozinofilik graniiler cisimler astrositik hiicre cikintilarinin globiiler

agregatlaridir. Bunlar da patognomonik olmayip; ganglion hiicreli tiimorlerde ve

pleomorfik ksantoastrositomada da izlenir (59).

8 PR PN ral i f e O ne Yey ) . o
Resim 2: Pilositik astrositomada tipik bifazik patern. Kompakt, fibrilden zengin alanlar ile mikrokistlerin
eslik ettigi hiposelliiler alanlar (Olgu 43, H&E x40).
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Resim 4: Rosenthal fibrilleri, pilositik astrositoma tanisinda yardimci bulgulardan biridir (Olgu 42, H&E
x400).
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Resim 5:  Eozinofilik graniiler cisimlerde tipki Rosenthal fibrilleri gibi patognomonik olmayip taniya
yardimci bulgulardan biridir (Olgu 46, H&E x400).

PA yavas biiyliyen lezyon oldugu icin regresif degisiklikler siktir. Belirgin olarak
hiyalinize, bazen telenjiektatik damarlar, kalsifikasyon, lenfosit infiltrasyonu, regresyon
bulgularindandir. Eski kanama odaklar1 ve hemosiderin pigment birikimi siktir. Akut
hemoraji sik degildir. Ender mitoz (olgularin %30’unda 50 biiyiik biiylitme alaninda 1-2
mitoz goriilebilir), arada hiperkromatik niikleuslar, mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz,
meninkslere infiltrasyon goriilebilir. Bunlarin higbiri malignite kriteri degildir (69). Nekroz
seyrek olarak goriilebilir ve spontan tiimor nekrozundan c¢ok infarkta baglidir; ancak
psodopalisatlanan neoplastik hiicreler goriilmez (59). Sasirtict olarak PA’da noroaksis
boyunca yayilimi olabilir (70). Primer tiimor ve implantlarda biiylime yavas oldugu siirece
bu bulgu da agresif biiyiime bulgusu degildir (70). Genel kural olarak tiimiiriin seyri
anaplastik doniisiimden ziyade regresyon yoOniindedir (59). Ender de olsa malign

transformasyona ugramis pilositik astrositomalar da vardir (69, 71, 72). Bunlarda belirgin
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olarak artmis mitozun yani sira mikrovaskiiler proliferasyon ve palisatlanan nekroz
izlenmistir. Prognozlarinin glioblastoma multiforme kadar kotii olmadigindan bu
lezyonlara anaplastik (malign) PA denmesi uygundur (59). Bu olgularda 6ykiide siklikla
radyoterapi bulundugundan, radyasyonun malign degisimi baslatan faktér oldugu
diisiiniilmektedir (69, 71). Ayrica, uzun siireli ve yineleyen hipotalamik ve beyin sap

tiimorleri lokalizasyonlarina bagli olarak 6liimciil seyredebilir (59).

2.5. Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositomalarin genel ozellikleri

Tiim primer beyin tiimorlerinin %60’indan fazlasini olusturan intrakranial neoplazi
grubudur (73). Santral sinir sisteminin herhangi bir yerinde gelisebilmekle birlikte en sik
serebral hemisferleri severler. Genelde yetiskin hastalarda goriiliirler (29). Histopatolojik
bulgular1 ve biyolojik davraniglar1 oldukca farklidir (34). Histolojik grade’den bagimsiz
olarak beyin parankimine diffiiz infiltrasyon gostermeleri 6nemli Ozelliklerinden biridir
(Resim 6) (59). Bu grubun en malign olan1 glioblastoma multiforme (GBM) olup diger
iyeleri diffiiz astrositoma (DA) ve anaplastik astrositomadir (AA) (58). Giiniimiizde 2000
yilinda modifiye edilen WHO siniflamas1 kullanilmaktadir (34). Diffiiz infiltrasyon
gosteren astrositomalar1 grade’lemede kullanilan kriterler; 1988 yilinda yayinlanan ve aym
zamanda yazarlarinin adi (Daumas-Duport) ile de bilinen St. Anne/Mayo sistemi ile
belirlenmistir (74). Giiniimiizde genis kesimlerce kabiil goren bu sistemde 4 kriter esas
alinmaktadir. Bunlar; niikleer atipi, mitotik aktivite, selliilarite, vaskiiler proliferasyon
ve/veya nekrozdur (74). Bu grade’leme sistemi sag kalimi 6n gormede oldukca bagarilidir
(75). Genel kural olarak, grade’leme anaplazinin en yliksek oldugu alana gore yapilir (59).

Tablo 3’de WHO ve St. Anne/Mayo grade’leme sisteminin kiyaslamasi gosterilmektedir.
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Resim 6: Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositomalarda, histolojik grade’den den bagimsiz olarak beyin
parankimine infiltrasyon tipik morfolojik 6zelliktir (Olgu 13, H&E x400).

Tablo 3: WHO ve St. Anne/Mayo grade’leme sisteminin kiyaslamasi

St. Anne/Mayo

WHO WHO tanimlamasi Tanimlama Histolojik kriter

grade

I Pilositik astrositoma

I Diffiiz astrositoma Astrositoma Bir kriter: genelde niikleer atipi

grade 2

1 Anaplastik Astrositoma Iki kriter: genelde niikleer atipi
astrositoma grade 3 ve mitotik aktivite

v Glioblastoma Astrositoma Ug kriter: niikler atipi, mitotik
multiforme grade 4 aktivite, endotelyal proliferasyon

ve/veya nekroz
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2.6. Diffiiz astrositoma (WHO grade II)

Diffiiz astrositoma (DA) tiim astrositik beyin tiimorlerinin %10-15’ini olustur (73). Diger
infiltratif astrositomalar ile kiyaslandiginda; daha siklikla genc yetiskinlerde goriiliirler.
Ortalama goriilme yas1 2006 yili CBTRUS verilerine gore 46, Ziirich serisine gore 41°dir
(29, 60, 73). Hafif bir erkek predominans1 vardir (29). Diger infiltratif astrositomalar gibi
en sik serebral hemisferlerde gelisirler (59). Beyin sap1 ve spinal kord diger sevdigi alanlar
olmakla birilikte; nadiren serebellumda goriiliirler (59). Tiimoriin en sik goriilen baslangi¢
bulgusu nobet ve kitle etkisine bagli semptomlardir. Bu semptomlar arasinda; konugma
giicliigii, gorme bozukluklari, his duyusunda degisme ve motor defisit sayilabilir.
Bilgisayarli tomografide DA’lar diizensiz smirli, diisiik dansiteli ve kontrast tutmayan
homojen kitle olarak karsimiza cikar (76). Fokal kontrast tutulumu olan olgularda 6nceki
radyoterapi Oykiisii sorgulanmalidir (59). Oykii yok ise anaplastik astrositomaya (AA)
progresyon akla gelmelidir (76). Kontrast tutulumu olan ve radyolojik olarak diisiik
grade’li bir astrositoma diisiindiiren durumlarda, pilositik astrositoma (PA) diisiiniilmelidir
(59). Kontrast tutulumu olan bir lezyonda histolojik goriiniim sadece DA ile uyumlu ise
yetersiz Ornekleme acgisindan siiphelenilmelidir (59). Magnetik rezonans incelemesinde T1
agirlikli kesitlerde hipointens, T2 agirlikli kesitlerde ise hiperintens olarak goriiliirler (77).
Gadolinium tutulumu sik degildir, ancak tiimoriin grade’i arttikca tutulum olabilmektedir

(59).

Makroskopik olarak, infiltratif olmalar1 nedeniyle sinirlarini belirlemek zordur. Timor
kesiti gri-sar1 renkli olup yumusak kivamhdir. Cok sayida degisik c¢aplarda kistler
bulunabilir. Yogun mikrokist gelisimi oldugunda jelatindz goriiniim izlenebilir. Kist

icerisinde berrak sivi bulunabilir. Tiimorde fokal kalsifikasyon olabilir. Sinirlar1 belirgin,
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kesit yiizii nekrotik ve hemorajik olan kisimlar varsa AA’ya transformasyon

diistiniilmelidir (59).

