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GiRiS

Glioblastom (GB) en sik gorllen ve en malign primer beyin timaéridur.
Tum intrakranial neoplazmlarin yaklagik olarak %12-15'ini ve astrositik

timorlerin %60-75'ini olusturur.

GB'da néronal diferansiyasyon, Gzerinde fazla ¢alisiimamis bir konu
oldugu gibi néronal diferansiyasyonla Epidermal Blylime Faktdri Reseptori
(EGFR) gen amplifikasyonunun iligkisini arastiran ¢alismalara literatirde
rastlanmamaktadir. GB'da néronal diferansiyasyon, EGFR asiri ekspresyonu
ve EGFR gen amplifikasyonunun prognostik dnemi ile ilgili geliskili yayinlar
bulunmaktadir. GB'da klasik-prondéral-néral-mezenkimal timaér ayrimi yeni
yeni yapilmakta olup Diinya Saglik Orgiitii siniflandirmalarinda yer
almamaktadir. Onimiizdeki yillarda yapiimasi beklenen yeni siniflamalara
esas olmak Uzere bu konularda yapilacak calismalarin degerinin fazla
olacagi aciktir. Son yillarda EGFR, anti-EGFR ajanlarinin kullaniimasiyla
birlikte dnemli bir terapotik hedef tedavisi haline gelmigtir. Dolayisiyla
GB'larda EGFR gen amplifikasyonunu gostermek prognozu 6ngérmek yani

sira tedaviyi belirlemek agisindan da buyuk yarar saglamaktadir.

Bu ¢alismada gerek néronal diferansiyasyon gosteren gerekse
gostermeyen timdrlerde EGFR asiri ekpresyonu ile gen amplifikasyonunu
arasgtirarak bu degigkenlerin birbirleriyle ve sagkalim suresiyle iligkisini ortaya
cikarmak, patoloji raporlarinda tedavi ve prognozla baglantili olarak néronal
diferansiasyonun vurgulanmasinin gerekliligini arastirmak, dual
immunohistokimya ile kromojen in situ hibridizasyon yontemini kullanima
sokmak yani sira bahsedilen degiskenlerin timor yerlesimi, radyolojik ve
cerrahi 6zellikleri ve uygulanan tedavi yontemleriyle iligkisinin olup olmadigini
aciga cikarmak, ek olarak da demografik verileri ortaya koymak

amaclanmistir.



GENEL BILGILER

GLIOBLASTOM

Tanim:

Glioblastom (GB), en sik gorulen ve en malign primer beyin tGmaoradar.
Nukleer atipi, seltler pleomorfizm, mitotik aktivite, vaskuler tromboz,
mikrovaskuler proliferasyon ve nekroz gibi histopatolojik 6zellikleri iceren,
Diinya Saglik Orgitii (DSO) tarafindan derece IV olarak nitelenen
tumorlerdir. Cogu glioblastom taninabilir bir prekursor lezyon olmadan, kisa
bir dykuyl takiben de novo gelisir (primer GB). Sekonder GB ise DSO derece

Il diffiiz astrositom ya da DSO derece Ill anaplastik astrositomlardan gelisir.

Sikhk:

GB en sik gortlen beyin timoértdir. Tim intrakranial neoplazmlarin
yaklasik olarak %12-15'ini ve astrositik timaorlerin %60-75'ini olusturur (1, 2).
Cogu Avrupa ve Kuzey Amerika ulkelerinde insidens 100.000 nufusta her yil

3-4 yeni vakadir.

Yas ve cinsiyet:

Herhangi bir yasta gortlebilse de 6zellikle erigkinlerin hastahigidir.
Tumorun en sik ortaya c¢iktigi yas araligi 45-75tir. Erkek-kadin orani
Amerika'da 1.26, isvigre'de 1.28'dir.

Yerlegim:
GB siklikla serebral hemisferlerde, subkortikal beyaz cevherde izlenir. 987

glioblastom olgusunun ele alindigi buyuk bir calismada temporal, pariyetal,



frontal ve oksipital loblarda yerlesim oranlari sirasiyla %31, %24, %23 ve
%16 olarak saptanmistir (3). Kombine fronto-temporal lokalizasyon 6zellikle
tipiktir. TUmor infiltrasyonu siklikla komsu kortekse ve kontlateral hemisfer
icinde korpus kallozum boyunca ilerler. Bazal ganglia ve talamus yerlesimi
dzellikle gocuklarda nadir degildir. intraventrikiiler GB nadirdir. Beyin sapi
GB'u sik degildir ve daha ¢ok ¢ocuklarda gorlir. Serebellum ve spinal kord

bu tumor igin nadir lokalizasyonlardir.

Klinik 6zellikler:

Neoplazm daha dusuk dereceli bir astrositomdan gelismedigi surece
hastaligin klinik 6ykisu genellikle kisadir (olgularin yarisinda 3 aydan
kisadir). Bas agrisi, bulanti, kusma, papilédem gibi intrakranial basing artisi
semptomlari siktir. Hastalarin Ugte birinden fazlasinda epileptik ndbetler
gorulur. Basagdrisi ve kisilik degisikligi gibi non-spesifik semptomlar da

gérulebilir.

Makroskopi:

Lezyon genellikle unilateraldir. Ancak beyin sapi ve korpus kallozumda
bilateral ve simetriktir. GB'lar kétu sinirhdir. Santral nekroz alanini
cevreleyen periferik hiperselller zon makroskopik olarak yumusak gri bir
band seklindedir. Santral nekroz total timoér kitlesinin %80'nini olusturabilir.
Makroskopik kistler bulundugu zaman, diffiz astrositomlardaki retansiyon
kistlerinden farkl olarak likefiye nekrotik tumor dokusunu yansitan sivi igerir.
GB'larin ¢gogu belirgin olarak intraparankimaldir. Bazilari superfisyal olup,
leptomeninks ve dura ile iligkilidir. Bu lezyonlar cerrah ya da néroradyolog
tarafindan metastatik karsinom ya da meningiom gibi ekstraaksiyal lezyon

olarak yorumlanabilir.

Yayilim ve metastaz:
infiltratif yayilim tim diffiiz astrositik timérlerin ortak bulgusu olmasina
ragmen, GB'lar 6zellikle komsu beyin yapilarina hizli invazyonlari ile Gnladur.

Oldukga yaygin bir bulgu, timér ekstansiyonunun korpus kallozum boyunca
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kargi hemisfere girmesi, bilateral goruntu ve simetrik lezyon olugsumudur.
(kelebek gliom). Benzer hizli yayilim, internal kapsul, forniks, anterior
komissiir ve optik radyasyonda gézlenir. infiltratif bliyime hizl olmasina
ragmen subaraknoidal bogluga uzanmaz. Bundan dolayi serebrospinal sivi
yoluyla metastaz nadirdir. Perivaskuler bosluklar icinde ve boyunca yayilim
diger bir infiltrasyon bigimidir. Fakat vaskuler Ilimen invazyonu nadir gorular.
Ekstranoronal dokulara hematojen yayilim daha once cerrahi islem gormemis
hastalarda nadirdir. Ventrikiloperitoneal sant yoluyla peritoneal metastaz

g6zlemlenebilir. Dura, vendz sinus ve kemik penetrasyonu nadirdir.

Primer ve sekonder GB:

Primer ve sekonder GB tanimlari ilk kez Scherer tarafindan 1940'da
kullaniimis ve Klinik ve biyolojik gérinim agisindan astrositomlardan gelisen
sekonder GB'larin primer GB'lardan ayrilmalari gerektigi bildirilmistir.
Sekonder GB’lar muhtemelen uzun klinik sureli GB'larin gogunu
olusturmaktadir. Tum GB’larin yaklagik %10’unu olusturan bu timdrler daha
geng hastalarda (ortalama 45 yas) gorulur ve diffuz astrositomlari takiben 1-
10 yil (ortalama 4-5 yil) arasinda ortaya c¢ikar.

GB'larin %90'dan fazlasi ise, daha yasli hastalarda (ortalama 62 yas),
oncesinde klinik bulgu olmaksizin genellikle 3 aydan kisa bir surede hizla
gelisir. (primer ya da de novo GB). Sekonder GB'da yagsam stiresi (ortalama
7.8 ay) primer GB'lardan (ortalama 4.7 ay) daha uzundur. Bu durumda,
sekonder GB'lu hastalarin daha geng¢ olmasinin bir etkisi de olabilir. Farkl
genetik yolaklardan gelismeleri, farkli yas gruplarini etkilemeleri ve tedaviye
yanitlarinin farkli olmalari, primer ve sekonder GB’larin farkh antiteler olarak

ele alinmasini gerektirmektedir (3).

Histopatoloji:

GB, koétu diferansiye, siklikla pleomorfik, belirgin nikleer atipi ve mitotik
aktivite gosteren astrositik hicrelerden olusan anaplastik, selller bir
gliomdur. Belirgin mikrovaskuler proliferasyon ve/veya nekroz esas tanisal

Ozelliklerdir. Glioblastoma multiforme terimi bu timaorin gérinim gesitliligini
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ifade eder. Bazi lezyonlar yliksek derecede selller ve ¢ok sayida
multindkleer dev hucrelerle karakterli ntkleer pleomorfizm gdsterirken
bazilari selller fakat monotondur. Lezyonun astrositik dogasi en azindan
fokal alanlarda kolayca taninabilir. Fakat bazi timérleri yiksek dereceli
anaplazi igermelerinden dolayi tanimak gug olabilir. GB'daki bolgesel
heterojenite 6zellikle stereotaksik biopsiye dayanan tanilarda ciddi zorluklara

yol acabilir.

Doku paternleri:

GB'larda tani, tipik olarak ana hucre tipinin belirlenmesinden ¢ok doku
paternine baglidir. Oldukga anaplastik glial hiicrelerin, mitotik aktivitenin,
vaskuler proliferasyonun ve/veya nekrozun varligi gereklidir. Bu anahtar
Ozelliklerin timor icinde dagilimi gesitlidir. Ancak genis nekrotik alan,
genellikle timadrun ortasini isgal eder. Tumor hicreleri periferde toplanma
egilimindedir. Vaskuler proliferasyon esas olarak nekroz ¢cevresinde ve

periferal infiltrasyon zonunda olmakla birlikte tim lezyon iginde gorulebilir.

Sekonder yapllar:

GB hcreleri, bariyer olusturan sinirlara ulastiklari zaman kolayca
gorularler. Tamor hicrelerinin kortikal subpial zonda, subependimal bdlgede,
damarlar gevresinde ve néronlarin etrafinda (satellitozis) birikmesi oldukca
karakteristiktir ve “sekonder yapilar” olarak adlandirilirlar. Bu yapilar
gliomatozis serebri ve oligodendrogliom gibi diger oldukga infiltratif gliomlarda
da gorulebilir. Siklikla hastaligin terminal déneminde, subependimal bélge
diffuz olarak infiltre olur. Sekonder yapilar, santral sinir sisteminde glial

hicrelerinin go¢ yollarini gosterir.

Epitelyal yapilar:
Seyrek olarak GB'lar glanduler ve bant seklinde epitelyal odaklar igerir. Bu
elemanlar blyuk oval nukleus, belirgin nukleolus ve yuvarlak iyi sinirli

sitoplazmaya sahiptir. Bu lezyonlarin izlendigi timorler "adenoid GB" olarak



da isimlendirilir. Bu alanlarda GFAP ekspresyonu azalmis olabilse de, bu
yapilarin astrositik dogasi ortaya konabilir. MUsin6z zemin ve mezenkimal bir

komponent (gliosarkom) bu tar timdrlerde yaygindir.

Heterojenite:

Az sayida insan neoplazmi GB kadar heterojendir. Kétu diferansiye
alanlarda fusiform, yuvarlak ve pleomorfik hucreler hakim olabilir. Daha
diferansiye neoplastik astrositler, fokal olarak fark edilebilir. Bu durum
Ozellikle diffiiz astrositomun progresyonu sonucunda gelisen GB'lar igin
gegerlidir. Alanlar arasindaki gegis hala taninabilir.

Morfolojideki ani bir degisiklik, bir ya da daha fazla ek genetik
degisikliklerin kazaniimasiyla, yeni bir timér fenotipini yansitabilir (4). Seluler
pleomorfizm, kiglk indiferansiye, lipidize, granuler ve dev hicreleri igerir. EkK
olarak siklikla bipolar fusiform hicrelerin kesigtigi demetler ve fasikillerin
hakim oldugu alanlar vardir. lyi sinirli plazma membranli oldukga pleomorfik
tumor hucrelerinin birikimi ve hucre uzantilarinin yoklugu, metastatik

karsinomu ya da melanomu taklit edebilir.

Kuglk hicreli GB:

GB'da kuguk hicreler gorulebilmesine kargin, bu hlcreler baskin
oldugunda "kuguk hicreli GB" olarak isimlendirilir (5). Bu timdrler ylksek
nukleo-sitoplazmik oranli, hafif atipili ve hiperkromatik nukleuslu, yuvarlak ya
da elonge, kiigik monomorfik hiicre populasyonu ile karakterlidir. Glial fibriler
asidik protein (GFAP) immunrektivitesi minimal olabilir. Bu timérler az
diferansiye anaplastik oligodendrogliomdan ayriimalidir. Kiiglk hicreli GB'lar

yuksek proliferasyon aktivitesine sahiptir.

Oligodendrogliom komponentli GB:
Bazen GB'lar oligodendroglioma benzer odaklar igerirler. Bu alanlar
degisken boyutta ve sikliktadir. Hem oligodendroglial hem de astrositik

komponenti olan anaplastik gliomlarda nekroz, belirgin olarak koétl prognozla



iligkilidir. Bu timorler "oligodendroglial komponentli GB" olarak siniflandirilir.