Histopatolojik olarak DA komsu beyin parankimine infiltre; gevsek, siklikla mikrokistik
bir zeminde, iyi differansiye fibriler veya gemistositik morfolojide neoplastik astrositlerden
olusmaktadir. Selliilarite orta derecede artmistir. Niikleer atipi fazla degildir. Mitotik
aktivite beklenen bulgu degildir (74,75). Orijinal St. Anne-Mayo grade’leme semasina
gore tek mitozu olan astrositomalar grade III olarak sinmiflanmaktadir (74). Ancak tek bir
mitozun izlendigi grade III astrositoma, hi¢ mitozun izlenmedigi grade II astrositomadan
seyir olarak farkli davranmamaktadir (34). Sonucta iyi 6rneklenmis bir olguda, hazirlanan
kesitlerde tek bir mitozun goriilmesi halinde tam1 DA olmalidir. Nekroz ya da
mikrovaskiiler proliferasyon DA’da goriilmez. Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasinda,
neoplastik astrositlerin taninmasi temelde niikleer ozelliklere baghdir (78). Normal
astrositlerde niikleus oval-elonge olup vezikiilerdir. Niikleol belirgindir. Kromatin
kiimeleri orta biiyiikliiktedir. Zeminden ayirt edilebilen boyanabilir sitoplazma goriilmez.
Neoplastik astrositler ile ayrimi sorunlu olan reaktif astrositlerde ise niikleus biiylimiis,
sitoplazma ise belirginlesmistir (78). Astrositler aktivite ve homojen dagilim gosterir.
Bazilarinin iri niikleuslar1 vardir (Resim 7). DA’daki neoplastik astrositler ise hem sayica
ve hem de boyutca artmistir. Tiim niikleuslar benzer goriinimdedir. Hafif diizeyde anaplazi,
sayica artim ve morfolojik olarak monoton goriiniim neoplastik olduklarinin en 6nemli
belirtecleridir (Resim 8). Tablo 4’te reaktif gliozis ve glioma ayiriminda kullanilan

ozellikler 6zetlenmistir.
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Tablo 4: Gliozis ve astrositomamin bashca farkhihklar:

Gliozis Astrositoma

Sitoloji Stellat hiicreler Degisken
Selliilarite Hafif Artmis
Dagilim Homojen Diizensiz
Gri-beyaz bileske Korunmus Kayip

Mitoz Ender Sik degil
Mikrokistler Ender Sik
Kalsifikasyon Yok Bazen
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Resim 8: Diffiiz astrositoma. Mikrokistik tiimor matriksi i¢erisinde selliilarite arttmi ve niikleer atipi gosteren
astrositler (Olgu 27, H&E x200).

Diffiiz astrositomalarda ayni tiimoriin farkli alanlarinda veya farkli tiimorlerde degisik
histolojik 6zellikler goriiliir. Ancak tiimorii olusturan neoplastik hiicrelere gore kabaca 3
ana tip sayilabilir (34).

- Fibriler astrositoma
- Gemistositik astrositoma

- Protoplazmik astrositoma

1) Fibriler astrositoma

Diffiiz astrositomanin en sik goriillen varyantidir. Fibriler neoplastik astrositler baskin
hiicre tipidir. Seliilarite diisiik ya da orta diizeydedir. Sitoplazma siklikla belirgin olmayip;
ciplak niikleus goriinlimii olugmaktadir. Miisindz sivi igeren mikrokistler karakteristik

ozelligidir (59).
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2) Gemistositik astrositoma

Gemistositik neoplastik astrositlerin tiim timor hiicrelerinin %20 sinden fazlasini
olusturdugu diffiiz astrositoma varyantidir. Gemistositlerin orani1 yaklasik olarak %35’ tir
(79). “Cut-off” deger olan %20, Krouwer ve arkadaslar1 tarafindan belirlenmistir (80).
Gemistositler histolojik olarak siskin, camsi, eozinofilik sitoplazmali ve anguler sekillidir
(Resim 9). Gemistositik neoplastik astrositler, perikarya ve hiicre proseslerinde yapisal
olarak glial fibriler asidik protein (GFAP) ekspresyonu gosterirler (Resim 10). Niikleus
siklikla eksantrik yerlesimlidir, niikleol kiiciiktiir.  Elektomikroskopik incelemede
sitoplazmada ve hiicre proseslerinde yogun, kompakt glial filamenler ile biiyiimiis

mitokondri izlenir (81).

Resim 9: Gemistositik astrositoma. Tiimor hiicreleri iri, hafifce eozinofilik sitoplamali ve niikleuslar:
periferik yerlesimlidir (Olgu 28, H&E x200).
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Resim 10: Gemistositik neoplastik astrositlerde perikarya ve hiicre proseslerinde kuvvetli GFAP
ekspresyonu (Olgu 28, immiinperoksidaz x100).

3) Protoplazmik astrositoma

En az goriilen varyant olup baslica kii¢iik hiicre cismine ve az sayida kisa proseslere sahip,
glial filamentlerden fakir ve GFAP ekspresyonu az olan, uniform goriiniimlii neoplastik
astrositlerden olusur. Mukoid dejenerasyon ve mikrokist formasyonu sik ve karakteristik

bulgulardir (59).

2.7. Anaplastik astrositoma (WHO grade III)

Tan1 aninda ortalama yas 2006 yili CBTRUS verilerine gore 51, Ziirich serisine gore ise
44°diir (29, 60). Ortalama tan1 yas1 DA ile kiyaslandiginda hafif yiiksek, GBM (61 yas) ile

kiyaslandiginda ise diisiiktiir. Erkeklerde daha sik goriilmektedir (E/K oranmi, 1.8/1) (29).
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Lokalizasyon ve semptomlar DA’da goriilenlere benzerdir. Radyolojik olarak anaplastik
astrositoma diigiik dansiteli, sinirlar1 diizensiz kitle seklindedir (59). DA’nin aksine,
parsiyel kontrast tutulumu siklikla goriiliir fakat GBM’de goriilen yiiziik seklinde tipik
kontrast tutulumu yoktur (77, 82). Hizli timor biiylimesine baglh sift etkisi ve intrakranial
basing artist goriilmektedir. DA’ya kiyasla hiicreden daha zengin olduklar igin,
makroskopik olarak daha belirgin tiimor kitlesi olusturma ve ¢evre beyin dokusundan daha
keskin sinirla ayrilma egilimindedir (59). Ana histopatolojik bulgular artmis selliilarite,
belirgin niikleer atipi (niikleer boyutta artim, pleomorfizm, kromatinde kabalasma ve
dagilma, niikleol belirginligi ve niikleol sayisinda artim) ve belirgin mitotik aktivitedir
(Resim 11) (74). Mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz goriilmez. AA’lar, DA’nin

ilerlemesinden gelisebilecegi gibi, de novo da gelisebilmektedir (59). GBM’ye ilerleme

egilimleri vardir. GBM’ye ilerleme en 6nemli prognostik faktordiir (59).

Resim 11: Anaplastik astrositoma. Yiiksek selliilarite, belirgin niikleer atipi ve mitotik aktivite
karakteristik 6zellikleridir. Isaretli alanda mitoz goriilmektedir (Olgu 21, H&E x200).
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2.8. Glioblastoma multiforme (WHO grade 1IV)

GBM’nin ilk olarak 1863 yilinda Virchow tarafindan “glial orijinli tiimor” olarak
tanimlandigint goérmekteyiz (48). Strauss ve Globus ilk kapsaml tarifi yapmislar ve
spongioblastoma multiforme terimini kullanmiglardir. (83). 1926 yilinda Bailey ve
Cushing, spongioblastoma multiforme terimini GBM olarak degistirmistir (49). Scherer ve
Kernohan GBM’nin; malign astrositoma oldugunu ve bazen daha diisiik dereceli
lezyonlarin progresyonu ile gelistigini sOylemistir (50). GBM astrositik timor
spektrumunun en malign iiyesidir ve en sik goriilen beyin tiimoriidiir (84,85). Tek baslarina
intrakranial —neoplazmlarin ~ %12-15’ini,  astrositik  tlimorlerin  ise  %50-60’1n1
olusturmaktadirlar (29). Insidans1 erkekler icin 100000’lik popiilasyonda, her yil yeni 3.32
olgu, kadinlar icin 2.24 olgu seklindedir (85). GBM her yasta gelisebilmekle birlikte, pik
insidans1 45-70 yas arasindadir. Ziirich Universitesi serilerinde olgularm 2/3’ii bu yas
grubundadir (29). Tam1 aninda ortalama yas 2006 yili CBTRUS ve Ziirich serisine gore
61°dir (29, 0). Erkeklerde daha siklikla goriiliirler (E/K orani, 1.5:1) (29). GBM’ler siklikla
serebral hemisferlerde, subkortikal beyaz cevherde gelisir (59). Ziirich serilerinde en sik
goriildiigii yer temporal lobdur (%31) (29). Bunu paryetal (%24), frontal (%23) ve
oksipital (%16) loblar takip etmektedir. Kombine fronto-temporal lokalizasyon tipiktir.
Tiimor siklikla komsu dokulara (korteks, bazal ganglia ve kontrlateral hemisfer) infiltredir.
Beyin sapi, serebellum ve spinal korda az goriildiigii alanlardir. Beyin sap1 yerlesimliler
siklikla c¢ocuklarda goriiliir (59). Diisiik grade’li astrositik tiimoriin progresyonu ile
karakterli sekonder GBM olgular1 disinda klinik 6ykii genelde 3 aydan azdir (85, 86).
Hastalar siklikla epileptik nobet sonrasinda 6zgiill olmayan norolojik semptomlar, bas
agris1 ve kisilik degisiklikleri tarifler. Radyolojik olarak tipik goriiniimii; diizensiz sekilli,
cevresinde yliziik seklinde kontrast tutulumu olan, genelde hipodens santral nekroz alani

iceren lezyondur (77, 82). Bu kontrast alanlar1 tiimoriin periferindeki hiicreden ve
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damardan zengin alanlardir (Resim 12). T2 agirlikli goriintiilerde bu zon daha genis, daha

diizensizdir ve ¢evredeki vazojenik 6dem ile birliktedir.

Resim 12: Glioblastoma multiformede T1 agirlikli kesitte, godolinium enjeksiyonu sonrasinda tipik yiiziik
sekilli konrast tutulumu (Kaynak: http://www.home.physics.wisc.edu/gilbert/mri.gif).

Makroskopik olarak zayif sinirli ve degisken renklerde kesit yiiziine sahip olup gri renkli
alanlar tiimor, sar1 renkli alanlar nekroz, kirmizi ve kahverenkli alanlar ise yeni ve eski
kanama odaklaridir (59). Lezyon genelde tek tarafli olmakla birlikte beyin sap1 ve korpus
kallosum yerlesimlilerde bilateral ve simetrik olabilir. Cogu olguda klinik 6ykiiniin kisa
olmasina ragmen tiimorler sasirtict sekilde tan1 aninda biiyiiktiir. Infiltratif yayilim ve cevre
dokulara hizli invazyon sik bulgudur. Yine sik olarak korpus kollosum yoluyla, diger
hemisfere yayilim goriilebilir. Bu tablo radyolojik olarak kelebek gliomu denen bilateral,
simetrik lezyona neden olur (Resim 13). Perivaskiiler bosluklar boyunca yayilim diger

tipik bulgudur (87). Dura, venoz siniis ve kemik invazyonu ¢ok enderdir (59).

26



Resim 13: Glioblastoma multiformede belirgin nekroz ve hemoraji izlenmekte; korpus kollosum
yoluyla diger  hemisfere yayilim kelebek gliomu olarak adlandirilmaktadir (Kaynak:
http//www.pathguy.com/lectures/gbm.jpg).

GBM’de histopatolojik bulgular; hiicresel pleomorfizm, niikleer atipi, cok belirgin mitotik
aktivite, mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekrozdur (74). Multiniikleer dev hiicreler
GBM icin tipik hiicrelerdir (Resim 14) (59). Ancak bunlar tani i¢in gerekli degildir.
Herhangi bir prognostik onemi de gosterilmemistir (88). Dev hiicreler tabloya cok hakim
ise dev hiicreli GBM terimi kullanilmaktadir (34). Her ne kadar az differansiye alanlar
tabloya hakim dahi olsa en azindan fokal bir alanda daha iyi differansiye neoplastik

astrositler secilebilir. Bu durum, 6zellikle sekonder GBM’de izlenmektedir (86).
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Resim 14: Glioblastoma multiforme. Yiiksek derecede anaplazi ve multiniikleer dev hiicreler tipik
morfolojik bulgulardir (Olgu 12, H&E x400).

GBM’de 2 nekroz tipi izlenir. Mikroskopik olarak goriilen nekroz tipinin ilki (90-92),
genelde genis caph karsimiza ¢ikan koagiilasyon nekrozudur (Resim 15). Bu biiyiik nekroz
alanlarinin kan akimu yetersizligine baglh gelistigi (iskemik nekroz) diisiiniilmektedir (59).
Genis iskemik nekroz alanlar1 zayif prognoz ile iligkilidir (90-92). Diger nekroz tipi ise cok
sayida, kiiclik, diizensiz sekilli solucan benzeri odaklar seklinde nekrotik odaklar ve
bunlarin etrafinda radial olarak cit seklinde dizilen kiiciik, fusiform glioma hiicreleri ile
karakterli psodopalisat paternde nekrozdur (Resim 16) (59). Psodopalisat paternde nekroz

GBM tanisi i¢in en 6nemli bulgulardan biridir (93).
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Resim 15: Glioblastoma multiformede genis iskemik nekroz (Olgu 2, H&E x100).

Resim 16: Psodopalizat paternde nekroz glioblastoma multiformede en 6nemli tanisal 6zelliklerden biridir
(Olgu 7, H&E x100).
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Mikrovaskiiler proliferasyon tipik olarak genelde nekroz alanlari ¢evresinde glomeriiloid
kiime seklinde izlenmektedirler (Resim 17) (59). Orijinal St. Anne/Mayo grade’leme
sisteminde mikrovaskiiler proliferasyon terimi yerine endotelyal proliferasyonu terimi
kullanilmaktaydi (74). Ancak cok tabakali, mitotik yonden aktif endotelyal hiicrelerin yam
sira bu alanlarda diiz kas hiicreleri ve perisitlerin de oldugu gosterilmistir (94-96). Bu

nedenle artik endotelyal proliferasyonu terimi yerine mikrovaskiiler proliferasyona

birakmuistir.
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Resim 17: Glioblastoma multiformede, mikrovaskiiler proliferasyon ¢ok tabakali glom-erﬁl benzeri yapi
olarak karsimiza ¢ikar (Olgu 1, H&E x200).

GBM hiicreleri santral sinir sisteminde bariyer olusturan bir yapiya (korteksin subpial zonu,
subependimal alan ve noronlar) ulastiklarinda, bu alanlarda dizilme ve kiimelenme
egilimindedir. Noronlar etrafindaki dizilim satellitozis olarak adlandirilmaktadir (Resim

18). Bu goriiniim oldukg¢a tanisaldir (59).
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Resim 18: Noronlar etrafinda tiimor hiicrelerinin dizilimi satelitozis olarak adlandirilir (Olgu 3, H&E x400).

GBM, DA’nin ve AA’nin ilerlemesi seklinde gelisebilecegi (sekonder GBM) gibi, siklikla
3 aydan kisa bir klinik Oykii sonrasinda, daha az malign prekiirsor lezyona ait bulgu
olmadan; de novo (primer GBM) olarak da gelisir (85, 86). Primer GBM ortalama 55 yasta,
sekonder GBM ise tipik olarak daha genc¢ hastalarda (<45 yas) goriilmektedir (59).
Sekonder GBM’li hastalarin prognozunun primer GBM’ye kiyasla hafifce daha iyi oldugu

one siiriilmektedir (97).

GBM’de 10q’da heterozigotluk kaybi1 (LOH) en sik goriilen (%69) genetik degisimdir.
Bunu EGFR amplifikasyonu (%34), p53 mutasyonu (%31), p16 delesyonu (%31) ve PTEN
mutasyonu (%?24) izler. Sekonder GBM’de p53 mutasyonu ve LOH 10q siktir (76). Primer

ve sekonder GBM nin farkli genetik yolaklar izledikleri gosterilmistir (34, 59) (Tablo 5).
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Tablo 5: Primer ve sekonder glioblastoma multiformenin izledigi genetik yolaklar

P53 mutasyonu (=65%)
PDGF-A,PDGFR-1
agin ekspresyonu (~B0%)

Diisiik dereceli astrositoma

LOH 19q { ~50%)
RE alterasvony (~25%)

Anaplastik astrosi

LOH 10g
PTEN mutasyonu (5%
DCC ekspresyonu kaybi (~50%)

PDGFR-u amplifikasyony (<10%)

Differansive astrosit veya prekiirsér hicreler

EGFR

amplifikasyan (~40%)
agin ekspresyon (~60%)

MDM2

amplifikagyan (=10%)
asin ekspresyan (~50%)

P16 delesvany (30-40%)

LOH 10p ve 10q
PTEN mutasyonu (~30%)

RB alterasyony

Kaynak: Kleiheus P, Cavenee WK (2000) Pathology & Genetics. Astrocytic tumors. In World Health
Organisation, Tumors of The Nervous system. IARC Pres: Lyon 2000.pp 9-69.

2.9. Diffiz infiltrasyon gosteren astrositomalarda prognostik faktorler

Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositik tiimorlerde baslica prognostik faktoler (Tablo 6)
geng yas, yiiksek preoperatif Karnofsky performans skoru, tiimor lokalizasyonu ve
uygulanan tedavidir (cerrahi rezeksiyonun genisligi, radyoterapi, kemoterapi) (59).
Uygulanan tedaviler icerinde, gross total tiimor rezeksiyonu yani sira radyoterapinin GBM
hastalarinin uzun dénem sag kalimlariyla kuvvetli olarak iligkilidir (98). Hastalarin toplam

yasam siiresi baglica GBM’ye malign progresyon ile iliskilidir (99). Baz1 degiskenlikler
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olmakla birlikte sag kalim DA i¢in 5 yil, AA icin 2-5 yil ve GBM ig¢in genelde 1 yildan
azdir. Tiimor zemininde c¢ok sayida mikrokistlerin varligi ve perivaskiiler lenfositik
infiltrasyonun daha iyi prognoz ile iliskili oldugunu 6ne siiriilmektedir (100, 101). Genel
kan1 olarak ¢ok sayida gemistositik astrosit iceren DA’larin siradan fibriler astrositomalara
kiyasla malign progresyonunun daha hizli oldugu kabul edilmektedir (80). GBM’de
nekrozun ve nekroz yayginliginin prognoz iizerinde olumsuz etkileri vardir (102-104).
Sekonder GBM’de, prognoz primer olana gore kismen daha iyidir (97). Sekonder
GBM’nin daha erken yasta goriilmesi ve genis iskemik nekrozun ve/veya psddopalisat
paternde nekrozun sekonder olanlarda daha az oranda goriilmesi prognozun neden kismen
daha iyi oldugunu agiklamaktadir (88, 105, 106). Homma ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada; uzun donem sag kalim gosteren GBM hastalarinda, istatistiksel olarak anlamli
derecede sik, oligodendroglial komponent varligi gosterilmistir (106). Genetik calismalar
bazinda, EGFR (epidermal growth factor receptor) ve Cathepsin B ekspresyonu ile LOH
10g zayif prognozla; yiiksek oranda PTEN/MMACI1 (phosphatase and tensin
homology/mutated in multiple advanced cancer) ekspresyonu ise daha uzun sag kalim ile

iliskilendirilmistir ( 107-109).
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Tablo 6: Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositik tiimorlerde prognostik faktorler

Prognozu olumlu yénde etkileyen faktorler

Prognozu olumsuz yonde etkileyen faktorler

Hasta -Geng yas
.. . . -Yiiksek preoperatif Karnofsky performans skoru
ozellikleri preop y P
-Uygulanan tedavi (cerrahi rezeksiyonun genisligi,
Tumor -Zeminde ¢ok sayida mikrokistin varlig -GBM’ye malign progresyon*
.. . . -Perivaskiiler lenfositik infiltrasyonun varhig -Tiimoriin hayati fonksiyonlar1 diizenleyen
ozellikleri Y & Y Y Y
-Oligodenroglial komponentin varlig alanlarda yerlesimi (6rn; beyin sap1)*
-Gemistositik astrositlerin ¢ok sayida olmasi
-Nekroz varligi ve yayginligt
Genetik -PTEN/MMACT1 ekspresyonu -EGFR ekspresyonu
. . -Cathepsin B ekspresyonu
ozellikler P presy

-LOH 10q

* Astrositoma olgularinda toplam yasam siiresi baglica GBM’ye malign progresyon ile iligkilidir

2.10. Astrositomalarda immiinohistokimya

Normal, reaktif ve neoplastik astrositlerde yapisal glial fibriler asidik protein (GFAP)

ekspresyonu izlenir (Resim 19).