Standart GB'lara gore daha iyi prognozludurlar.

Multindkleer dev hucreler:

Artmis boyut ve pleomorfizm gosteren buyuk multintkleer timor hucreleri
siklikla GB'un isareti olarak kabul edilir. Tipik olarak bulundugunda,
multinUkleer dev hucrelerin varligi daha malign klinik gidis ile iligkili degildir.
Malign gérinamlerine ragmen, bu hicreler regresif degisiklik olarak kabul
edilirler. MultinUkleer dev hucreler baskin histolojik yapiyi olusturuyorsa

timor "dev hiicreli GB" olarak isimlendirilir.

Gemistositler:

GB'da gesitli yogunlukta gemistositler ve fibriler astrositler vardir.
Gemistositler bol, parlak, fibriler olmayan sitoplazmaya; koyu, anguler,
periferik yerlesimli nikleusa sahiptir. Uzantilar sitoplazmadan her yéne dogru
olup kisa ve kunttir. GFAP boyanmasi ¢cogunlukla hiicrenin periferine
sinirhdir. Santral zon genelde boyanmaz. Perivaskuler lenfositler siklikla
gemistositik bolgelerde birikir.

immunhistokimyasal ¢alismalar, neoplastik gemistositlerde, proliferasyon
indeksinin dusiik oldugunu vurgular. Buna ragmen, DSO derece Il veya |l
gemistositik astrositomlar GB'a hizla ilerlemeye yatkindir. Daha iyi
diferansiye alanlar, radyolojik olarak kontrast tutmayan periferal bdlge olarak
belirlenebilir. Radyolojik olarak tim beyin kesitlerinde Derece II-Ill astrositom,
GB odagindan agikga farkhdir.

Granduler hicreler:

PAS pozitif sitoplazmali granuler buyuk hicreler GB iginde daginik olarak
gérulebilir. Nadir olgularda dominant olabilir ve grandler hucreli tumor izlenimi
olusturabilir. Bazi olgularda, serebral hemisferde grandler hiicreler ile
neoplastik astrosit arasi gegis formu tanimlanmistir. Grandler hicreler daha
blyUk ve kaba granuler oldugunda makrofajlara da benzer.

Lizozomal igeriklerinden dolayi timor hicreleri CD68 gibi makrofaj
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belirleyicileri ile immunreaktivite gdsterebilir. Nadiren GFAP ile periferal
immun pozitiflik olabilir, fakat cogu hlicre negatiftir. Granuler hiicrelerin gliom

hicrelerinin farkll bir dejeneratif yolagini temsil ettigi distntlmektedir.

Lipidize hucreler:

Kopuklu sitoplazmali hiicreler GB'larda seyrek olarak gézlemlenen bir
Ozelliktir. Nadir vakalarda baskin olabilir ve bu timoérler lipidize (k6pUklQ)
hicreli GB olarak isimlendirilirler. Eger bu lezyonlar geng bireylerde
superfisyal olarak yerlesmis ve 6zellikle ksantomatdz hucreler retikilin ile
pozitif boyanan bazal membran ile gevrelenmiglerse, pleomorfik

ksantoastrositom ayirici tanisi akilda tutulmahdir.

Perivaskuler lenfositler:

Perivaskiiler lenfositik topluluklar GB'larin az bir kisminda izlenir. Tipik
olarak gemistositik komponentin oldugu alanlarda bulunur. CD8 (+) T
lenfositler baskindir ve perivaskuler lenfositlerin baskin oldugu timérlerin
yaklasik %75'inde goralur. CD 4 (+) lenfositler daha az sayidadir. B
lenfositler %10'dan daha az sayida olguda saptanir. CD44 ve ICAM-1
ekspresyonu gliom hicrelerinde gozlenirken, timora infiltre eden
lenfositlerde izlenmez. Perivaskuler lenfosit infiltrasyonunun timor
buyumesine etkisi olup olmadigi tartismali bir konudur. Bazi ¢alismalar
yararli bir etki gosterirken, bazilari hastalarin yasam suresi ile korele

olmadigini belirtmektedirler.

Metaplazi:
Siklikla epitelyal dokularin preneoplastik lezyonlari olarak gézlenir. Bu terim

neoplazmlarda aberan diferansiyasyon tanimlamasinda da kullanilir.
GB'larda skuamoz epitel 6zelligi sergileyen odaklar izlenebilir. Adenoid ve
skuamoz epitelyal metaplazi gliosarkomda klasik GB'dan daha yaygindir. Bu
kemik ve kikirdak olusumu i¢in de gecerlidir.

Mikrovaskuler proliferasyon:

Nekroza ek olarak mikrovaskduler proliferasyonun bulunmasi GB'un
8



histopatolojik isaretidir. Isik mikroskobunda klasik mikrovaskuler proliferasyon
tipik olarak nekrozun ¢evresine lokalize glomeruloid yumaklar olarak gorular.
Histolojik olarak mikrovaskuler proliferasyonlar tipik olarak ¢ok tabakall,
mitotik olarak aktif endotelyal hicreler, diz kas hicreleri ve perisitler ile
birliktedir. Morfolojik olarak gdéze ¢arpmayan damarlarin MIB-1 indeksi %2-4
iken, prolifere tumor damarlarinda %10'un Uzerindedir. Vaskuler tromboz

sik¢a izlenir ve iskemik tumor nekroz patogenezinde rolU olabilir.

Proliferasyon:

Proliferatif aktivite genellikle belirgindir. Atipik mitoz siklikla izlenir. Mitotik
aktivite ve Ki-67/MIB-1 proliferasyon indeksi tumor igerisinde bdlgesel
heterojenite gosterir. Ortalama Ki-67 indeksi %15-20 olarak bildirilmistir. Tipik
olarak daha az proliferasyon derecesine sahip neoplastik gemistositlerden
olusan tumorlerin tersine, kiguk, indiferansiye, fusiform htcrelerden olusan
tumorler belirgin proliferatif aktiviteye sahiptir. GB'larda proliferasyon indeksi

ve klinik gidis arasindaki iliski hentz kanitlanamamistir (6).

Nekroz ve apoptoz:

Nekroz GB'un temel 6zelligidir ve varhgi, agresif klinik davranisin en
guclu ongorulerinden biridir. Nekroz, radyolojik olarak kontrast tutmayan
korlar olarak goérulebilir ve total timor kitlesinin %80'inden fazlasini
olusturabilir. Bu alanlar makroskopik olarak sari ya da beyaz granuler alan
olarak gorulur. Mikroskopik olarak, nekrotik gliom hucreleri belli belirsiz
secilebilir. Nekroz alanlari genellikle cok sayida fagositi kendine cekmez.
Seyrek olarak yogun nekroz iginde canli timor hicrelerinin kiimeleri ile
korunmus tumaor damarlari gorular. Bu genis nekrozun yetersiz kan
kaynagina bagli oldugu kabul edilir. Nekrozun ikinci formu, multipl, ktguk,
duzensiz sekilli band benzeri ya da serpijin0z alanlardan meydana gelir. Bu
psOdopalizadlanan nekroz primer ve sekonder GB'larda esit sikhkta goralir.
Daha kuguk psddopalizadlanan yapilarin merkezinde yasayan ya da nekrotik
gliom hucreleri olmaksizin ince fibriler bir ag izlenirken, daha buyuk

psodopalizadlanan yapilarin merkezi her zaman nekroz igerir.
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Komsulugundaki timor hucresi ile kiyaslandiginda, psddopalizadlanan
hicreler daha yuksek apoptoz orani ve daha duguk proliferasyon orani igerir.
Malign gliomlarda koagulasyon nekrozuyla kiyaslandiginda, apoptoza bagli

hiucre olumleri daha azdir ve apoptotik hiz prognozla korele degildir.

Genetik:

Noroepitelyal hiicrelerin malign transformasyonu ¢ok basamakli genetik
degisikliler sonucu meydana gelir. TP53 mutasyonu, kromozom 10 ve 17p'de
heterozigosite kaybi1 (LOH) ve EGFR amplifikasyonu GB'da bildirilen farkh
genetik degisikliklerdir (7).

EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor):

EGFR kromozom 7 Uzerinde lokalize, 170 kDA molekul agirliginda, hicre
proliferasyonunun kontroliinde yer alan bir transmembran proteindir. EGF ve
TGF-a gibi ekstraselller ligandlara baglanarak proliferasyon sinyallerini
baslatir. EGFR, GB'da en sik amplifiye olan gendir (8). EGFR amplifikasyonu
asiri ekspresyonla iligkilidir. EGFR amplifikasyonlu tim GB'lar EGFR asgiri
ekspresyonu gosterir ve EGFR asiri ekspresyonu gosteren hastalarda %70-
90 EGFR amplifikasyonu gozlenir (9). EGFR amplifikasyonu primer GB'larin
yaklasik %40'Inda gorulurken sekonder GB'larda nadirdir ( 3,10-20). 35 yas
altindaki GB hastalarinin higbirinde EGFR amplifikasyonu saptanmamistir.
EGFR geni bazen yapisal degisikliklerle iligkilidir ve birkag varyanti
tanimlanmistir. En iyi bilineni EGFR vlll varyantidir (20). EGFR vllI varyanti,
EGFR amplifikasyonlu GB’larin %20-50'sinde bulunur. Yapisal ve fonksiyonel
olarak v-erbB'ye benzerdir. Temel olarak liganddan bagimsiz bir yolla PI3-
kinaz, RAS ve mitojen aktive protein kinaz sinyal araciligiyla hicre
proliferasyonuna yol agar. EGFRUVIII, hedefe yonelik tedavide Umit vericidir
(21). EGFR nokta mutasyonlari Avrupa ve Asyali GB hastalarinda nadirdir
(%3-5).
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PISK/PTEN/AKT yolagi:

EGFR ya da diger buyume faktor reseptorleri buyume faktorlerini
(EGF, TGF-a) baglayarak aktive olur ve PI3K'y1 (fosfatidilinositol 3-kinaz)
hidcre membranina toplar. PISK, PIP2'yi (fosfatidinositol-4,5-bifosfat) PIP3'e
donugturar. PIP3 ise AKT gibi efektor molekulleri akim yonunde aktive
ederek hucre proliferasyonunu saglar. PTEN ( fosfataz ve tensin homolog)
geni 10g23.3'de lokalizedir. Protein fosfataz ve 3' fosfoinositol fosfataz
aktivitesinde 6nemli olan protein tirozin fosfataz katalizéru olan bir proteini
kodlar. PTEN mutasyonu 6zellikle primer GB olgularinda olmak Uzere,
olgularin %15-40"'Inda gorulur (22,23).

TP53/MDM2/p14*7F yolag:

TP53 geni 17p13.1'de lokalize olup hucre siklusu, DNA hasarina yanit ve
neovaskularizasyon gibi pekgok hicresel suregte rol oynar. DNA hasarini
takiben p53 aktive olur ve gen transkripsiyonuna neden olur. MDM2 geni,
mutant ve wild-tip p53'U bagdlayan 54 kDa molekdl agirliginda bir proteini
kodlar. P53 ile kompleks olugturan MDM2 proteini, onun transkripsiyonel
aktivitesini yok eder. Bu yuzden, MDM2 amplifikasyonu ve asiri ekspresyonu,
p53'Un duzenledidi htucre buylime kontrolinden kagisin alternatif yoludur.
Kromozom 9p21'de lokalize CDKN2Akompleksinin bir parcasi olan p14*7F
geni, direkt olarak MDM2'ye baglanan ve MDM2 aracili p53 azalmasini
inhibe eden bir protein kodlar. Tersine p14~7*
diizenlenir. Bu nedenle, p53 fonksiyon kaybi, TP53, MDM2 yada p14*"F'nin

herhangi birinin bozulmus ekspresyonuna neden olur. TP53 mutasyonu

, p53 tarafindan negatif

sekonder GB'In genetik bir isaretidir (>%65) ve prekirsor dusuk dereceli
astrositom ve anaplastik astrositomlarin hemen hemen hepsinde bulunur
(10). TP53 mutasyonu primer GB'da daha az siklikta goralur (yaklasik %25).
MDM2 asir ekspresyonu immunohistokimyasal olarak primer GB'larin
50'sinden fazlasinda saptanmistir. P14%7F kaybi GB'da siktir (%76).
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P16™%2/CDK4/RB1 yolag::

Bu sinyal yolagi, hucre siklusunda G1'den S fazina gecis kontrolinde
6nemlidir. RB1 geni retinoblastom (RB1) proteinini kodlar. CDK4/Siklin D1
kompleksi, RB1 proteinini fosforiller ve boylece G1-S transizyonu ile iligkili
genleri aktive eden E2F transkripsiyon faktor salinimini indiikler. P16™<%2
CDKN2A2nin diger gen artinddur ve hicre blylimesini siklin bagimli
kinazlardan Cdk4 ve Cdk6'yi inhibe ederek kontrol eder. P16 ekspresyon
kaybi durumunda, Cdk'larin asiri ekspresyon ve amplifikasyonu veya RB
fonksiyon kaybi sonucunda hucre siklusunun kontrolt bozulur. Bu yoldaki
bozukluklar primer ve sekonder GB'larin her ikisinde de yaklasik %40-50'nin

uzerinde gorulur.