Resim 19: Astrositlerde  GFAP immiinoreaktivitesi hiicre sitoplazmalarinda ve uzantilarinda izlenir

(Olgu 33, immiinperoksidaz x100)
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Astrositomalarda GFAP immiinoreaktivitesi tiimorden tiimore degismekle birlikte, ayni
timoriin - farkli alanlarinda da degisken yogunlukta ekspresyon saptanir (59).
Gemistositlerde giiclii pozitif reaksiyon izlenirken; 6zellikle sitoplazmasi ve uzantilar1 az
olan kii¢iik yuvarlak hiicreler GFAP ekprese etmeme egilimindedir. GFAP ekspresyonu
timor progresyonu ile azalma gosterir ancak, prognostik degeri yoktur (59). Vimentin
immiinoreaktivitesi de GFAP ile benzerdir (110). Vimentin ekspresyonu periniikleer
alanda goriiliirken; GFAP ekspresyonu ek olarak hiicre uzantilarinda da goriiliir. Ayrica

tiimor hiicreleri siklikla S-100 protein ve aB kristalin immiinoreaktivitesi gosterir (111).

2.11. Astrositomalarda Ki-67 proliferasyon indeksi

Ki-67 ekspresyonu hiicre proliferasyonu ile iligkili niikleer non-histon proteindir. Ki-67
proteini hiicre siklusunun tiim aktif fazlarinda (G, S, G, ve M) saptanirken; dinlenmekte
olan hiicrelerde (Gy) saptanmaz. Bu nedenle hiicre popiilasyonunda biiyiime fraksiyonunun
belirlenmesinde miikemmel bir belirtectir (112). Ki-67 pozitif hiicrelerin siklig1r (Ki-67
proliferasyon indeksi) cogunlukla neoplastik hastaligin klinik seyri ile iliskilidir.
Proliferasyon indeksi immiinohistokimyasal olarak boyanmis Ki-67 pozitif hiicrelerin; total
hiicrelere orami ile hesaplanmaktadir. Meme ve prostat kanseri ile ilgili ¢aligmalarda
prognostik degeri gosterilmistir (112). Astrositik tiimorlere bakildiginda PA’da Ki-67
proliferasyon indeksi %0-3,9 arasindadir (ortalama %]1,1) (113). DA’da mitotik aktivite
beklenen bulgu degildir (74). Ki-67 proliferasyon indeksi fibriler ve gemistositik
astrositomada %4’ den azdir (80). Protoplazmik astrositomada ise bu oran %1’in altindadir
(100). DA’nin aksine AA’lar ise mitotik yonden aktif tiimorlerdir (59). Ki-67 proliferasyon
indeksi genelde %5-10 araligindadir (114, 115). Fakat bu degerlerde DA veya GBM’de
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izlenen degerler yoOniinde kayma olabilmektedir. Glioblastoma multiforme de ise
proliferatif aktivite genelde cok belirgindir ve ¢ok sayida tipik ve atipik mitoz goriiliir. Ki-
67 proliferasyon indeksi bolgesel olarak c¢ok fazla degiskenlik gosterir. Ortalama
deger %15-20 araligindadir (116-118). Kii¢iik, andifferansiye, fusiform hiicreler siklikla
belirgin proliferatif aktivite gosterirken, neoplastik gemistositik hiicrelerde tipik olarak
daha az proliferasyon vardir (119). Genel kanmi olarak diffiiz infiltrasyon gosteren
astrositomalarda proliferatif potansiyelin tiimoriin grade’i ile dogru orantili oldugu
yoniindedir. Ancak Ki-67 proliferasyon indeksinin prognostik degeri olmadig

diistiniilmektedir. (63, 113-119).

2.12. Astrositomalarda pS3 mutasyonu

P53 geni kromozom 17p13.1°de lokalizedir. insan tiimorlerinin %50 sinden fazlasinda bu
gende mutasyon saptanmustir (120). Gorevi hiicre siklusunu durdurmak ve DNA hasarina
ikincil apopitozisi baslatmaktir. DNA hasarinda p53 diizeylerinde hizli artisin yan1 sira es
zamanl olarak DNA bagiml protein kinaz ve ATM (“ataxia-telangectasia mutated”)
aktive olmaktadir. Bu enzimler p53’ii fosforile ederek, p5S3’ti DNA’ya baglanmaya hazir
hale getirirler. P53 iligkili hiicre siklus durmasi ge¢ G1 fazinda olmaktadir. Hiicre
siklusunda bu duraklama, hiicreye DNA hasarini tamir etmek igin gerekli zamani
kazandirmaktadir. Eger DNA hasar1 basarili sekilde tamir edilemez ise normal p53, BAX
gibi apopitozis indiikleyen genleri aktive ederek, hiicre oliimiinii gerceklestirir (Resim 20).
Homozigot p53 kaybinda DNA hasar1 tamir edilemez ve mutasyonlarin kalict olmasi

sonucunda hiicre malign doniisiime ugrar (121).
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Resim 20: P53’iin DNA hasar1 varliginda moliiler etkileri. (Kaynak: Mitchell RN, Kumar V. Robbins Temel
Patoloji (Kumar V, Cotran RS, Robbins SL, ed). 7. Edisyon. Nobel, Istanbul, s: 187.)

P53 mutasyonlari, astrositik beyin tiimorlerinde ilk saptanan genetik degisikliktir (122).
Oligodendrogliomalar ve ependimomalarda mutasyon orani astrositomalar kadar yiiksek
degildir (123). PA gelisiminde p53 gen mutasyonlarinin rolii olmadig kabul edilmektedir
(59). DA’nin gemistositik varyantinda %80’den fazla olguda p53 mutasyonu gosterilmekle
birlikte; tiim DA’larda p53 mutasyon orant %60°dir (124, 125). Chozick ve ark.’nin
yaptiklar1 calismada DA’da p53 mutasyonunun olmasi daha kisa sag kalimla iligkili
bulunmus (126) ancak diger calismalarda klinik seyir ile iligki bulunamamistir (127,128).
AA’da, DA ile benzer siklikta p53 mutasyonu vardir (59) GBM olgularinda p53
mutasyonunun sikligi %25-30 arasindadir (59). Primer ve sekonder GBM’de p53

mutasyonlar1 primer (de novo) GBM’de %10, sekonder GBM’de >%65 oldugu
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goriilmiistiir (99,129). Ayrica immiinohistokimyasal olarak gosterilen p53 protein birikimi
de sekonder glioblastomalarda daha fazladir (129). Hastalik ilerledikce p53 protein
ekspresyonu gosteren hiicrelerin artmasi, p53 mutasyonu tasiyan hiicrelerin klonal
cogalmasina bagh oldugu diisiiniilmektedir (130). Fukushima ve ark.’nmin yaptiklar
calismada, p53 mutasyonu olan hastalarin, mutasyon olmayanlara gore sag kalimlarinin
ortalama 2.6 ay kadar kisa oldugu gosterilmis; ancak istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (98). Sonug olarak, astrositomalarda p53 asir1 ekspresyonunun prognostik
degeri oldukca tartigmalidir. Literatiire bakildiginda prognostik ac¢idan Oneminin

olmadigini oneren yayinlar daha iistiin goriinmektedir. (123, 127, 128, 131).