Kromozom 10 kaybi:

10p, 10923 ve 10925-26 lokuslarinda veya tum kromozom 10'da LOH,
GB'larda en sik gorilen genetik degisikliktir. TUmor supresoér gen olan PTEN,
GB'larin yaklasik %30'unda mutasyona ugramistir. DMBT1 ("the deleted in
malignant brain tumors") geni kromozom 10g25-26'da yerlesir ve tUmor

supresor gendir. GB'larin %23-38'inde delesyonlari gorulur.

Diger kromozomal lokuslarin kaybi:
1p kaybi primer ve sekonder GB'larda benzer siklikta goralur (%12-15).
19q kaybi sekonder GB'larda daha siktir (%54). 22q kaybi tim gliomlarda

%20-30 oraninda gorulur.

GB'da birlikte bulunan genetik degisiklikler:

10q kaybi en sik gorulen genetik degisiklik olup ayni zamanda diger
genetik degisiklikler ile birlikte gorulir. EGFR amplifikasyonu tipik olarak p16
delesyonu ile iligkilidir. Tp53 mutasyonu, EGFR amplifikasyonu ve PTEN
mutasyonu ters iligkilidir (14).

Genetik degisiklikler ve histolojik 6zellikler arasindaki korelasyon:
Klguk hicreli GB fenotipi siklikla EGFR amplifikasyonu, p16 delesyonu,

PTEN mutasyonu ve 10q kaybi gdsterir. %5'in Uzerinde multinikleer dev
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hucre iceren GB'lar siklikla TP53 mutasyonu ile iligkilidir. EGFR
amplifikasyonu nadirdir.

Ekspresyon profilleri:

GB'lar ekspresyon paternlerine dayanarak pilositik astrositom, dusuk
dereceli astrositom, anaplastik astrositom ve oligodendrogliomdan
ayrilabilirler (24). Bununla birlikte GB olgulari arasinda ekspresyon paternleri
oldukga degiskendir (25). Yapilan ¢alismalar, GB'un tipik olarak buyime
faktord, anjiogenezis ve hicre gogu ile iligkili genlerin asiri ekspresyonunu
gosterdiklerini ortaya koymaktadir (26). EGFR asiri ekspresyonu gosteren
GB'lar farkli bir global gen transkripsiyonel profili igerirler. EGFR asiri
ekspresyonu gosteren GB'lar ve EGFR asiri ekspresyonu gdstermeyen
GB'larin farkli gen ekspresyon profilleri vardir (27). Primer ve sekonder

GB'lar da ayrica farkli ekspresyon profilleri igerirler (28).

Pediatrik GB:

Cocuklardaki GB'lar erigkinlerdekinden farkli bir genetik profil icerirler
(29,30). Pediatrik GB'lar genellikle de novo gelismesine ragmen,
erigkinlerdeki primer GB'lardan farkli genetik 6zellikler gosterirler. P53
mutasyonu sik olup (%40), EGFR amplifikasyonu (%6) ve p16™*? delesyonu
nadirdir. MDM2 amplifikasyonu gézlenmez (31).

Genetik duyarhhk:
Bir ailede birden fazla kiside GB gérilebilir. Bu siklikla Turcot ve Li-
Fraumeni sendromlari, nérofibromatozis tip 1 ve multipl enkondromatozis gibi

kalitsal tUmor sendromlarinda izlenir.
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Astrositler ya da prekiirsér/kok hiicreler

J i

Disuk dereceli astrositom

TP53 mutasyonu (%59)

5.1 yil ﬂ Klinik 6yku:
Anaplastik astrositom <3 ay %68
TP53 mutasyonu (%53) <6 ay %84

\/ ﬂ 1.9yl

Sekonder GB Primer GB (de novo)

LOH 10q (%63) LOH 10q (%70)

EGFR amplifikasyonu (%8) EGFR amplifikasyonu (%36)

p16™** delesyonu (%19) p16™** delesyonu

Tp53 mutasyonu (%65) Tp53 mutasyonu (%28)

PTEN mutasyonu (%4) PTEN mutasyonu (%25)
Olgularin %5'i Olgularin %95'i

Sekil 1: GB'da genetik 6zellikler. (3)

Prognostik faktorler:

Beyin tUmaorlerinde operasyon, radyoterapi ve kemoterapinin gelismesine
ragmen, GB hastalarinin prognozu oldukga kétudiir. isvigre ve Kanada'da
yapilan retrospektif calismalara gore, hastalarin %20'sinden azi 1 yildan,
%3'ten azi da 3 yildan fazla yasamaktadir (2,3). iyilesme egilimi daha fazla
ve yluksek preoperatif Karnofsky performans skoru olan geng hastalarda

yasam suresi ortalama 12 ay olup klinik gidis daha iyidir. Tani aninda geng
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yas, gros total eksizyon ve kombine radyoterapi ve kemoterapi en 6nemli

prognostik faktorlerdir.

Yas:

Daha geng¢ GB hastalar (tani aninda <50 yas) belirgin olarak daha iyi
prognoza sahiptir. Yapilan bir calismada yasin en belirgin prognostik faktor
oldugu vurgulanmistir (3,32,33). Sekonder GB'lu hastalar primer GB'lu

hastalardan daha uzun yasam suresine sahiptir.

Histopatoloji:

Nekrozun varligi ve yayginligi kisa yasam suresi ile iligkilidir (34).

Genetik degisiklikler:

Literatirde TP53 mutasyonunun prognostik degeri olmadigini ya da iyi
prognozla iligkili oldugunu belirten tutarsiz veriler bulunmaktadir. EGFR
amplifikasyonu ve yasam suresi ile iliskili tutarli bir korelasyon
bulunmamaktadir (35). Kromozom 10 kaybi, GB'da izlenen en sik genetik
degisikliktir ve kisa yasam suresi ile iligkilidir. PTEN mutasyonunun prognozla

iligkili olmadigini belirten yayinlar bulunmaktadir (3,14,36,37).

Tedavi yanitinin mekanizmasi:

GB tedaviye oldukga direnglidir. Sadece agresif cerrahi rezeksiyon,
eksternal radyoterapi ve temozolomid ya da nitrosurea gibi ajanlarla
maksimum dozda kemoterapi alabilen az sayida hastada yasam suresi daha
uzayabilir. Terapétik direncin baglica nedenleri:

1- Kan-beyin bariyeri parsiyel korumasi ve timaorin interstisiyel basing
yuksekligi

2- Herhangi tek bir terapétik yaklasima direngli hiicrelerin klonal
populasyonu ile sonuglanan genotipik ve fenotipik heterogeniteye neden
olan, gen amplifikasyonu, heterozigosite kaybi, kromozom delesyonu ve
yeniden duzenlenimi ile nokta mutasyonlari tarafindan Uretilen genom

instabilitesi
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3- Malign hucrelerin korpus kallozuma gegmesi, beyin sapi ve spinal korda
yayilmasi ve intakt kan-beyin bariyerinin arkasinda bulunmasini saglayan
invaziv ozellikler

4- Diren¢g mekanizmalarini barindiran néral kok hicre benzeri hlicre
populasyonunun varligi

5- Radyoterapi ve kemoterapinin etkilerini yok eden DNA onarim
mekanizmasi retansiyonu

GB'da molekuler anormallikler, terapiye duyarlilik ya da direng
mekanizmalarindan sorumludur. TP53 yolagindaki inaktivasyon apoptoz ve
hicre siklusunun arrestine neden olur. Hem primer hem de sekonder GB'da
retinoblastom yolagindaki mutasyon, hucre siklusunda bozukluga yol acar
(38). Ras geninde nokta mutasyon nadir olmasina karsin, Ras yolagi IGFR,
EGFR ve PDGFR sinyal araciligiyla sekonder olarak aktive olur. Benzer
olarak PI3K yolagi, anormal IGF1,EGF yada PDF sinyalleri ya da PTEN geni
anormallikleri araciligiyla aktive olabilir. Bu sinyal yolagi anormallikleri GB
tedavisinde bir tek, spesifik, kligiik molekul sinyal yolagi inhibitérinin etkisiz
olabilecegini gostermektedir.

Bir EGF tirozin kinaz inhibitoru olan gefitinib ile yapilan bir ¢alismada,
minimal bir yanit saptanmigtir. Diger taraftan EGFRvIIl ve PTEN icgin yapilan
GB biopsilerinde hastalarin erlotinib ya da gefitinib EGFR kinaz inhibitdrlerine
duyarl olduklari tanimlanabilmistir. Bu durum bize GB'da sik rastlanan
mutasyonlarin, bu terapétik yaklasimlari gerek gorduklerini dusundirmektedir
(39).

BlUyume faktorl ya da reseptdrlerine duyarli monoklonal antikorlar, kigik-
molekul sinyal transduksiyon inhibitorleri, selller immunoterapideki
gelismeler, terapdtik tasiyici ya da terapi olarak noéral kok hucrelerin kullanimi
ve tumar kok hucreleri gibi ¢coklu yeni molekuller hedef terapilerinin hepsi, GB

tedavisindeki gelismelerin kanitidir.
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Dev hiicreli GB:

Tanim:
Bizar multinukleer dev hicrelerin hakim oldugu, ara sira yogun stromal
retikUlin cati ve yuksek siklikta TP53 mutasyonu ile birlikte olan histolojik bir

GB varyantidir.

insidens:
Dev hicreli GB nadir bir varyanttir. Tim beyin timorlerinin %1'inden

azini, GB'larin %5'ini olusturur.

Yas ve cinsiyet dagilimi:
Ortalama 41 yasinda gorilir. Ancak bu timorlerin yas dagihimi diger
diffiz astrositomlardan daha genis bir yelpazeyi kapsar, ¢ocuklari da igine

alir. Erkek ve kadinlar esgit olarak etkilenir.

Semptom ve bulgular:

Dev hicreli GB, klinik ve radyolojik larak daha az malign dncl lezyon
olmaksizin kisa bir klinik dykuyl takiben de novo geligir. Semptomlar klasik
GB'a benzerdir.

Histopatoloji:

Cok sayida dev hicreler, kuguk, fusiform sinsityal hucreler ve gesitli
dereceye kadar retikilin ¢ati ile birlikte olan GB'dur. Dev hicreler lipidize
olabilir. NUkleus sayisinin dagilimi birkag taneden 20'den fazlaya kadar
degisir. Bazen sitoplazmik inklizyonlar igerebilir. Atipik mitoz siktir. Dev
hucreler S-100, vimentin, p53 ve EGFR pozitif olup GFAP ekspresyonu
degigkendir (40, 41). Noéronal belirleyiciler pleomorfik ksantoastrositomun

tersine negatiftir (42).
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Genetik:

Dev hucreli GB'lar siklikla TP53 mutasyonlari (olgularin %75-90'inda) ve
PTEN mutasyonlari (%33) ile birliktedir. Fakat tipik olarak EGFR
amplifikasyonu/ asiri ekspresyonu yoktur (43).

Kisa klinik 6yku, malign prekursor lezyon olmayisi, PTEN mutasyonunun
sikhgi ile dev hucreli GB, primer GB'a benzer. Sekonder GB'larda TP53

mutasyonu siktir.

Prognostik faktorler:

Cogdu dev hucreli GB'lar kétu bir prognoza sahiptir. Ancak bazi yayinlarda
muhtemelen daha az infiltratif davranisi nedeniyle klinik gidisin klasik GB'dan
daha iyi oldugu bildirilmistir.

Tablo 1: Primer, sekonder ve dev hicreli GB'un klinik ve genetik profili

Primer GB Dev hucreli GB Sekonder GB

Klinik baslangig De novo De novo Sekonder
Preoperatif 6yku 1,7 ay 1,6 ay >25 ay
Tani aninda yas 55 42 39
K:E orani 14 1.1 0,8
PTEN mutasyonu %32 %33 %4
EGFR
amplifikasyonu 739 75 70
TP53 mutasyonu %11 %84 %67
P 16™“@ delesyonu %36 %0 %4

Gliosarkom:

Tanim:

Glial ve mezenkimal diferansiyasyon sergileyen bifazik doku paterni ile

karakterize bir GB varyantidir.
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Insidans, yas ve cinsiyet dagilimi:
GB'larin %2'sini olusturur. Yas dagihmi GB'a benzer. Dagilim 40 ile 60
arasi degisir. (ortalama 52.1) Nadiren ¢ok geng ve ¢ocuk hastada gorulebilir.

Erkeklerde daha sik gorulur.

Lokalizasyon:
Genellikle serebral hemisferde lokalize olup azalan siklikla temporal,

frontal, pariyetal ve oksipital lobda izlenir.

Semptom ve bulgular:
Semptomlar timor lokalizasyonunu ve artmis intrakranial basinci yansitir.

Klinik dyku genelde kisadir.

Histopatoloji:

Gliomat6z ve mezenkimal diferansiyasyon sergileyen alanlardan olusan
bifazik patern gliosarkom tanisi i¢in esastir. Glial alanlar GB'un tipik
Ozelliklerini sergiler. Glial odaklarda skuaméz metaplazi ve bez benzeri
yapilar ile karakterli karsinomat6z 6zellikler sergileyen epitelyal
diferansiyasyon alanlari gorulebilir. Sarkomatdz alanlar, siklikla igsi
hicrelerin gruplasmis uzun demetleri ile karakterli fibrosarkomun tipik
paternini gosterir. Bazen histoloji malign fibréz histiositoma benzer.
Sarkomat6z komponentte nukleer atipi, mitotik aktivite ve nekroz gibi malign
transformasyon bulgulari da goérular. Bazi timarlerde kikirdak, kemik,
osteoid-kondral doku, duz ve gizgili kas ve lipomatdz 6zelikler gibi
mezenkimal diferansiyasyon alanlari da goérulebiilir.

Mezenkimal alanlarda kollogen birikimi trikrom boyasi ile gosterilebilir.
Benzer olarak retikulin boyasi genis bag dokusu liflerini gosterir. Bu
komponent GFAP eksprese etmez. GFAP negatif malign mezenkimal
komponenti tanimak, gergek gliosarkomu florid fibroblastik proliferasyon

goOsteren GB'dan ayirmak i¢in oldukga énemlidir.
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Genetik:

Gliosarkom PTEN mutasyonu (%38-45), p16™<* delesyonu (%38) ve
TP53 mutasyonu (%23-24) icerirken EGFR amplifikasyonu nadirdir (%0-8).
EGFR amplifikasyonu diginda bu bulgular primer glioblastoma benzer bir
profildir (44). Kromozom 7 (%75), X (%20), 9q ve 20q'da (%15) artis ile
kromozom 10 ve 9p (%35) ve 13qg'da (%15) kayip bildirilmigtir. Gliomatéz ve
sarkomatoz komponentte monoklonal orjini gosteren benzer genetik

degisiklikler tanimlanmistir.

Tablo 2: Primer GB ve gliosarkomda genetik ve klinik profil

Primer GB Gliosarkom

Preoperatif 6yku 1.7 ay 2 ay
E:K 1.4 1.65
Tani aninda yas 55 56

TP53 mutasyonu %11 %23
PTEN mutasyonu %32 %38
P16™“@ delesyonu %36 %37
MDM2 amplifikasyonu %8 %5
EGFR amplifikasyonu %39 %0

Prognoz:
Gliosarkomun klasik glioblastomdan daha iyi prognoza sahip oldugunu
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak genis klinik deneyimler klinik gidiste

anlamli bir fark ortaya koymamistir.

Gliofibrom:

Genellikle gocuklarda izlenen ¢ok nadir bir timdérdir. Yas arahidi 11 gun-
54 yasa kadar degisken olup ortalama 14'tir. Kadinlarda biraz daha siktir.
Siklhkla serebrumda (%36) ve spinal kordda (%28) izlenir. Dusuk ya da
yuksek dereceli diferansiyasyon alanlari igeren glial komponent ve non-
sarkomatoz fibroblastik komponentten olusan bifazik bir timordur. Nekroz ve

vaskuler mikroproliferasyon gliofibromun tipik 6zelligi degildir. Selllarite,
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nukleer pleomorfizm ve artmis mitotik aktivite nadirdir ve daha agresif klinik
gidisi gosterir. Bu tumorler "malign ya da anaplastik gliofiborom" olarak
isimlendirilir. Prognoz genelde daha iyidir. Tumdrlerin cogunda

rezeksiyondan yillar sonra reklrrens ve metastaz izlenmez.

SINAPTOFIZiN:

Noronal presinaptik vezikullerden izole edilen molekul agirhgr 38000 olan
major glikosil transmembran glikoproteindir. Noroektodermal ve noroendokrin
tipte normal, reaktif ve neoplastik hiicrelerde eksprese edilir. Sinaptofizin
immunreaktivitesi primer santral sinir sistemi timarleri arasinda, gliom
spektrumu boyunca glionéronal timdrlerden en az diferansiye primitif
néroektodermal timorlere dek genis bir spektrumda gésterilmistir (45).
Sinaptofizin reaktivitesi, ya mikrovezikdllerin dagilimina uygun graniler ya da
punktat paternde hicrelerin periferinde ya da sitoplazmiktir. Astrositik

timaorlerde sinaptofizin immunpozitifligi yayinlarda bildirilmistir (46-48)

NOROFILAMENT PROTEINI (NFP):

No6ron ve uzantilarinin intermedier filamentlerini temsil eder.
Immunhistokimyasal olarak farkli 3 major altbirimden olusur. NFP,
ndéroblastom, medullablastom ve retinoblastom gibi néronal kdkenli ya da
ndronal diferansiyasyon gosteren timorlerde eksprese edilir. NFP
ekspresyonunun ayni zamanda dusUk dereceli astrositomlarin fokal bir
bulgusu oldugunu da bildirilen yayinlar mevcuttur (49).

NFP ayni zamanda yuksek dereceli astrositik ve oligoastrositik timorlerde
en sabit néronal marker olarak tanimlanmigtir (olgularin %100'U). Donev ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise olgularin Ggte birinden azinda

pozitiflik saptanmistir (45).

GLIAL FiBRILER ASIDIK PROTEIN (GFAP):
Molekul agirhdi 48000-52000 olan, sitoplazmik intermedier filamentlerin 5
major tipinden biridir. Normal, reaktif ve neoplastik astrositlerde; gelismekte

olan, reaktif ve neoplastik ependimal hiicrelerde; gelismekte olan ve

21



neoplastik oligodendrositlerde bulunur. Bu belirleyicilerin ekspresyonu ayni
zamanda periferik sinir kilifi timorlerinde ve mikst tikrak bezi timorlerinde
de bildirilmistir. N6ron spesifik intermedier filamentlerin tersine GFAP, glial

hlcrelere 6zgu olup matur astrositlerde eksprese edilir.

NORONAL NUKLEER ANTIJEN (Neu-N):

Neu-N, matur néronlarda eksprese edilen bir néronal markerdir. Cok az
galisma astrositomlarda varhgini bildirmigtir. Varlet ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, yuksek dereceli glial timorlerde %63 oraninda Neu-N reaktivitesi
saptanmigtir (46). Donev ve arkadagslarinin galismasinda ise Neu-N
immunreaktivitesi primer olarak dev htcreli ve kiiglk hucreli GB 'da

saptanmigtir (45).

EPIDERMAL BUYUME FAKTORU RESEPTORU (EGFR):

EGFR /HER1, ayni zamanda HER2, HER3 ve HER4'l de iceren klas |
epidermal blytme faktoru ailesinin bir Gyesidir (12). EGFR, reseptérin
ekstraselller bolumund baglayan, TGF-a ve EGF ligandi olarak adlandirilan
bayume faktorleri tarafindan stimule edilen bir transmembran glikoproteindir.
EGFR primer GB'larda %40 olmak Uzere yuksek dereceli gliomlarda en sik
amplifiye olan onkogendir (11,12).

EGFR, malign gliomlarda oldukga merak uyandiran bir terapotik hedeftir.
Gliomlarda henuz onaylanmig bir anti-EGFR ajani bulunmamaktadir. Tirozin
kinaz inhibitdrleri ve monoklonal antikorlarla ilgili pek ¢ok klinik ¢alisma
devam etmektedir. Onceki caligmalarda daha yagh GB hastalarinda EGFR
asiri ekspresyonu ve amplifikasyon oraninin daha yiksek oldugu bildiriimigtir
(11,32). Yapilan bazi diger ¢alismalarda ise hasta yaslari arasinda istatiksel
bir fark bulunamamistir (12).

EGFR asin ekspresyonu ve gen amplifikasyonunun prognoza etkisi
tartismalidir (11-13). Cogdu yayinlar kétu prognostik faktdr oldugunu
belirtirken bazilari da yagsam suresini etkilemedigini bildirmiglerdir
(11,12,19,32,36,39,50-54). Houillier ve arkadaslari EGFR amplifikasyonunun

iyi prognostik faktér oldugunu bildirmiglerdir (13, 55). Simmons ve

22



arkadaslarinin yaptigi bir calismada, aberan p53 ekspresyonu gostermeyen
gen¢ hastalarda (<60 yas) EGFR asiri ekspresyonu ile yasam suresi
arasinda negatif iliski saptanirken, yasli hastalarda (>60 yas) yasam
suresinin daha uzun oldugu belirtilmistir. TUm bu ¢alismalardaki
uyumsuzlugun nedeninin yas dagihmindaki farklliktan dolayi olabilecegi
vurgulanmistir (32). Korshunov ve arkadaglarinin ¢alismasinda EGFR
amplifikasyonunun geng hastalarda (<50 yas) kétu prognostik faktér oldugu
bildirilmigtir (33). Heimberger ve arkadaslarinin galismasinda ise EGFR,
gross total rezeksiyon yapilamayan hastalarda negatif prognostik faktor
olarak degerlendirilmigtir. Bu calismada EGFR ekspresyonu gdsteren
hastalar ve gross total rezeksiyon yapilamayan hastalar arasinda ortalama
yasam suresi arasinda belirgin bir fark saptanmamigtir (20). Heimberg ve
arkadaslari baska bir calismada ise 1 yildan fazla yasam suresi olan
hastalarda EGFRvIII ekpresyonunun negatif prognostik faktor oldugunu
belirtmiglerdir (19). Bir diger calismada GB hastalarinda uzun yasam
suresinden sorumlu tek bir molekule belirleyicinin olmadigi, tim molekuler
degisikliklerin birlikte neden olabilecedi ve EGFR amplifikasyonunun 6zellikle
geng hastalarda olmak Uzere her zaman kotu prognostik faktor olmayacagi
da vurgulanmistir (37). Yine bagka bir galismada ise uzun yasam suresi (>36
ay) olasiiginin EGFR amplifikasyonu olmayan GB hastalarinda daha yuksek
oldugu bildirilmigtir (35).

Tam bu verilerdeki farklililarin nedenleri arasinda segilen hastalarin
standart dozda tedavi almamalari, ¢aligilan astrositik gliomlarin sayisinda ve
derecesinde buyuk farkhliklar olmasi ve farkli tipte EGFR antikorlarinin

uygulanmig olmasi gdsterilmistir (56).

Ki-67 (MIB-1):

G1, G2, M ve S proliferatif fazdaki hiicreler tarafindan eksprese edilen bir
nukleer nonhiston proteine benzer bir antijendir. Yapilan pekgok galismada
glioblastomlarda Ki-67 proliferasyon indeksi ile yagsam suresi arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (32). Jaros ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada

EGFR overekspresyonu ve yuksek Ki-67 proliferasyon indeksinin kotu
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prognostik faktorler oldugu belirtiimektedir. Ki-67, EGFR ve p53'e kiyasla
yasam suresinde en dnemli faktordur (56,57). Bagka bir calismada ise Ki-67
proliferasyon indeksi %20'nin Gzerinde olanlarda 6lum riskinin 2.2 kat daha
fazla oldugu bildirilmistir (58). Cogu calismada yas, cinsiyet ve Ki-67'nin

yasam suresi ile iligkili en guglu faktorler oldugu belirtilmistir.

GLIOBLASTOMDA NORONAL DIFERANSIYASYON:

Mikst glion6ronal fenotip gosteren degisik tipte santral sinir sistemi
timorleri DSO 2007 siniflamasinda yer almis ve bu kategoriyi ilgilendiren
pekcok yayin yapilmistir (1, 42, 45-48, 60-71). Diffuz astrositomlar,
pleomorfik ksantoastrositom, subependimal dev hlcreli astrositom, GB ve
dev hicreli GB’larda néronal diferansiasyon gorilebilecedini bildiren (42, 46,
48, 59, 63, 65-71) ya da bu durumun embriyolojik, fizyolojik veya elektron
mikroskopik kanitlarini ortaya koyan (48, 60-64) yayinlarin sayisi hi¢ az
degildir. YUksek dereceli glial timdrlerde néronal diferansiasyonun olumlu bir
prognostik faktér oldugunu savlayan arastirmacilar oldugu gibi (46), bunun
tersini savunanlar da vardir (45, 64). Bu galismada arastirilmasi amaglanan
baslica konulardan biri de GB’larda n6éronal diferansiasyonun varligini ve

varsa bu faktérin prognoz uzerindeki etkisini ortaya koymaktir.

HIBRIDiZASYON:

Hibridizasyon, 6zgun nukleik asit dizilerini tanimlamak igin kullanilan bir
yontemdir. iki tamamlayici niikleik asit dizisinin uygun ortamda ciftli DNA-
DNA, DNA-RNA, RNA-RNA yapilar olugturmasi olarak tanimlanabilir. Tek
zincirli ndkleik asitlerin ¢ift zincirli yapilar olusturmaya egilimi bu yontemin
temelini olusturur. Bu yontemin ilk asamasi DNA’nin ¢ift heliks yapisinin isi
veya yuksek PH (>13) ile karsilastiginda bozulmasi ve tekli diziler halini
almasidir (denattirasyon). Ancak tekli diziler uygun tamamlayici dizilerle
tekrar ikili yapilar halini alirlar (Hibridizasyon-DNA renaturasyon). Tekli
dizilerden en az birinde isaretleyici bir molekul (radyoizotop, floresein vb.)

baglandigi takdirde 6zgun ikili yapilar gesitli ydntemlerle saptanabilir.
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Hibridizasyonda kullanilan problar:

Tamamlayici sekanslarini bulmak igin kullanilan igaretli dizilere prob adi
verilir. Probun 6zgun oldugu nukleik asit dizisi ise hedef olarak adlandirilir.
Problar hazirlandiklarinda tekli veya ciftli yapilar seklinde olabilir ancak
hibridizasyon asamasinda tekli yapida olmalari gerekir. Bu diziler radyoaktif
veya radyoaktif olmayan belirleyicilerle isaretlenirler ve bdylece hibridizasyon
gerceklestiginde filtre kagidinda, X-ray filminde veya dokuda gorinur hale
getirilebilirler. Problar ¢esitli uzunlukta olabilirler ancak siklikla hedef diziden
daha kisadirlar. Problar DNA, RNA veya oligonukleotid seklinde olabilir. DNA
problar ¢ok hassas ve segici olup tek kopyaya kadar saptayabilirler. Problar
mRNA’da saptanabilir ve bir genin eksprese olup olmadigi gosterilebilir
(72,73).