2.13. Astrositomalarda CDC25B ekspresyonu

Hiicre siklus regiilasyon bozukluklarinin tiimorogenezis ve tiimorlerin progresyonu ile
yakin iligkisi bilinmektedir. Hiicre siklusu karisik bir siire¢ olup oldukca fazla molekiil ile
iliskilidir. Okaryotlarda mitoza giris CDC2-siklin B aktivasyonu ile olmaktadir. CDC2-
siklin B kompleksinin inaktivasyonu, G2-M transisyonu olana kadar, Wee-1 veya Mik 1
fonksiyonu ile treonin 14 ve tirozin 15 fosforilasyonu neticesinde gerceklesmektedir. (3,4).
CDC2-siklin B kompleksinin aktivasyonu ise CDC25 tarafindan fosforilize edilmesiyle
gerceklesir. CDC25, bir siklin bagimli kinaz aktive edici fosfataz ailesidir. CDC25A,
CDC25B, CDC25C olmak iizere bilinen ii¢ iiyesi vardir. Bunlarin hiicre siklusunun farkli
noktalarinda rol oynadiklar diisiiniilmektedir (5-8). CDC25A, G1-S kompleksini diizenler.
CDC25B ve CDC25C ise mitoz boliinme sirasinda CDC2-siklin B aktivasyonundan
sorumludur (9-11). CDC25B orijinal formunda CDC2-siklin B kompleksini aktive
edebilirken (7, 8, 12), CDC25C ancak fosforile durumda CDC2-siklin B aktivasyonunu
katalize edebilmektedir (9). CDC25B mitozu baglatmada CDC25C’ ye kiyasla daha
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etkilidir (7, 8, 12, 17, 18). CDC25B’nin mitoz boliinmede gorevleri; ge¢ G2 fazinda
sentrozomal mikrotiibiil niikleasyonunu diizenlemek (5) ve mitozu baslatmaktir (11-16).
CDC25B asir1 ekspresyonu cesitli insan tiimorlerinde bildirilmistir. CDC25B’nin belirgin
olarak asir1 ekspresyonu, agresif non-Hodgkin lenfomalarda gozlemlenmistir (20).
CDC25B proteininin kolorektal karsinomalarin %43’iinde asir1 eksprese oldugu ve bu
hastalarda bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmistir (21). Yine bagka bir yayimda
over kanserli hastalarda CDC25B’nin yiiksek ekspresyonunun koétii prognozla iliskili
oldugu saptanmistir (22). Astrositik tiimorlerde CDC25B’nin tanisal ve prognostik onemi
hakkinda, literatiirde yapilmis yalnizca bir adet yayin bulunmaktadir (2). Bu calismada
CDC25B ekspresyonunun tiimoriin grade’i ile artim gosterdigi ve prognozu olumsuz yonde

etkiledigi one siiriilmiistiir.

39



GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin genel 6zellikleri

Bu calisma icin 1995-2006 yillar1 arasinda Baskent Universitesi, Ankara ve Adana
Uygulama ve Arastirma merkezlerinin arsivleri kullanilarak; astrositoma tanisi almis
olgular yeniden gozden gecirilmis ve WHO 2000 beyin tiimorleri siniflamasina gore tekrar
grade’lenmistir. Biyopsi materyalleri kiiciik olanlar ve astrositik komponent disinda farkli
morfolojide tiimor alanlar1 (6rn; oligodenroglioma alanlar1) iceren olgular calismaya
alinmamistir. Dosya bilgileri yetersiz olan olgularda, hastalara veya hasta yakinlarina
telefon ile ulasilarak hastaligin seyri hakkinda bilgi alinmistir. Ulasilamayan olgular ise
caligmadan cikarilmistir. Sonucta c¢alisma kapsamina, diffiiz infiltrasyon gosteren
astrositoma tanis1 almis 36 olgu (10 DA, 6 AA, 20 GM), PA tanist almis 10 olgu, timor
dis1 nedenler ile opere edilen ve histopatolojik tanist reaktif gliozis ile uyumlu 5 olgu ile
kontrol amaci ile 10 adet normal beyin dokusu (beyin tiimorii dis1 hastalik nedeniyle
eksitus gerceklesmis, otopsi olgularindan) alinmistir. Calismamiza dahil edilen biyopsi
materyalleri %10’luk formalin soliisyonunda fikse edilip, uygun takip isleminden sonra
parafin bloklara gomiilmiistiir. Tiim olgularin 3u kalinliginda hematoksilen&eozin (H&E)
kesitleri mevcuttur. Formalin ile fikse, parafine gomiilii rezeksiyon materyallerini i¢eren
bloklardan hazirlanan kesitler, immiinohistokimyasal boyama yontemi ile CDC25B, Ki-67

ve p53 primer antikoru ile boyanmuistir.
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3.2

Immiinohistokimyasal boyama yontemleri

1-

Her olgunun, %]10’luk formalin soliisyonunda fiske edilip, rutin takip
isleminden sonra parafin bloklara gomiilen biyopsi bloklarindan polilizin kaplh
lamlara 3-4u kalinliginda kesitler hazirlanmastir.

Kesitler, 56°C’lik etiivde 12 saat bekletildikten sonra, ksilolde deparafinize,
alkolde rehidrate ve distile suda hidrate edilmistir.

Antikorlar uygulanmadan Once antijenin geri kazanilmasi icin “antigen
retrieval” isemi uygulanmistir. Bunun i¢cin 10mM ve pH 6.0 olarak hazirlanan
trisodyum sitrat tampon ¢ozeltisi (“‘antigen retrieval” soliisyonu) hazirlanmistir.
Kesitleri sivi seviyesi lamlar1 oOrtecek sekilde hazirlanan sitrat soliisyonuna
yerlestirip; mikrodalga firinda 20 dakika kaynatilmigtir.

Sitrat soliisyonunun sogumasi i¢in oda sicakliginda 20 dakika beklendikten
sonra, kesitler cesme suyunda yitkanmustir.

Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciylaoda 1sinda 15 dakika
%3’liik hidrojen peroksit uygulanmugtir.

Daha sonra Tris-buffered saline (TBS) [ (50mM Tris-HCI, 150 mM NaCl (pH
7.6)] ile yikanan kesitlere; labeled streptavidin-biotin peroksidaz teknigi
uygulanarak asagidaki basamaklar1 izlemek yoluyla immiiohistokimyasal

boyama ugulanmustir.

e Kesitlere protein “blocking solution” damlatilarak oda 1sinda 10 dakika
bekletilmistir.

¢ “Blocking solution” fazlasi silindikten sonra kesitlere kullanima hazir
anti Ki-67 antikoru (monoclonal rabbit, clone SP6, Neomarkers) oda

1sinda 2,5 saat uygulanmustir.
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e TBS ile yikama isleminden sonra; kesitler biotinlenmis multilink
sekonder antikor damlatilarak oda 1sinda 15 dakika bekletilmistir. Daha
sonra TBS ile yikanmugtir.

e Kesitlere konjuge streptavidin enzim damlatilip; oda 1si1sinda 15 dakika
bekletildikten sonra TBS ile yikanmistir.

e Kesitlere AEC (“3-amino, 9 ethyl-carbazole”) kromojen damlatildiktan
sonra cesme suyunda yikanmistir.

e Hematoksilen ile 10 saniye zit boyama yapilip, cesme suyunda
yikandiktan sonra; kesitler 1slakken sulu kapatma yontemiyle

kapatilmistir.

Aynmi basamaklar anti p53 antikoru (polyclonal rabbit, clone SP5, Neomarkers) ve anti
CDC25B i¢in de (monoclonal mouse, clone 25B03, Neomarkers) farkli seri kesitlerde
tekrarlanmistir. CDC25B boyamasinda tek farkli basamak ‘“antigen retrieval” islemi
sirasinda; trisodyum sitrat tampon c¢ozeltisi yerine EDTA (ethilen--diamine-tetraacetic

acid) pH 8,0 kullanilmasidir.

Pozitif kontrol olarak Ki-67 ve anti CDC25B antikoru i¢in kuvvetli niikleer boyanma
gosterdigi bilinen tonsilla palatina kesitleri; anti pS3 antikoru icin ise yine kuvvetli niikleer

boyanma gosterdigi bilinen kolon adenokarsinomu kesitleri kullanilmistir (Resim 21).
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Resim 21: CDC25B imiinohistokimyasal boyamasinda pozitif kontrol olarak, kuvvetli niikleer boyanma
gosteren tonsilla palatina dokusu kullanilmistir (immiinperoksidaz x200).

3.3. immiinohistokimyasal olarak boyanan kesitlerin degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal yontem ile boyanan her kesit 151k mikroskobunda incelenerek, her
tic antikor i¢in de niikleer boyanmanin en yiiksek oldugu alan se¢ilmistir. CDC25B ve Ki-
67 icin, grid altinda 1000 tiimor hiicresi sayilarak; niikleer boyanma gosteren timor
hiicrelerinin, sayilan 1000 tiimor hiicresine orani hesaplanarak boyanma indeksleri yiizde
olarak saptanmistir. CDC25B icin ara deger %20 olarak belirlenip; boyanma indeksi
> %20 ise yiiksek CDC25B boyanma indeksi (CBI) , <%?20 ise diisiik CBI olarak kabul
edilmistir (2). Ki-67 i¢in boyanma indeksi > %10 ise yiiksek boyanma indeksi, <%10 ise

diisitk boyanma indeksi olarak simiflanmigstir. P53 i¢in niikleer ekspresyon gosteren timor
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hiicrelerinin, tiim tiimor hiicrelerine orani, yine grid altinda hesaplanarak; oran > %10 ise

yiiksek ekspresyon, <%10 ise diisiik ekspresyon olarak kabul edilmistir.

Sitoplazmik boyanma p53 ve CDC25B i¢in ¢ok az tiimor hiicresinde niikleer boyanmaya
eslik etmistir. Ancak sitoplazmik boyanma dikkate alinmadan sadece niikleer boyanma
degerlendirilmistir. Pozitif niikleer boyanma olmayan olgularda istatistiksel ¢alismalarda

deger tasimasi icin; diisilk boyanma indeksi grubuna dahil edilmistir.