Prob bazli tekniklerin kullanim alanlart:

Problarin kullanildigi yontemler, molekuler patolojide gesitli amaclar igin
kullanilabilir. Bunlar:

» Gen ekspresyonlarindaki kantitatif veya kalitatif degisikliklerin

saptanmasi

» Gen amplifikasyonlarinin veya delesyonlarin saptanmasi

» Gen yeni dizenlenmelerinin gdsteriimesi

»  Kromozomal translokasyonlarin gosteriimesi

» Nokta mutasyonlarin saptanmasi

» Patojenlerin saptanmasidir.

Problarin hazirlanmasi:

Problarin hibridize olduklari hedefleri gérunur hale getirmesi gerekir.
Bunun i¢in birgok isaretleme yontemi gelistiriimistir. Klasik yontem
radyoizotoplarla isaretlemedir ancak kullanici icin tehlikeli olmalari ve
kullanim agisindan zorluklari nedeniyle non-izotopik isaretleme yontemleri

daha yayginlagsmistir. Temel isaretleme yontemleri sunlardir:
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» Radyoizotop isaretleme: Cok hassas bir yontem olmakla birlikte
izotopun yarilanma 6mru, potansiyel saglik sorunlari yaratmasi,
maliyet ve uzun saptama suresine ihtiya¢ duyulmasi kullanimini
kisitlar. Sik kullanilan izotoplar %P, 2|, 3°S, 3H'dir.

= Hapten baglh isaretleme (biotin, floresans boyalar, digoksigenin)

» Direk enzim bagl isaretleme: Gluteraldehiti kOpru olarak kullanarak
enzimi direk olarak DNA’ya baglama ydntemidir (72,73).

isaretleme 5’ veya 3’ uclarinda veya tiim prob boyunca olabilir. Hangi

isaretleme yonteminin kullanilacagi;

=  Probun DNA/ RNA olduguna

* Probun tek / ¢ift olduguna

= [stenen duyarliga

* Probun uzunluguna baglidir

Hibridizasyon yontemleri:

Hibridizasyon temeline dayanan ¢ok sayida teknik gunluk laboratuar
ortamina girmis ve basariyla uygulanmaktadir. Bu teknikler basitge aranan
nukleotid dizisinin (DNA veya RNA) var olup olmadigini gosterebildigi gibi bir
hicredeki tim gen ekspresyonunu ortaya koyacak tekniklere kadar uzanan
bir spektrumdadir. iki tip temel yaklagimdan séz edilebilir. Standart
yontemlerde prob isaretlidir. Karsit (reverse) yontemlerde ise prob isaretli
degildir ve kati haldedir. Oysa hedef sivi halde ve isaretlidir. Karsit
yontemlerin kullanimi son yillarda artmigtir. Temel yontemler sunlardir:

1- Standart yéntemler

= Southern blot

= Northern blot

= in situ hibridizasyon (kromozom iSH (DNA), doku iSH (MRNA))

2- Karsit yéntemler

= Reverse dot blot

» Mikroarray (DNA mikroarray, oligonukleotid mikroarray)
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In situ hibridizasyon (ISH):

ISH yontemiyle, isaretlenmis komplementer nikleik asid sekansi ya da
probu kullanarak doku kesitlerinde ya da hicre preparatlarinda spesifik DNA
ya da RNA sekansi saptanabilir (72-74). En 6nemli avantaji parafine gémuli
dokuda da galismasi ve morfolojiyle hibridizasyon yonteminin bir arada
kargilastiriimasina izin vermesidir. Temel hibridizasyon basamaklarinin
(denaturasyon, hibridizasyon, yikama) hepsi bu yéontemde de kullanilir.
Problarin isaretleme ydntemlerine gére isimlendirilirler. Bu yontemler
fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) ve kromojen in situ hibridizasyondur
(CISH). Hem hedef hem de prob nikleik asitin hibridizasyonunun
gerceklesmesi icin tek sarmala ihtiyaci vardir. ISH, HPV, EBV ve HIV gibi
viral enfeksiyonlari saptamada kullanilabilir. infekte hiicrelerin igindeki viral
genomu direkt olarak tanimlar. ISH yontemiyle ayni zamanda gen
ekspresyonlari da saptanabilir.

FISH, uzun yillar boyunca solid timérlerde EGFR ve diger onkogenlerin
amplifikasyonunu saptamada altin standart ydntem olagelse de, rutinde
oldukca pahali olmasi, 6zel mikroskop gerektirmesi ve uzman
degerlendirmesine ihtiyag duyulmasi nedeniyle son yillarda FISH'e alternatif
olarak CISH yontemi kullaniimaya baglanmigtir. CISH yonteminin avantajlari,
sadece normal 151k mikroskopuna ihtiya¢ duyulmasi, daha kisa strede sonug
vermesi, degerlendirmesinin daha kolay olmasi ve CISH materyallerinin
arsivlenebilmesidir. Son Urln peroksidaz reaksiyonu ile saptanir ve isik
mikroskopunda gériintiilenebilir. On islem (pretreatment) ve hibridizasyon
protokolleri FISH ve CISH'de benzerdir. Sadece problar farkhdir. CISH
yonteminin diger bir Ustinlugu, timaor hucrelerinin kolaylikla tanimlanabilmesi
ve morfolojiye hakim olunabilmesidir (15-17,52,75-79).

Genel ISH protokoll denattrasyon, hibridizasyon ve posthibridizasyon
olmak Uzere U¢ temel asamadan olusmaktadir :

1) DENATURASYON : DNA/DNA in-situ hibridizasyonu igin, prob ve hedef
dizilerin tek iplikli hale getirilmesi (denatlrasyon) gerekir. Denatlrasyon; asit,
Is1 veya alkali uygulamasi ile yapilabilir. Isi ile denattrasyon, uygulamanin

basitligi ve daha etkili olmasi nedeni ile en ¢ok kullanilan yontemdir .
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2) HIBRIDIZASYON : Prob ve hedef niikleik asitler tek iplikli hale getirildikten
sonra, DNA/DNA melezleri 37°C, RNA/RNA melezleri ise 50-55 °C’de bir
gece inkubasyona birakilirlar. Hibridizasyon orani prob uzunluguna,
konsantrasyonuna ve dizinin kompleksligine baglidir. Optimal hibridizasyon
icin prob uzunlugunun 200-500 bp uzunluklari arasinda olmasi gerekir.

3) POSTHIBRIDIZASYON : isaretli prob, hedef dizi disinda homoloji
gOsteren bagka dizilerle 6zgun olmayan melezlenmeler yapabilir. Bu tur
melezler, dogru eslesmis olanlara gore daha dayaniksizdir; bu nedenle gesitli
yikama iglemleri ile ¢ozulebilir. Hibridizasyon sonrasi yikamalar, zayif
baglanan probu temizlemek ve sadece dogru eslesmis olanlari birakmak
amaci ile yapilr.

ISH yontemleri:

a) Silver (gumus) ISH (SISH) yéntemi:

GUmus ISH boyama c¢alismasi sirasinda, DNP isaretli problar hiicrelerdeki
ve dokudaki spesifik hedef DNA sekanslarina baglidir. DNP isaretli prob
Tavsan antiDNP primer antikor ve ultraview SISH Detection Kit kullanilarak
géruntdlenir. Olgim kiti, kromojenik enzim olarak kullanilan horseradish
peroksidaza (HRP) konjuge keg¢i anti-tavsan antikor igerir. Kisaca tanimlanan
SISH reaksiyonunun kimyasi, Silver A (gumus asetat), Silver B (hidrokinon)
ve Silver C'nin (H203) sirali bir sekilde eklenmesiyle yurutulir. Bu asamada
gimus iyonlari (Ag™*) hidrokinon ile metalik giimlis atomlarina (AgO)
indirgenir. Bu reaksiyon HRP substrati hidrojen peroksit (Silver C) ile
harekete gegirir. GUmus ¢okelti gcekirdekte birikir ve genin bir kopyasi siyah
bir nokta olarak gériintiilenir. Ornek daha sonra i1k mikroskobu altinda

incelenmek Uzere zit boyama islemine tabi tutulur (Sekil 2).
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Sekil 2: SISH reaksiyonu

b) B-DISH ( Bright Field Dual In Situ Hybridization) yontemi:
ISH'de tek veya dual renk analizleri uygulanabilir. Tek renk analizi ile
arastirmak istenen gen (EGFR, HER-2 gibi) ve kromozom sentromeri (Chr 7
veya chr 17 gibi) farkh slaytlarda saptanir. Dual renk analizi bunlarin ayni
slaytta saptanabilmesine izin verir. Ornegin Her-2 ve EGFR sinyalleri SISH
(silver in situ hibridizasyon) yontemi ile siyaha, kromozom 17 ve kromozom 7
sinyalleri CISH yontemi ile kirmiziya boyanir. EGFR gen sinyali, DNP igaretli
DNA prob hibridizasyonu ardindan giimus sinyal saptama sistemi (gumus
asetat, hidrokinon ve H>O5 ) ile alinir. Daha sonra kromozom 7 sentromer
(CEN 7) sinyali ise, DNP isaretli CEN 7 oligoprob hibridizasyonu ardindan
fast red ve napthol fosfat reaksiyon saptama sistemi ile alinir (Sekil 3) (80).

B-DISH ydnteminin avantajlar:

=  Sonuglar 1sik mikroskobu ile izlenebilir

=  Sonuglar arsivlenebilir

=  Tek bir lam Uzerinde iki parametre incelenir
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= Incelemede ve skorlamada kolaylik saglar
=  Tum doku morfolojisi incelenebilir

=  Zamandan ve maliyetten tasarruf edilir

iSH 1, EGFR iSH 2, Kromozom 7 sentromer

Gumis asetat, hidrokinon ve H202 Fast red ve Naptol Fosfat

HRP konjuge Kegi i Q AP konjuge Kegi
Anti-Tavsan Antikoru F‘l T < | Anti-Tavsan
7 oY /_/ Antikoru

DNP isaretli
kromozom 7
sentromer

DNP isaretli EGFR
DNA prob

Tavsan Anti-DNP Tavsan-DNP
Antikoru " — Antikoru

oligoprob

MU SN

Sekil 3: Brightfield double ISH (B-DISH)
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GEREG VE YONTEM

OLGULAR

Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinde
yer alan 2001-2012 yillari arasinda tani almig 52 primer GB olgusu
degerlendirildi. Olgulara ait hematoksilen&eozin (H&E) boyali preparatlar
tekrar de@erlendirilerek tanilar dogrulandi. Hastalarin dosyalarindan
operasyon bilgileri (gros total/parsiyel rezeksiyon), klinik gidisi (tani aldigi
andan itibaren yasam suresi, son durumu vb.), tedavisi (kemoterapi,
radyoterapi alip almadigi, kag kur, ne sureyle aldigi), niks olup olmadigi
ogrenildi. Lezyonu temsil eden, en ¢ok doku iceren preparat ve parafin blok
secildi. Blok seciminde kanama ve nekroz igermeyen ve mimkunse olagan
beyin dokusu igeren alanlar olmasina dikkat edildi.

Olgulara daha 6nce uygulananan immunohistokimyasal ¢calismalar da
tekrar de@erlendirildi ve rutinde kullanilan NFP, sinaptofizin ve Ki-67 gibi
belirleyicilerden eksik olanlar tamamlandi. Daha sonra, dual
immunohistokimya yontemi ile nukleer bir néronal belirleyici olan Neu-N ve
sitoplazmik bir glial belirleyici olan GFAP boyanmasi degerlendirildi. EGFR
asiri ekspresyonu immunhistokimyasal yontemle, EGF reseptérininin gen
amplifikasyonu da, dual EGFR (SISH)/kromozom 7 (CISH) ydntemiyle ortaya

kondu.

IMMUNHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Formalin tespitli, parafine gdmuli dokulardan elde edilen dért mikron
kalinligindaki kesitler pozitif elektrik ylklt lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 60°C'lik etlivde ortalama 2 saat parafin

eriyinceye kadar tutuldu. Elde edilen tim kesitlere asagidaki tabloda (Tablo



3) ayrintilar verilen NFP, Sinaptofizin, Ki-67 ve EGFR immunohistokimyasal
boyalari uygulandi.

Tum preparatlar deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma iglemleri de
dahil olmak tizere tim iHK boyama islemleri icin tam otomatik
Immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana, Benchmark, XT IHC/ISH)
yerlestirildi. IHK boyamalari igin cihaz ile uyumlu Ultraview Universal DAB
Detection Kit ve EZ prep, LCS, SSC, Cell Condition 1 (CC1), Reaction Buffer
Concentrate soltisyonlari ile Rabbit Anti-DNP Antibody, Amplifikasyon, ISH
proteaz 3, Endogenous Biotin Blocking Kit, Hematoksilen ve Blue Reagent
kullanildi.

Tam primer antikorlar igin antijen agiga ¢gikarmak amaciyla CC1 mild 6n
islemi segildi ve 37°C’de inkibe edildi. Primer antikorlar manuel olarak
damlatildi. Antikorlardan EGFR ve sinaptofizinin zemin boyanmasini
engellemek amaciyla A/B Block islemi segildi.

Cihazda boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile
yikanip alkol serilerinden gegirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi
ve Entellan (GBL® Gulmount™ PAX, Ortme Ortami PA) ile kapatildi.