3.6. Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS yazilimi (Statistical Package for the Social Sciences
for Windows, version 11.0, SPSS INC, Chicago, IL, USA) ile yapildi. Sag kalim
stirelerinin  belirlenebilmesi i¢cin Kaplan-Meier sag kalim egrisi, diger verilerin
incelenmesinde ki kare testi kullanilmistir. p<0.05 ile uyumlu sonuclar istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.

Calismaya Hastane Klinik Arastirmalar ve Etik Kurul onay1 alindiktan sonra baglanmustir.
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BULGULAR

Degerlendirilen veriler, asagidaki alt bagliklar halinde gruplandirilmastir.

4.1. Klinik parametrelerin sonuglari

4.2. CDC25B boyanma indeksinin klinik ve diger immiinohistokimyasal
belirte¢ verileri ile iliskisinin sonuclari

4.3. Ki-67 proliferasyon indeksi verilerinin sonuclari

4.4. P53 ekspresyonu verilerinin sonuglari

Tablo 7° te olgu bazinda hastalarin cesitli klinik verileri (cinsiyet, yas, sag kalim,

canli/eksitus) ile CDC25B, p53 ve Ki-67 boyanma yiizdeleri gosterilmektedir.
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Tablo 7: Olgularin genel 6zellikleri

Olgu Cinsiyet Yas | Sag kahm | Canl/ CDC25B p53 Ki-67 Tam
(ay) eksitus (%) (%) (%)
1 K 48 15 C 22,00 6,2 18,0 GBM
2 E 70 14 E 21,00 2,0 8,5 GBM
3 E 37 14 E 3,20 1,9 13,4 GBM
4 E 72 8 E 61,00 32 39,5 GBM
5 K 60 3 E 21,00 3,8 16,7 GBM
6 E 48 15 E 23,20 68,0 21,3 GBM
7 K 72 11 E 24,00 10,1 8,0 GBM
8 K 54 16 E 16,00 0,0 27,2 GBM
9 K 68 8 E 23,30 2,6 18,3 GBM
10 K 61 13 E 21,70 18,2 12,0 GBM
11 K 56 7 E 44,00 21,1 20,0 GBM
12 K 64 11 E 20,50 12,5 25,5 GBM
13 E 54 32 C 26,00 1,6 12,5 GBM
14 E 55 45 E 24,50 54,0 31,2 GBM
15 E 73 1 E 25,00 75 253 GBM
16 E 51 18 E 20,70 0,0 36,7 GBM
17 E 39 11 E 17,00 32 32,5 GBM
18 E 50 8 E 29,00 2,6 423 GBM
19 K 53 9 E 34,30 0,0 30,5 GBM
20 E 36 8 E 33,00 0,0 31,3 GBM
21 E 36 5 E 8,00 0,0 6,0 AA
22 E 27 63 C 5,80 1,0 7,1 AA
23 K 35 42 E 9,20 36,2 10,1 AA
24 E 73 21 E 7,50 19,4 4,0 AA
25 K 58 27 C 8,40 50,4 5,0 AA
26 E 40 2 E 7,50 0,0 0,1 AA
27 E 32 147 C 0,00 0,0 6,0 DA
28 K 29 71 E 1,60 9,6 1,7 DA
29 E 38 108 C 0,00 0,0 1,6 DA
30 K 37 19 C 1,00 27,8 2,5 DA
31 K 48 13 C 0,00 14,0 2,5 DA
32 K 36 87 C 1,20 0,0 3,0 DA
33 E 23 82 C 0,00 20,2 2,4 DA
34 E 47 32 C 0,00 48,5 12,5 DA
35 E 18 71 E 0,00 12,5 0,0 DA
36 E 40 45 C 0,00 2,6 43 DA
37 K 21 94 C 0,80 0,0 0,6 PA
38 K 24 42 C 1,10 0,0 2,2 PA
39 E 34 36 C 0,00 0,0 1,0 PA
40 E 20 18 C 0,00 0,0 1.4 PA
41 K 3 0,1 E 4,30 0,0 L6 PA
42 K 15 13 C 0,00 0,0 0,2 PA
43 K 9 28 C 0,00 0,0 0,2 PA
44 K 14 9 C 0,00 0,0 L5 PA
45 E 16 30 C 0,00 0,0 0.4 PA
46 E 5 20 C 0,00 0,0 1,0 PA
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4.1. Klinik parametrelerin sonuglar:

DA, AA, GBM ve PA icin tan1 aninda ortalama yas sirasiyla; 34,843, 44,847, 56+2,6 ve
16,1£2.9° dur. Cinsiyet dagilimi (erkek/kadin) ise sirasiyla; 6/4, 4/2, 11/9 ve 5/5° dir. DA
olgularinda en sik goriilen semptomlar nobet ve bas agrisiyken, timor yerlesimi en fazla
paryetal lobda ve onu takip eden oksipital lobdadir. AA grubunda sik goriilen semptom
sirast nobet ve dengesizlik; tiimor yerlesimi ise frontotemporal ve temporal lobdur. GBM
hastalarinda bas agrisi, hemiparezi ve nobet en sik goriilen ili¢ semptomdur; timor
yerlesimi ise bu grupta en c¢ok paryetal lobda olmak iizere, bu lokalizasyonu temporal ve
frontal lob takip etmektedir. PA olgularinda olgularin biiyiikk cogunlugu serebelumdadir.
Bu grupta en sik goriilen ii¢ semptom; sirasiyla bas agrisi, gorme bozuklugu ve dengesizlik
olmustur. Ortalama sag kalim siiresi, DA i¢in 122415 ay, AA i¢in 3110 ay, GBM i¢in

1543 aydir. Sag kalim hiz1 ise grade arttik¢a azalma gostermistir (Tablo 8).

Tablo 8: Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma olgularinin yas, cinsiyet ve sag kalim

verileri
Tiimor WHO E/K Tan1 aninda | Ortalama Sag kalim (%)
grade orani ortalama sag kalim
yas (ay) Ilyil |2yl |Syil | 10y1l

Diffiiz 1I 1,5 34,843 122415 100 80 60 10
astrositoma
Anaplastik I 2 44 .8+7 31+10 66,7 | 50 16,7 |0
astrositoma

Glioblastoma v 1,2 56+2,6 15+3 45 10 0 0

multiforme

47




4.2. CDC25B boyanma indeksinin klinik ve diger immiinohistokimyasal

belirte¢ verileri ile iliskisi sonuclari

Niikleer CDC25B ekspresyonu pozitif olarak kabul edilmistir. Arada seyrek hiicrede
izlenen sitoplazmik boyanma degerlendirme dist birakilmistir. PA grubunda CBI
ortalama %0,6, DA grubunda %0,4, AA grubunda %7,7 ve GBM grubunda ise %?25,5
olarak saptanmistir (p=0,001) (Tablo 9). Reaktif gliozis ve tiimor icermeyen normal beyin
dokusunda ekspresyon saptanmamistir. Resim 22’de, astrositoma gruplarinda ornek

CDC25B boyanmasi gosterilmistir.

Tablo 9: CDC25B boyanma indeksinin (CBI) astrositomalardaki ortalama degerleri

WHO CBI ortalama Standart sapma
grade degeri (%)
I 0,6 1,4 p=0,001
I 0,4 0,6
I 7,7 1,1
1AY 25,5 11,5
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Resim 22: CDC25B boyanma indeksi. A- PA olgusunda (olgu 39) %0, B- DA olgusunda (olgu 28) %1,6,
C- AA olgusunda (olgu 24) %7,5, D- GBM olgusunda (olgu 11) %44. (immiinperoksidaz A,B,D
x400, C x200).

CBI; DA, AA ve PA’larin tamaminda diisiik bulunmustur. PA grubunda sadece 2 olguda
CDC25B ekspresyonu saptanmis; CBI ilk olguda %1,1, ikinci olguda %4.3 olarak
saptanmustir. Bu ikinci olgu 3 yasinda olup tiimor beyin sap1 yerlesimliydi. Timor ¢api
kiiciik olsa dahi (2cm) cerrahi komplikasyon nedeniyle postoperatif ikinci giinde hizla
eksitus gelismistir. GBM olgularinin 17’sinde (%85) yiiksek CBI, sadece 3 olguda ise
diisiik (%15) CBI saptanmistir. Bu olgularda CBI sirastyla %3,2, %16, %17°dir. Bu veriler
1s13inda WHO grade’i arttikga CBi'nin artim gostermesi  (p=0,001) istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Tablo 10). 45 yas ve iizeri 21 olgunun 16’sinda (%76,2) yiiksek CBI,
45 yas alt1 25 olgunun 24’iinde (%96) diisiik CBI saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 10).
GBM grubunda diisiikk CBI olan 3 olgunun, ikisinin yaslariin da 45’in alt1 olmas1 (37 ve
39 yas) dikkati ¢ekmistir. CBI’nin yiiksek olarak bulundugu 17 GBM olgunun 9° u erkek
(%52,9), 81 ise kadindir (%47,1). Diisiik CBI grubunda ise 17 olgu erkek (%58,6), 12 olgu
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kadindir (%41,3) (Tablo 10). Cinsiyet ve CBI arasinda istatistiksel olarak anlam
saptanmamistir (p=0,708). Tiimo6r boyutunun >5cm oldugu 14 olgunun 9’unda (%64,3)
yiiksek CBI; <5cm oldugu 32 olgunun 24'iinde (%75) diisiik CBI saptanmistir (Tablo 10).
Tiimo6r boyutu ve CBI arasinda istatistiksel olarak kuvvetli iligki vardir (p=0,027). Ki-67
proliferasyon indeksinin yiiksek oldugu 19 olgunun 15’inde (%78,9) CBI de yiiksek
bulunmus Ki-67 proliferasyon indeksinin diisiik oldugu 27 olgunun 25’inde (%92,6) CBI
de diisiik olarak saptanmustir (Tablo 10). Ki-67 proliferasyon indeksi ve CBI arasinda
istatistiksel olarak kuvvetli iligki dikkati ¢cekmistir (p=0,001). P53 ekspresyonunun yiiksek
oldugu 14 olgunun 6’sinda (%42,9) yiiksek CBI, diisiikk oldugu 32 olgunun 11’inde
(%34.,4) ise yiiksek CBI saptanmistir (Tablo 10). Ki-67’nin aksine p53 ile CBI arasinda

anlaml iligki bulunmamistir (p=0,829).