DUAL iIMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Formalin tespitli, parafine gdmull dokulardan elde edilen dért mikron
kalinhgindaki kesitler pozitif elektrik yukli lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 60°C'lik etlivde ortalama 2 saat parafin
eriyinceye kadar tutuldu. Elde edilen tim kesitlere agagidaki tabloda (Tablo
3) ayrintilar1 verilen Neu-N ve GFAP immunohistokimyasal boyalari
uygulandi.

Tum preparatlar deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma iglemleri de
dahil olmak tizere tim IHK boyama islemleri icin tam otomatik
immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana, Benchmark, XT IHC/ISH)
yerlestirildi. IHK boyamalari icin cihaz ile uyumlu Ultraview Universal DAB
Detection Kit, Ultraview Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit
ve EZ prep, LCS, SSC, Cell Condition 1 (CC1), Reaction Buffer Concentrate
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solusyonlari ile Rabbit Anti-DNP Antibody, Amplifikasyon, ISH proteaz 3,
Endogenous Biotin Blocking Kit, Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi.
Her iki antikor i¢in antijen agiga ¢ikarma amaciyla CC1 mild 6n islemi segildi
ve 37°C’de inkibe edildi. Bu yontemle galisilan sitoplazmik bir belirleyici olan
GFAP ilk antikor olarak DAB Detection Kit ile, nukleer bir néronal belirleyici
olan Neu-N ise ikinci antikor olarak Red Detection kit ile boyandi. ik antikor
olan GFAP’In inklibasyon suresi dolduktan sonra ikinci antikor olan Neu-N
manuel olarak damlatildi.

Cihazda boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile
yikanip alkol serilerinden gegirildi. Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi
ve Entellan (GBL® Gulmount™ PAX, Ortme Ortami PA) ile kapatildi.

Tablo 3. Primer antikorlara iliskin IHK boyama ydntemi ayrintilari

Diliisyon
. Kato orani/ Pozitif
Primer . o
Antikor/Clone Ambalaj I:g Marka mkyt:)l;as- kontrol
siresi
. Millipore o
pni-heut 05m | MAB |  Corporation, 1100 %'Zsif]”
Antibodly (A60) konsantre | 377 Billerica,MA,USA 60 dk dokusu
GFAP Rabbit Oladian
Monoclonal 0.1ml | 258 Cell Marque, 1/100 begin
Antibody konsantre | R-14 Rocklin,CA,USA 16 dk dOk)llJSU
(EP672Y)
EGFR Rabbit Thermo Scientific, R
Monoclonal 7 ml RM- Lab Vision Skuamoz
Antibod kullanima | 2111 Corporation 20 dk hucreli
y hazir -R7 P ’ karsinom
(EP38Y) Fremont,CA,USA
Monoclonal . .
Mouse Anti- 6 ml IS DakoCytomation Olage_an
Human Ki-67 kullanima 626 Denmark A/S, 32 dk tonsil
. hazir Denmark dokusu
Antigen (MIB-1)
Thermo Scientific, o
Syrapopysn | 7 | P | Mol || Ol
(SP11) el 'n | Pathology,Fremont P ok
,CA, USA
Monoclonal
Mouse Anti- 7 ml N DakoCytomation, Olagan
Human kullanima 1591 Inc., California, 32 dk beyin
Neurofilament hazir USA dokusu
Protein(2F11")
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DUAL iN SiTU HiBRIiDiZASYON YONTEMi

Formalin tesbitli, parafine gdomull dokulardan elde edilen dort mikron
kalinligindaki kesitler pozitif elektrik yukll lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 60°C'lik etlivde ortalama 2 saat parafin
eriyinceye kadar tutuldu. Preparatlar tim ISH iglemleri igin tam otomatik
immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana, Benchmark XT, IHC/ISH)
yerlestirildi. Dual ISH iglemleri i¢in cihaz ile uyumlu Inform EGFR DNA Probe,
Inform Chromozome 7 Probe, Ultraview SISH Detection Kit, Ultraview
Alkaline Phosphatase Red ISH Detection Kit, Ultraview Silver Wash Il, EZ
prep, LCS, SSC, Reaction Buffer Concentrate sollsyonlari ile Rabbit Anti-
DNP Antibody, Amplifikasyon, ISH proteaz 3, Hematoksilen Il ve Blue
Reagent kullanildi.

EGFR sinyali i¢in Ultraview SISH Kiti ile renk maddesi gumus olan SISH
yontemi, Kromozom 7 sinyali igin ise Ultraview AP Red ISH Kiti ile renk
maddesi kromojen olan CISH ydntemi uygulandi. Kaynatma,
deparafinizasyon, 6n islem, hibridizasyon, yilkama, sinyal saptama ve arka
plan boyama islemlerinin hepsi tek basamakta tam otomatik cihazda
tamamlandi.

Yontem sirasiyla soyleydi:

1- Parafin doku kesitleri 65°C'de 20 dakika kaynatildi.

2- EZ prep sollsyonu ile 75°C'de 16 dakika deparafinizasyon iglemi
uygulandi.

3- Deparafinize doku kesitleri, DNA hedef bolgeyi agmak amaciyla Reaction
Buffer (Tris bazli pH 7.6 solisyon) ve ISH Proteaz Il kombinasyonu ile isitma
Onislemine tabi tutuldu. Tim yikama asamalarinda Reaction Buffer
uygulandi.

4- islem boyunca sivi buharlasmasini ve kurumayi énlemek amaciyla
hidrofobik bir reaktif olan Liquid Coverslip (LCS) kullanild.

5- EGFR DNA probu uygulandi ve 95°C'ye kadar isitildl.

6- 52°C'de 6 saat hibridizasyon iglemi uygulandi.

7- 72°C'de 2xCSS sollsyonu ile 3 kez sert yikama yapildi.

34



8- 20 dakika monoklonal tavsan anti-DNP antikoru ile, ardindan 37°C'de 16
dakika HRP konjuge anti-tavsan antikoru ile inkibe edildi.

9- EGFR ISH sinyali igin, UltraView SISH Detection Kit icindeki HRP
varliginda gimus asetat, hidrokinon ve H»O; kullanarak metalik giimus
cOkeltileri geligtirildi.

10- Kromozom 7 sinyali icin DNP igaretli Kromozom 7 oligoprobu uygulandi.
11- 95°C'de denatlirasyon, 44°C'de 6 saat hibridizasyon uygulandi.

12- 59°C'de 2xSCC sollisyonu ile 3 kez sert yikama uygulandi.

13- 20 dakika tavsan monoklonal anti-DNP antikoru ile ardindan 37°'de 12
dakika alkalin fosfataz konjuge anti-tavsan antikoru ile inktbe edildi.

14- Kromozom 7 sinyali, ultraView Red ISH Detection kullanarak fast red ve
napthol fosfat reaksiyonu ile saptandi.

15- 8 dakika Hematoksilen Il ile, 4 dakika Blue Reagent ile arka plan boyama
uygulandi.

16- Cihazda boyama islemi tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile
yikandi.

17- 60°C'lik etlivde 15 dakika kurutuldu.

18- Seffaflandirma islemi icin ksilolden gegirildi ve Entellan (GBLR
Gulmount™ PAX, Ortme Ortami PA) ile kapatildi.

Tim vakalarda bu yéntem ile olumlu sonuclar alinamadi. ilk denemelerde
denattirasyon amaciyla CC2 solusyonu kullanildi. Bu sollsyon ile kirmizi
bulaniklik artefaktl saptandi ve denatlrasyon asamasinda Reaction Buffer
solUusyonu kullanilarak bu artefakt giderildi. Kuruma artefakti gdsteren
vakalarda hibridizasyon suresi 2 saate kadar dusUrildi. Sinyalin az ya da
hi¢ alinamadigi vakalarda proteaz enzim suresi ve gumusle inkibasyon

suresi artinldi.

IMMUNHISTOKIMYASAL SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI
Tum degerlendirmeler standart 151k mikroskopunda yapildi. Boyanma
yogunluklari ve oranlari iki calismaci tarafindan (Al ve FUD) konsensusla

saptandi.
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EGFR immunreaktivitesi: Sadece membrandz ya da membran6z ve
sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. Yalnizca sitoplazmik boyanma
negatif kabul edildi. Pozitif timor hicrelerinin ylzdesi ve dominant boyanma
paterninin yogunlugu (0: negatif, 1: zayif, 2: orta, 3:glcll) ¢arpildi
Skorlama:

0-100 (0,1): Negatif ya da duslk ekspresyon seviyesi
101-200 (2): Orta ekspresyon seviyesi
201-300 (3): Yuksek ekspresyon seviyesi olarak degerlendirildi.

NFP ve Sinaptofizin immunreaktivitesi: Sitoplazmik ve graniler boyanma

pozitif kabul edildi.

Skorlama:

0: negatif

1: 10'luk buyltmede 1-2 alanda pozitif

2: 10'luk buyltmede 3-4 alanda pozitif

3: 10'luk buyitmede 3-4 alandan fazla pozitif ya da yaygin pozitif

Ki-67 immunreaktivitesi: NUikleer boyanma pozitif kabul edildi. X40
objektif ile boyanma siddetinin ve yluzdesinin en fazla oldugu alanda 1000
hdcre sayildi. Bu alanda pozitif boyanan hlcrelerin orani proliferasyon

indeksi olarak degerlendirildi.

DUAL iIMMUNHISTOKIMYA SONUGLARININ DEGERLENDIRILMESI:

GFAP ve Neu-N immunreaktivitesi: Tumor hicrelerinde GFAP igin
sitoplazmik boyanma, Neu-N igin nikleer boyanma pozitif kabul edildi.
Birden fazla asikar timor hiicresinde hem sitoplazmik GFAP pozitifligi hem
de nikleer Neu-N pozitifligi néronal diferansiyasyon olarak degerlendirildi.
Nukleer Neu-N pozitifligi gosteren fakat sitoplazmik GFAP pozitifligi
gostermeyen hicreler, tumorun infiltratif gelisim gosterdigi alanlardaki olagan

noronlar olarak yorumlandi.
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DUAL iN SiTU HiBRIDIiZASYON SONUGLARININ
DEGERLENDIRILMESI

TUm degerlendirmeler standart 1sik mikroskopunda 40x objektifle yapildi.
Hucre basina 1-2 kopya EGFR ve Chr7 sinyali iceren neoplastik olmayan
glial hiicreler ve endotelyal hucreler i¢ pozitif kontrol olarak kullanildi. Nekroz
icermeyen, sayilabilir bir sinyal alanini gosteren ug farkli hedef alan segildi.
Ust Uste binme gosteren hiicreler, timér hiicrelerinin ortalama iki katindan
daha buyuk olan dev hucreler ya da yarisindan daha kuguk olan hicreler
sayima dahil edilmedi. Her hedef alanda 20 hicre olmak Uzere toplam 60
hdcre sayildi.

Gen durumunun belirlenmesi:

A- Genomik kazang yok: B-Genomik kazang var
Dizomi . Yiksek polizomi :
L
24 kopya 2%40 .
Trizomi S
° 215 kopya 2%10 o o
e e
e g °e
Daguk polizomi . ) ®
= Kime e B
= 4 kopya <%40 2 =
hucre
EGFR/Kromozom 7
orani 22

Sinyal sayimi ve gorintilenmesi:

ISH sinyalleri tek kopyalar, ¢oklu kopyalar ve kiimeler seklinde saptandi.
Normal hicrelerdeki tek kopyalar sinyal sayimi igin referans olarak kullanildi.
- Tek kopya: Farkli bir sinyal EGFR ve Chr7 igin tek kopya olarak sayildi.
Cogdu ornekte hedef bdlgelerinin boyutunun ve kimyasinin farkh olmasindan
dolay! tipik olarak SISH sinyallerinin (siyah) kirmizi ISH sinyallerinden daha
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kiguk oldugunu saptandi. Dolayisiyla SISH sinyallerinin buyuklugu igin pozitif
ic kontrol hucrelerinde goruntulenen tek sinyaller referans alindi.

- Coklu kopyalar: Farkh tek sinyalden fazla kopyalar ¢oklu kopya olarak
degerlendirildi. EGFR/ Chr7 ¢oklu kopyalarin orani ikinin Gzerinde olanlar
amplifikasyon olarak degerlendirildi.

- Kimeler: Birden fazla, Ust Uste binen ve sayllamayan sinyaller dikkate
alindi. Bir kuguk kime 6 sinyal, bir buyuk kime 12 sinyal olarak
degerlendirildi.

- Dusuk amplifikasyon: 6-10 kopya ya da kuguk kiimelerin varligi dasuk
amplifikasyon olarak degerlendirildi.

- Yuksek amplifikasyon: 10 kopyadan fazla ya da buylk kiimelerin varhgi

yuksek amplifikasyon olarak degerlendirildi.

.
.
e %

Ust Uste binmis hiicreler degerlendirilmedi

Sinyal olmayan huicreler degerlendiriimedi

Tek renkte sinyali olan hicreler degerlendiriimedi

.. Hucre disinda sinyaller degerlendirilmedi

. 1 siyah (EGFR), 1 kirmizi (Chr7) sinyal olarak degerlendirildi

. . 2 siyah (EGFR), 2 kirmizi (Chr7) sinyal olarak degerlendirildi
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% 1 siyah (EGFR), 2 kirmizi (Chr7) sinyal olarak degerlendirildi.
Birbirine bitigik ayni renkte iki sinyal degerlendiriimedi.