Tablo 10: CDC25B boyanma indeksinin klinikopatolojik veriler ile iliskisi

CDC25B protein ekspresyonu p degeri
diisiik (<20%) yiiksek (=20%)
Say1 % Say1 %
Total 29 63 17 37
Yas
>45 5 23,8 16 76,2 p=0,0001 *
<45 24 96 1 4
Cinsiyet
Erkek 17 65,4 9 34,6 p=0,708
Kadin 12 60 8 40
WHO grade
I 10 100 0 0
i 6 100 0 0 p=0,001 *
v 3 15 17 85
I 10 100 0 0
Ki-67 prolif. indeksi (%)
>10 p=0,001 *
<10 4 21,1 15 78,9
25 92,6 2 7,4
P53 ekspresyonu (%)
>10 8 57,1 6 42,9 p=0,829
<10 21 65,6 11 34,4
Timor boyutu (cm)
>5 5 35,7 9 64,3 p=0,027 *
<5 24 75 8 25

* istatistiksel olarak anlamli
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Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma grubunda, yiiksek CBI’ ne sahip olgularda sag

kalim ortalama 15 ay, diisiik CBI’ ne sahip olgularda ise ortalama sag kalim 79 ay olarak

bulunmustur (Tablo 11, resim 23). Calismamizda GBM grubunda CBI’nin yiiksek

olmasinin sag kalimi azalttigi dikkati ¢ekse de aradaki iliski rastlantisal olup istatistiksel

olarak anlam bulunmamistir (r=-0,415, p=0,069).

Tablo 11: CDC25B boyanma indeksinin sag kalim ile iligkisi

CBI Ortalama sag kalim (ay) Canli Eksitus Sag kalim hiz1 (%)
yiiksek 15 2 15 11,8
diisiik 79 10 9 52,6
1,2
CchDC25B EHS[]FES'},-"DHLJ
|
= 0 wukzek ekspresyon
=
= +
=
' duzuk ekspresyon
=
0] -Iz =+
] 40 =N 120 160
20 &0 100 140

Takip suresi(ay

Resim 23: Kaplan-Meier sag kalim egrileri. Egriler CDC25B ekspreyon diizeyine gore tanimlanmustir.
Diisiik CDC25B ekspresyonu olan hastalarda hastaliksiz sag kalim belirgin olarak uzamistir.

5
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4.3. Ki-67 proliferasyon indeksi verilerinin sonuclari

Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma olgularinda hastaligin grade’i arttikca Ki-67
proliferasyon indeksinde istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (p=0,001) (Tablo 12).
Normal beyin dokusunda Ki-67 ile boyanmis hiicre saptanmamustir. Reaktif gliozis
olgularinda ortalama Ki-67 proliferasyon indeksi 2,9 (standart sapma= 1,37) olarak

bulunmustur. Resim 24°de, astrositoma gruplarinda 6rnek Ki-67 boyanmasi gosterilmistir.

Tablo 12: Astrositomalarda Ki-67 proliferasyon indeksi

WHO grade Ortalama Standart sapma
1 1 1,4
I 3,7 35 p=0,001
11 5,4 3,3
v 25,5 10,2
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Resim 24: Ki-67 proliferasyon indeksi. A- PA olgusunda (olgu 45) %0,4 B- DA olgusunda (olgu 30) %?2,6,
C- AA olgusunda (olgu 23) %10,1, D- GBM olgusunda (olgu 4) %39,5 (immiinperoksidaz
A,B.D x400, C x200).
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4.4. P53 ekspresyonu verilerinin sonuclari

Normal beyin dokusunda, reaktif gliozis olgularinda ve PA olgularinda p53 ile ekspresyon
saptanmamustir. Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma olgularinda (DA, AA, GBM) p53
ekspresyonu benzer seviyelerdedir. P53 ekspresyonu ile grade arasinda istatistiksel olarak
anlamlh farklilk bulunmamistir (p=0,136) (Tablo 13). Resim 25’ de, astrositoma

gruplarinda ornek p53 boyanmasi gosterilmistir.

Tablo 13: Astrositomalarda p53 ekspresyonu

WHO grade Ortalama (%) Standart sapma
1 0 0
I 13,5 15,5 p=0,136
111 17,8 21,5
v 10,9 18,2
A B

._i ..- "

/ ;’ » “a- ’a LY .’.‘..‘ A
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Resim 25: P53 ekspresyonu. A- PA olgusunda (olgu 40) %0, B- DA olgusunda (olgu 27) %9,6, C- AA
olgusunda (olgu 24) %19,4, D- GBM olgusunda (olgu 6) %68 (immiinperoksidaz A,B,C x200, D
x400).
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TARTISMA

Hiicre siklus regiilasyon bozukluklarinin tiimdrogenezis ve tiimorlerin progresyonu ile
yakin iligkisi bilinmektedir. Okaryotlarda mitoza girisy CDC2-siklin B aktivasyonu ile
olmaktadir. CDC25B ise CDC2-siklin B kompleksini aktive etmektedir (2-19). Kolon,
over, tiroid, akciger karsinomunda ve non-Hodgkin lenfomalarda CDC25B’nin asir
ekspresyonu gosterilmistir  (20-25). Astrositik tiimorlerde  CDC25B’nin  tamisal ve
prognostik onemi hakkinda, literatiirde yapilmis yalnizca bir adet yayin bulunmaktadir (2).
Nakayabashi ve ark. yaptiklar1 bu calismada hasta grubu olarak diffiiz infiltrasyon gosteren
astrositoma olgular1 incelenmis; CDC25B ekspresyonunun astrositomalarin grade’i ile
arim gosterdigi ve prognozu olumsuz yonde etkiledigi sonucuna varilmistir (2).
Degerlendirdikleri 21 DA olgusunun tamaminda diisiik CDC25B ekspresyonu, 17 AA
olgusunun 10’unda ve 19 GBM olgusunun 18’inde yiikksek CDC25B ekspresyonu
saptamislardir. Bizim calismamizda ise benzer sekilde tiim DA olgularinda (10 olgu) diisiik
ekspresyon saptanmisken; yine benzer sekilde GBM olgularinin ¢ogunda (20 olgunun
17°sinde) yiiksek CDC25B ekspresyonu bulunmustur. Ancak bizim c¢alismamizdaki en
onemli farklilik, AA grubunda olmustur. AA olgularimizin tamaminda (6 olgu) diisiik
CDC25B ekspresyonu (ortalama CBi=%7,7) saptanmistir. Bu oran DA olgular1 (ortalama
CBi=%0.,4) ile kiyaslandiginda daha yiiksek, GBM olgular1 (ortalama CBI=%25.5) ile
kiyaslandiginda belirgin olarak diisiiktiir. Iki calismada da diisiik ve yiiksek grubu
belirleyen ara deger ortak olup %?20 olarak kabul edilmistir. Ancak Nakayabashi ve ark.
calismalarinda CDC25B boyanmasi sitoplazmada olmustur. Bizim ¢alismamizda
kullanilan CDC25B antikoru klon 25B03 olup sadece niikleer boyanma pozitif kabul
edilmektedir. CDC25B antikoru ile hem tonsilla palatinadan hazirlanan kontrol kesitlerinde,

hem de tiimor kesitlerinde boyanma niikleer olmustur. Sitoplazmik boyanma niikleer
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boyanmaya eslik eder sekilde, sadece cok az sayida tiimor hiicresinde, ihmal edilecek
diizeyde izlenmistir. Sitoplazmik boyanma neoplastik gemistositik astrositlerde biraz daha
fazla izlenimi vermektedir. Bu nedenle sadece niikleer boyanma esas alinarak sonuglar
degerlendirilmistir. iki ¢alisma arasinda boyanma paterninin farkliligi, degisik epitoplarin
kullanilmasina baglanmistir. Bizim ¢alismamizda ek olarak degerlendirilen PA grubunda
CBIi %0,6 olarak goriilmiisiir. Reaktif gliozis ve normal beyin dokusunda CDC25B ile
boyanma saptanmamistir. Reaktif gliozisin, diisiik grade’li astrositoma olgular1 ile ayrimi
0zgiin morfolojik bulgular varliginda kolay olmakla birlikte, baz1 olgularda; gerek biyopsi
materyalinin yetersizligi (stereotaktik biyopsiler), gerekse ©0zgiin morfolojik bulgularin
biyopsi Orneklerine yansimamasi nedeniyle sorunlu olmaktadir. Bu gibi olgularda
CDC25B boyanmasinin olmasi taniy1 astrositoma lehine kayirabilir gériinmektedir. PA ve
reaktif gliozis ayirici tanisinda, yine en giivenilir tam1 yardimcilart klinik ve radyolojik
veriler olmalidir. Ciinkii olgu sayisi sinirli olmakla birlikte CDC25B ekspresyon paterni
benzerdir. Nakayabashi ve ark. ¢alismasinda oldugu gibi, bizim ¢alismamizda da diffiiz
infiltrasyon gosteren astrositoma olgular1 arasinda CDC25B ekspresyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli iligki mevcuttur (p=0,001).