. 1 kuguk SISH kiimesi +2 sinyal=8 sinyal, 2 kirmizi sinyal olarak
degerlendirildi. Kiigik SISH kiimeleri, i¢ kontrol hicresindeki
. » tek sinyal boyutu referans alinarak hesaplandi.
. 1 blyuk SISH kiimesi+ 4 sinyal=16 sinyal, 2
- kirmizi sinyal olarak degerlendirildi
. . Birbirine gok yakin iki farkli renkte sinyal ayri ayri sayildi.
¢ 4 siyah, 2 kirmizi sinyal olarak degerlendirildi
AR Siyah sinyal kimesi kirmizi sinyali engellemigse,
® @ kirmizi sinyal varligi 100'lik objektifte degerlendirildi
: 2 siyah, 2 kirmizi sinyal. E§er zemindeki SISH
® » tozlari hicrenin iginde de bulunuyorsa, zeminden

farkli net secilebilen siyah sinyaller degerlendirildi

® 2 siyah, 2 kirmizi sinyal. Zemindeki kirmizi bulaniklik
kirmizi sinyal olarak degerlendiriimedi.

Ek gozlemler:
- Heterojenite: Cogu vakada hedef alaninin igerisinde veya farkli hedef

alanlarinda farkli gen kopya sayisi iceren, amplifiye olan ya da olmayan,
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heterojenite gosteren tumor hucreleri saptandi. Bu alanlarda sayim i¢in daha
yuksek sayidaki kopya sayisinin oldugu hicreler degerlendirildi.

-Monozomi: Tumér hicresinin sadece bir Chr7 kopyasi icermesi olarak
degerlendirildi.

-Polizomi: Tumor hucresinin normal nukleusa gore 3 ya da daha fazla Ch7
kopyasl icermesi olarak degerlendirildi.

-Monoallelik delesyon: EGFR gen kopyasinin yaklasik 2, Ch7"nin ise
polizomik oldugu vakalar EGFR allelinde genetik kayip olarak degerlendirildi
(EGFR/Chr7 orani <1).

istatistiksel degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel dederlendiriimesinde kisisel bilgisayarda ¢alisan
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinin 15.0 versiyonu
kullanildi. Korelasyonun arastiriimasinda Pearson ve Spearman korelasyon
analizi, farkli serilerin anlamhliginin sinanmasinda Fischer exact test ve
gruplarin birbirine gore iligkilerinin saptanmasinda One-Way Anova kullanildi.

Sonuglar p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Olgularin Cinsiyet ve Yas Dagilimi
Calismaya alinan olgularin cinsiyet dagilimi Tablo 4'te gdsterildi. Olgularin
18'i (% 34,6) kadin, 34'UG (% 65,4) erkek hastadan olusuyordu.

Tablo 4: Olgularin cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Olgu Sayisi %
Kadin 18 34,6
Erkek 34 65,4

Toplam 52 100

Olgularin yaslari 26 ile 81 arasinda degismekte olup (ortalama 56,2+13,6),

en buyuk olgu grubu 60-69 yas arasinda bulunmaktaydi (Tablo 5). Yasla

cinsiyet arasinda anlaml bir iligki goralmedi.




Tablo 5: Olgularin yas gruplarina gore dagilimi

Yas Gruplari Olgu Sayisi %

0-19 0 0
20-29 1 1,9
30-39 7 13,5
40-49 8 15,4
50-59 12 23,1
60-69 15 28,8
70-79 8 15,4
80-89 1 1,9
TOPLAM 52 100

Olgularin timunun son durumu 6grenildi. 6 olgu disinda tum hastalar
kaybedilmisti (%88,5). Hastalarin tanidan 6lime kadar gegen yasam sureleri
1 ila 32 ay arasinda degismekte olup ortalama yasam suresi 9,8 +8,6 ay,
ortanca yasam suresi ise 7,5 ay olarak saptandi (Tablo 6). Yasayan 6
olgunun 5'inde izlem suresi 12 aydan daha kisa oldugundan bu olgular
yasam suresi ile ilgili istatistiksel ¢calismalara dahil edilmedi. Kalan 1 olgu ise
74 ay gibi oldukga uzun bir yagsam suresine sahipti. Bu olguya ait tUm

preparatlar tekrar gézden gegcirildi ancak tanida bir degisiklik 6ngérilmedi.
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Tablo 6: Olgularin yagam surelerine gore dagilimi

Yasam siireleri (ay) Toplam %
1-12 33 71,8
13-18 7 15,2

19-24 1 2,1
25-32 5 10,9
Toplam 46* 100

*Olgu sayisindaki farkilik i¢cin metne bakiniz

Yasla yagam siresi arasinda negatif korelasyon saptandi (p=0,001). ileri

yas olgularda yagsam suresinin kisaldigi goruldu.

Operasyon sekli:

Olgularin 40'ina (%77) gros total, 12'sine (%23) subtotal eksizyon

uygulandi (Tablo 7). Operasyon sekli ile yasam suresi arasinda anlamli bir

iliski saptanmadi (p>0,05).

Tablo 7: Olgularin operasyon sekline gére dagihmi

Operasyon sekli Olgu sayisi %
Gros Total 40 77
Subtotal 12 23
Toplam 52 100
Yerlegim:

Olgularin 6'sinin tumor yerlesim bilgilerine ulagilamadi. 46 olgunun 14'UG

temporal, 8'i pariete-oksipital, 7'si frontal, 6's1 fronto-parietal, 4'U parietal, 2'si
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temporo-oksipital, 2'si temporo-parietal , 1'i fronto-temporal, 1'i oksipital ve 1'i
ise fronto-parieto-temporal lob yerlesimliydi. Fronto-parietal lob yerlesimi
frontal ve parietal, parieto-oksipital lob yerlesimi parietal ve oksipital,
temporo-oksipital lob yerlesimi temporal ve oksipital, temporo-parietal lob
yerlesimi temporal ve parietal, fronto-temporal lob yerlesimi frontal ve
temporal ve fronto-parieto-temporal yerlesim ise frontal, temporal ve parietal
tiimérler olarak kabul edildi. istatistiksel calisma amaciyla bu sekilde sayisi
toplam 52’den 68’e ¢ikan ¢alisma grubu yerlesimleri itibariyle lokalizasyonlari
bdylece frontal, temporal, parietal ve oksipital lob timoérleri olarak dort ana
gruba ayrildi. Olgularin 21'inin (%30,9) temporal lob, 20'sinin (%29,4) parietal
lob, 15'inin (%22,1) frontal, 12'sinin (%17,6) oksipital lob yerlesimli olduklari
saptandi (Tablo 8).

Tablo 8: Olgularin tumor yerlesim yerine gore dagilimlari

Tumor yerlesim yeri Olgu sayisi %
Temporal 21 30,9
Parietal 20 29,4
Frontal 15 22,1
Oksipital 12 17,6
Toplam 68* 100

*Olgu sayisindaki farklilik icin metne bakiniz

18 ayin altinda ve Ustinde yasam suresine sahip olgular arasinda frontal
lob yerlesimi istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi. Frontal lob yerlesimli
olgularin frontal lob yerlesimli olmayanlara gore 18 aydan daha fazla yagsam
suresine sahip oldugu saptandi (p= 0,018).

Olgularin 47' sinin (%90,3) tedavi bilgilerine ulasildi. Bunlardan 32'si
(%68,1) radyoterapi (RT) + kemoterapi (KT) + temozolomid (T), 6's1 (%12,8)
sadece RT almis olup Q'unun (%19,1) hicbir tedavi almamig/alamamis

oldugu saptandi (Tablo 9).
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Tablo 9: Olgularin tedavi bilgileri

Tedavi Olgu sayisi %
RT+KT+T 32 68,1
Yalnizca RT 6 12,8
Almayanlar 9 19,1
Toplam 47* 100

*Olgu sayisindaki farklilik icin metne bakiniz.RT: Radyoterapi KT: Kemoterapi T:
Temozolamid

RT +KT+T alanlar ile yalnizca RT alanlar arasinda yasam suresi
acisindan istatistiksel agidan anlaml bir farkhlik saptandi (p=0,006). RT+ KT

+T alan grupta yasam suresi daha uzun bulundu.

IHK ve iISH Sonuglarn
NFP, Sinaptofizin ve EGFR boyanma 6zellikleri:

NFP ile 20 (%38,5), sinaptofizin ile 25 (%48,1) ve EGFR ile 10 (%19,2)
olguda boyanma saptanmazken, EGFR ile 25 (%48,1), NFP ile 17 (%32,7)
ve sinaptofizin ile 13 (%25,0) olguda 3+ boyanma saptandi. Olgularin

boyanma skorlarina goére dagilimi Tablo 10'de verilmektedir.

Tablo 10: Olgularin NFP, Sinaptofizin ve EGFR boyanma skorlarina goére
dagilimi

Skor NFP olgu sayisi | Sinaptofizin olgu EGFR olgu
(%) sayisi (%) sayisi (%)
0 20 (38,5) 25 (48,1) 10 (19,2)
1 2 (3,8) 2 (3,8) 7 (13,5)
2 13 (25,0) 12 (23,1) 10 (19,2)
3 17 (32,7) 13 (25,0) 25 (48,1)
Toplam 52 (100) 52 (100) 52 (100)
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Neu-N boyanma ozellikleri:

Asikar timor hicrelerinde GFAP ile birlikte Neu-N pozitifligi saptanan

olgularin sayisi 13 (%25,0) iken, timor hicrelerinde Neu-N pozitifligi

saptanmayan olgularin sayisi ise 39 (%75,0) olarak saptandi (Tablo 11).

Tablo 11: Neu-N boyanma oranlari

Neu-N Olgu sayisi %
Negatif 39 75,0
Pozitif 13 25,0

Toplam 52 100

Noronal diferansiasyon:

Noronal belirleyicilerden NFP ve sinaptofizinin 3+ olmasi ve/veya Neu-

N’in GFAP (+) asikar tumor hucrelerinde pozitif olmasi kriter olarak

alindiginda, olgularin 23’Ginde (%44,2) néronal diferansiasyon oldugu

saptandi. Bu olgularin 6’si her ug¢ belirleyici ile, 9'u iki belirleyici ile ve 8'i de

bir belirleyici ile pozitifti (Tablo 12). NFP, ¢ néronal belirleyici icinde en

yuksek ekspresyon oranina sahip olup 18 olguda (%34,6) 3+ boyanma

gOsterdi. Noronal diferansiasyon ile sagkalim suresi arasinda anlaml bir iligki

bulunamadi.
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Tablo 12: Olgularin néronal belirleyicilerle boyanma 6zelliklerine gore

dagilmi (n=23)
Yalmiz | Yalmiz | Yalmiz | NFP(+)/ | NFP(+)/ | Sin(+)/ | NFP(+)/Sin(+)/
NFP(+) | Sin(+) | Neu- Sin(+) Neu- Neu- Neu-N(+)
N(+) N(+) N(+)
5 - 3 5 2 2 6

NFP: Nérofilament protein Sin: Sinaptofizin ~ Neu-N: Néronal nlikleer antijen

Ki-67 boyanma ozellikleri:

Ki-67 proliferasyon indeksi %7 ile %90 arasinda degisiyordu (ortalama
32,4+21,1 , ortanca 25,0). Dusuk ve yuksek ekspresyon seviyeleri igin %20
cut-off de@eri kabul edildi. Buna gore, olgularin 24'Gnde (%46,2) dusuk,
28'inde (%53,8) ise yuksek proliferasyon indeksi saptandi (Tablo 13).

Tablo 13: Ki-67 proliferasyon indeksine gore olgularin dagihmi

Ki-67 proliferasyon Olgu sayisi %
indeksi
<%20 24 46,2
>%20 28 53,8
Toplam 52 100

Ki-67 proliferasyon indeksi %20'nin altinda olanlarla olmayanlar arasinda
yasam suresi agisindan anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05).

EGFR/CISH boyanma ozellikleri:

Olgularin 39'unda (%75) amplifikasyon saptanmadi. 5 olguda (%9,6)
distuk amplifikasyon, 8 olguda (%15,4) ise ylksek amplifikasyon saptandi
(Tablo 14). EGFR amplifikasyonu gosteren olgularin timinde EGFR asiri

47




ekspresyonu gozlenirken, EGFR agiri ekspresyonu gosteren olgularin ancak

%31,0’inda amplifikasyon saptandi.

Tablo 14: EGFR amplifikasyonuna (EGFR/CISH) gore olgularin dagilimi

EGFR Sayi Yiuzde EGFR Sayi Yizde
amplifikasyonu (%) amplifikasyonu (%)
negatif 39 75,0 negatif 39 75,0
dusuk 5 9,6
pozitif 13 25,0
yuksek 8 15,4
Toplam 52 100 Toplam 52 100

immunhistokimyasal ve ISH incelemelerinin birbirleri ve

klinikopatolojik parametrelerle iligkisi:

Yas ve cinsiyet ile ¢aligilan belirleyiciler arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iligki bulunmadi.

immunhistokimyasal belirleyicilerin ekspresyonlari ile sagkalim siiresi

arasinda herhangi bir iliski saptanmadi. Ancak 18 ayin altinda ve Ustunde

yasam suresine sahip olgular arasinda EGFR gen amplifikasyonu istatistiksel

olarak anlamh farklihk gosterdi. 18 aydan daha fazla yasam slresine sahip

olan olgularda EGFR gen amplifikasyonu daha yuksek bulundu (p=0,018).

Frontal lob yerlesimli olgularla frontal lob disi yerlesimli olgular arasinda

EGFR gen amplikasyonu istatistiksel olarak anlamli farklilik gésterdi. Frontal

lob yerlesimli olgularda EGFR gen amplifikasyonu daha ylksek bulundu

(p=0,006).