Calismamizda 45 yas ve iizeri olgularin %76,2’sinde yiikksek CBI, 45 yas alt1
olgularin %96’sinda diisik CBI saptanmustir. Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma
olgularinda yas ve CBI arasinda kuvvetli iliski (p=0,0001) gériilse de GBM grubunun
cogunun 45 yas ve iizeri olmasi bu sonuglar1 etkilemis goriinmektedir. GBM grubunda
sadece 3 hasta 45 yasin altindadir ve bu 3 hastanin ikisinin diisiik CBI’ne sahip olmasi
dikkat cekicidir. Bizim calismamizda, dier calismada oldugu gibi CBI ve cinsiyet
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir (p=0,708). Ayrica, diger
calismadan farkli olarak biz calismamizda tiimor boyutunun CBI ile iliskisini de arastirdik

ve tiimor boyutunun >5cm ve <5cm oldugu olgularin, CBI ile istatistiksel olarak kuvvetli
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iliskini saptadik (p=0,027). CDC25B hiicre siklusu diizenleyici protein oldugu icin, yiiksek

CDC25B ekspresyonu izlenen tiimorlerin daha biiyiik boyutlu olmasi sasirtict degildir.

Diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma grubunda, yiiksek CBI’ ne sahip olgularda
ortalama sag kalim 15 ay, diisiik CBI’ ne sahip olgularda ise ortalama sag kalim 79 ay
olarak bulunmustur. Calismamizda astrositoma olgularinda diisiik ve yiiksek CDC25B
ekspresyonu olan gruplar arasinda, Kaplan-Meier sag kalim analizler belirlenen hastaliksiz
sag kalim oranlarina bakildiginda, diisiik CBI grubunda hastaliksiz sag kalim belirgin
olarak yiiksektir (p=0,0001). 20 GBM olgusunun 17’sinde (%85) yiiksek, sadece 3 olguda
diisiik (%15) olarak saptanmustir. Ancak GBM grubunda CBi'nin diisiikk veya yiiksek
oldugu hastalarin sag kalim siireleri arasindaki farkiliklar rastlantisal olup istatistiksel
olarak anlam bulunmamistir (r= -0,415, p=0,069). CDC25B astrositoma olgularinda
prognostik faktor iken, GBM’de bir prognoz gostergesi olarak kullanilabilmesi i¢in daha

biiyiik seriler gerekmektedir.

Literatiirde Ki-67 proliferasyon indeksi; PA olgularinda ortalama %1,1, DA olgularinda
<%4, AA olgularinda %5-10 arasinda ve GBM olgularinda %15-20 arasinda oldugunu
goriilmektedir (80,113-118,132). Bizim caligmamizda PA grubunda Ki-67 proliferasyon
indeksi; %1, DA grubunda %3,7, AA grubunda %5.,4, GBM grubunda ise %25,5 olarak
bulundu. GBM grubunda izlenen hafif yiikseklik, popiilasyonlar arasindaki genetik
farklilara baglh olabilecegi diistiniilmiistiir. Yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi ve yliksek

CBI arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamstir (p=0,001).

Watanabe ve ark. yaptiklart calismada astrositomalarda tiimor progresyonu ile
immiinohistokimyasal p53 birikiminin dogru orantili oldugunu ve bunun mutant p53’iin
klonal proliferasyonuna bagl gelistigini soylemektedirler (129). Bizim ¢alismamizda DA,

AA ve GBM olgularinda benzer oranlarda immiinohistokimyasal p53 birikimi goriilmesi
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(swrastyla %13,5, %17,8, %10,9) bu calisma ile uyumsuz goriinmektedir. Bu sonu¢ GBM
olgularimizin primer GBM olma olasiligimi arttirmaktadir. PA’larin gelisiminde p53
mutasyonunun rolii olmadigir bilinmektedir (99, 124, 125). Bizim calismamizda PA
olgularinin  hi¢birinde boyanmanin olmamamasi, literatiir ile uyumludur. pS3
ekspresyonunun yiiksek oldugu 14 olgunun 6’sinda (%42,9) yiiksek CBI, diisiik oldugu 32
olgunun 11’inde (%34,4) ise yiiksek CBI saptanmistir. Ki-67 proliferasyon indeksinin

aksine, p53 ekspresyonu ve CBI arasinda anlamli iliski bulunmamustir (p=0,829).

Tiptaki tiim yenilikler temelde hastalarimizin daha uzun ve kaliteli yasamasin1 saglamak
amaci tagimaktadir. Bu amagla hastaliklarin, heniiz hastalik olusmadan saptanmasi ve
onlenmesi ¢cok onemlidir. CDC25B ekspresyonu astrositomalarda tiimoriin grade’i artisca,
artim gostermekte ve prognozu olumsuz yonde etkilemektedir. CDC25B grade’lemenin
Ozgiin bulgularinin olmadig1 biyopsi orneklerinde ve tanisal olarak sorunlu olan kiiciik
stereotaktik beyin biyopsi materyallerinde tan1 koydurucu yontem olarak kullanilabilir.
Ayrica astrositik tiimorlerin hastalik olusmadan genetik diizeyde erkenden taninmasina ve
tedavisine olanak saglayabilmesi yani sira hastalik olustuktan sonra teshis edildiginde,

tedavide olas1 hedef molekiil olabilir.

57



OZET

Bu calismanin hedefi; astrositik tiimorlerin  histopatolojik tanisi, grade’lenmesi ve
prognozu 6ngorebilme amaciyla; invaziv potansiyeli olan diffiiz astrositoma (WHO grade
II), anaplastik astrositoma (WHO grade III) ve glioblastoma multiforme (WHO grade IV)
ile non-invaziv potansiyele sahip pilositik astrositoma (WHO grade I) ve reaktif gliozisde
CDC25B ekspresyonun arastirilmasidir. Ayrica CDC25B  ekspresyon diizeyi ile
klinikopatolojik parametrelerin (yas, cinsiyet, timor boyutu ve sag kalim siireleri) iligkisini

degerlendirmeyi amagladik.

Bu calisma icin 1995-2006 yillar1 arasinda Baskent Universitesi, Ankara ve Adana
Uygulama ve Arastirma merkezlerinin arsivleri kullanilarak; astrositoma tanisi almis
olgular yeniden gozden geg¢irilmis ve WHO 2000 beyin tiimorleri siniflamasina gore tekrar
grade’lenmigstir. Calisma kapsamina, diffiiz infiltrasyon gosteren astrositoma tanisi almis
36 olgu (10 DA, 6 AA, 20 GM), PA tanis1 almis 10 olgu, timor dist nedenler ile opere
edilen ve histopatolojik tanisi reaktif gliozis ile uyumlu 5 olgu ile kontrol amaci ile 10 adet
normal beyin dokusu immiinohistokimyasal olarak CDC25B, Ki-67 ve p53 primer antikoru
ile boyanmistir. Boyanma oranlari, grid altinda 1000 tiimor hiicresi sayilarak; niikleer
boyanma gosteren tiimor hiicrelerinin, sayilan 1000 tiimor hiicresine orami hesaplanarak
yiizde olarak saptanmistir. CDC25B i¢in ara deger %20 olarak belirlenip; boyanma indeksi
>%20 ise yiiksek CDC25B boyanma indeksi (CBI) , <%20 ise diisiik CBI olarak kabul

edilmistir.

PA grubunda CBI ortalama %0,6, DA grubunda %0,4, AA grubunda %7,7 ve GBM
grubunda ise %?25,5 olarak saptanmustir (p=0,001). Reaktif gliozis ve tiimor icermeyen
normal beyin dokusunda ekspresyon saptanmamistir. WHO grade’i arttikca CBI’nin artim

gostermesi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001).
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Sonug olarak, calismamizda, CDC25B ekspresyonunun astrositomalarda grade ile artim
gosterdigini ve prognozu olumsuz yonde etkiledigini gordiikk. CDC25B grade’lemenin
0zgiin bulgularinin olmadig1 biyopsi orneklerinde ve tanisal olarak sorunlu olan kiiciik
stereotaktik beyin biyopsi materyallerinde tan1 koydurucu yontem olarak kullanilabilir.
Ayrica astrositik tiimorlerin hastalik olusmadan genetik diizeyde erkenden taninmasina ve
tedavisine olanak saglayabilmesi yani sira, hastalik olustuktan sonra teshis edildiginde,

tedavide olas1 hedef molekiil olabilir.
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