NFP-sinaptofizin, NFP—Neu-N ve sinaptofizin—-Neu-N ekspresyonlari

arasinda pozitif korelasyon saptandi (Sirasiyla p=0,000, p=0,002, p=0,015).
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Sinaptofizin ve/veya NFP’nin 3+ boyanmasi ve/veya Neu-N’in GFAP (+)
asikar tumor hucrelerinde pozitif bulunmasi ile tanimlanan néronal

diferansiasyon ile sagkalim suresi arasinda anlamli bir iliski bulunamadi.

immunhistokimyasal yéntemle saptanan EGFR ekspresyonu ile CISH
yontemiyle saptanan EGFR gen amplifikasyon seviyesi arasinda korelasyon
saptandi (p=0,001). Neu-N ekspresyonu ile EGFR gen amplifikasyonu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptandi (p=0,012).

istatistiksel calismalar sonunda aralarinda anlamli iligki gikan
parametreler ve bu iligkilerin ortaya ¢ikardigi sonuglar Tablo 15'de

oOzetlenmektedir.
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Tablo 15: Aralarinda anlamli iligki oldugu ortaya konan parametreler ve elde

edilen sonuglar

Parametreler/Sonug¢ P degeri

Yasla sagkalim suresi arasinda negatif 0.001
korelasyon var ’
Radyoterapi+kemoterapi+temozolamid
alanlarin sagkalim sureleri yalnizca

. 0,006
radyoterapi alanlarin yasam surelerinden
daha uzun
NFP ile sinaptofizin ekspresyonu arasinda 0.000
pozitif korelasyon var ’
NFP ile Neu-N ekspresyonu arasinda pozitif 0.002
korelasyon var ’
Sinaptofizin ile Neu-N ekspresyonu arasinda 0.015
pozitif korelasyon var ’
Neu-N ekspresyonu ile EGFR amplifikasyonu 0.012
arasinda pozitif korelasyon var ’
EGFR ekspresyonu ile EGFR amplifikasyonu 0.001
arasinda pozitif korelasyon var ’
Frontal lob yerlesimi olan hastalarda 18 aydan 0.018
fazla yasama sansi ylksek ’
EGFR gen amplifikasyonu olan olgularda 18 0.018
aydan fazla yasama sansi yuksek ’
Frontal lob yerlesimi ile EGFR amplifikasyonu 0.006
arasinda pozitif korelasyon var ’
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Resim 1. Ayni olguya ait NFP ve sinaptofizin glclu pozitifligi (x20)
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Resim 2. Ayni olguya ait dual GFAP-Neu pozitifligi ile sinaptofizin guglu
pozitifligi (x20)
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(x20)
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Resim 5. Tuma&run infiltratif gelisim gosterdigi alanlarda olagan néronlarin
NeU-N pozitifligi ve timér hicrelerinin dual GFAP-Neu-N pozitifligi (x40)
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Resim 7. EGFR membrandz+sitoplazmik orta ekspresyon seviyesi (x20)
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Resim 9. Dev tumor hicrelerinde EGFR membrandz+sitoplazmik ylksek
ekspresyon seviyesi (x40)
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Resim 11. EGFR membrandz gigli ekspresyon seviyesi (x40)
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Resim 12. EGFR/CH7 tekli ve ¢oklu kopyalar (x100)



Resim 13. EGFR/CH?7 hafif amplifikasyon (x100)

Resim 14. EGFR/CH7 ayni timd&run farkli bir hedef bolgesi tekli ve goklu
kopyalar (heterojenite) (x100)
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Resim 16. EGFR/CH7 ayni tumdrun farkli bir hedef bdlgesi (heterojenite)
(x100)
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Resim 17. Ayni olguya ait dual GFAP-Neu-N pozitifligi ve EGFR/CH7 guglu
amplifikasyonu (x100)
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Resim 18. Ayni olguya ait EGFR/CH7 gu¢li amplifikasyonu ve EGFR
membrandz gugli ekspresyon seviyesi (x100)
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TARTISMA

GB en sik gorllen ve en malign primer beyin timoériddr. Tum intrakranial
neoplazmlarin yaklasik olarak %12-15'ini ve astrositik timarlerin %60-75'ini
olusturur (1, 2). Herhangi bir yasta goértlebilse de 6zellikle eriskinlerin
hastaligidir. Timorin en sik ortaya ciktigi yas araligi 45-75'tir. Bizim olgu
serimizde olgularin yagslari 26 ile 81 arasinda degismekte olup (ortalama
56,2+13,6) en buyuk olgu grubu 60-69 yas arasinda bulunmaktaydi. GB'larin
erkek-kadin orani 1,26'dir. Bizim serimizde ise erkek hastalar olgularin
%65,3'Un0, kadin hastalar olgularin 34,7'sini olusturmakta olup erkek/kadin
orani 1,8 olarak degerlendirilmigtir. Bu ¢alismadaki veriler yas agisindan
literattrle uyumlu bulunurken, erkek hastalarin sayisinin belirgin bicimde
fazla olmasi rastlantisal olarak degerlendirilmistir.

GB'larin %90'dan fazlasi daha yasl hastalarda (ortalama 62 yas),
oncesinde klinik bulgu olmaksizin genellikle 3 aydan kisa bir strede hizla
gelisir (primer ya da de novo GB). Sekonder GB'da yasam suresi (ortalama
7.8 ay) primer GB'lardan (ortalama 4.7 ay) daha uzundur. Bu durum,
sekonder GB'lu hastalarin daha geng¢ olmasinin bir etkisi de olabilir. Farkli
genetik yolaklardan gelismeleri, farkl yas gruplarini etkilemeleri ve tedaviye
yanitlarinin farkli olmalari, primer ve sekonder GB’larin farkli antiteler olarak
ele alinmasini gerektirmektedir (3).

Beyin tumaorlerinde operasyon, radyoterapi ve kemoterapinin gelismesine
ragmen, GB hastalarinin prognozu oldukga kétiidiir. isvigre ve Kanada'da
yapilan retrospektif calismalara gore, hastalarin %20'sinden azi 1 yildan,
%3'ten azi da 3 yildan fazla yasamaktadir (2,3). lyilesme egilimi daha fazla
ve yUksek preoperatif Karnofsky performans skoru olan geng hastalarda
yasam suresi ortalama 12 ay olup klinik gidis daha iyidir. Literatirde tani
aninda geng yas, gros total eksizyon ve kombine RT ve KT'nin en énemli

prognostik faktorler oldugu belirtiimistir. Daha geng GB hastalari (tani aninda



<50 yasg) belirgin olarak daha iyi prognoza sahiptir. Yapilan ¢ogu ¢alismada
yasin en belirgin prognostik faktor oldugu vurgulanmistir (3,32,33,35,37).
Bu calismadaki olgularin timu primer GB olup tanidan 6lime kadar gegcen
yasam sureleri 1 ila 32 ay arasinda degismektedir (ortalama 9,8 8,6 ay,
ortanca 7,5 ay). 6 olgu disinda tum hastalar yitirilmigstir (%88,5). Yasayan 6
olgunun 5'inde izlem suresi 12 aydan daha kisa oldugundan bu olgular
yasam suresi ile ilgili istatistiksel ¢alismalara dahil edilmemiglerdir. Kalan 1
olgu ise 74 ay gibi GB i¢in ¢ok uzun bir yagsam suresine sahip olup NF ve
sinaptofizin ile 3+ boyanma gostermigstir. Neu-N boyanmasi géstermeyen bu
hastada 3+ EGFR immunhistokimyasi ve yiksek EGFR amplifikasyonu
bulunmustur. Calismada yasla yasam suresi arasinda negatif korelasyon
saptanmisg, (p=0,001) literatlirle uyumlu olarak ileri yas olgularda (>50)

yasam suresinin kisaldigi goralmuagtur.

Glioblastomda uzun sag kalim ile iligkili pek ¢ok klinik, histopatolojik ve
molekuler belirleyiciler bildiriimistir. Pek ¢cok yayinda geng yas, unilateral
yerlesimli timor, ylksek Karnofsky skoru, gros total eksizyon ve adjuvan
tedavilerin uzun sag kalim ile iligkili oldugu belirtilmistir (37,82-85). Bu
calismalarin birinde geng yas, kadin cinsiyet, gros total eksizyon ve
postoperatif kombine tedavinin iyi prognostik faktorler olarak
degerlendirilmigtir (83). Tait ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 625 GB
hastasi retrospektif olarak incelenmis ve 60 yas alti, yiksek Karnofsky skoru,
tumor rezeksiyonu, sag lob ve unilateral yerlesim ile radyoterapi pozitif
prognostik faktorler olarak saptanmiglardir (84). Yine benzer bir galismada
gros total eksizyon ardindan kombine radyoterapi ve kemoterapi alan GB
hastalarinda sagkalimin daha uzun oldugu bildirilmistir (85). Gros total
rezeksiyonun parsiyel rezeksiyona gore sag kalimi uzattigi cogu yayinda
vurgulanmigtir (86,87). Olgularin 40'ina (%77) gros total, 12'sine (%23)
subtotal eksizyon uygulandigi saptanan bu ¢alismada yayinlarda
belirtilenlerden farkli olarak operasyon sekli ile yasam suiresi arasinda
anlaml bir iligki bulunamamistir. Bu durum prognozu belirlemede operasyon

seklinin tek parametre olarak degerlendirilemeyecegini dusundirmastur.
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Stupp ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada operasyon oncesi
radyoterapiye ek olarak temozolomid alan GB hastalarinin sag kaliminin
sadece radyoterapi alanlara gére daha uzun olduklari belirtiimigstir (89).
Benzer bulgular pek ¢ok calismada bildiriimistir (89-91). Bizim ¢alismamizda
olgularin 47' sinin (%90,3) tedavi bilgilerine ulasiimig, bunlardan 32'sinin
(%68,08) radyoterapi (RT) + kemoterapi (KT) + temozolomid (T), 6'sinin
(%12,8) sadece RT almig olup 9'unun (%19,1) ise higbir tedavi almadigi
saptanmigtir. RT +KT+T alanlar ile sadece RT alanlar arasinda yagsam suresi
agisindan istatistiksel agidan anlaml bir farklilik saptanmis, baska
yayinlarda belirtildigi gibi RT+KT+T alan grupta yasam suresi daha uzun
bulunmustur (p=0,006).

GB siklikla serebral hemisferlerde, subkortikal beyaz cevherde izlenir. 987
glioblastom olgusunun ele alindidi bayuk bir galismada temporal, pariyetal,
frontal ve oksipital loblarda yerlesim oranlari sirasiyla %31, %24, %23 ve
%16 olarak saptanmistir (3). Bu ¢alismada ise ayni oranlar %30,9-%29,4-
%22,1 ve %17,6 olarak saptanmig olup genel olarak literatirle uyumlu
bulunmustur. 18 ayin altinda ve Ustiinde yasam suresine sahip olgular timor
yerlesimi agisindan karsilastinldiginda, frontal lob yerlesimli olgularin
olmayanlara gore sagkalim sansinin daha ylksek oldugu saptandi (p=0,018)
Bu calismada tumor lokalizasyonu ve operasyon sekli arasinda anlamli bir

iligki saptanmamisgtir.

GB'da ortalama Ki-67 indeksi %15-20 olarak bildirilimig, proliferasyon
indeksi ve klinik gidis arasindaki iliski ise kanittanamamistir (6). Bir calismada
glioblastomlarda Ki-67 proliferasyon indeksi ile yagsam suresi arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (32). Jaros ve arkadaslarinin yaptidi bir calismada
da EGFR overekspresyonu ve ylksek Ki-67 proliferasyon indeksinin kotl
prognostik faktorler oldugu belirtiimektedir (57). Bazi yazarlara gore Ki-67,
EGFR ve p53'e kiyasla yasam suresinde en énemli faktordar (56,57). Yine
baska bir calismada ise Ki-67 proliferasyon indeksi %20'nin Gzerinde
olanlarda 6lum riskinin 2.2 kat daha fazla oldugu bildiriimigtir (58). Bagka
¢calismalarda da yas, cinsiyet ve Ki-67'nin yasam suresi ile iligkili en guglu

onemli faktorler oldugu belirtilmistir (92-94). Bunlara karsin, Moskowits ve
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arkadaslarinin yaptigi bir galismada Ki-67 proliferasyon indeksinin hasta
sagkaliminda ve tedaviye yanitta bir etkisinin olmadigi belirtiimistir. Ayni
calismada sag kalimin yuksek Karnofsky performans skoru, yas, total
eksizyon ve adjuvan radyoterapi ile iligkili oldugu vurgulanmigtir (6). Bu
calismada olgularin 24'Unde (%46,2) Ki-67 proliferasyon indeksi %20'nin
altinda olup, 28'inde (%53,8) ise %20 ve Ustunde bulunmustur. Moskowits ve
arkadaslarinin galismasina benzer olarak bizim ¢alismamizda da Ki-67

proliferasyon indeksi ile sagkalim arasinda bir iligki saptanmamisgtir.

Mikst glionéronal fenotip gosteren degisik tipte santral sinir sistemi
timorleri tanimlanmistir (1). Bu kategori hala bliytmektedir. Nadir istisnalar
diginda (anaplastik gangliogliom), tumu dusuk dereceli olup benign davranis
gosterirler. TumuU degisik néronal belirleyicilerle immunreaktivite gosteren bir
ndronal komponent ve GFAP pozitif bir glial element icerir. Histolojik olarak
diffiz astrositom gériinimde olanlar oligodendrogliom ya da ependimoma
gore daha fazla néronal diferansiyasyon gosterirler (48). Pleomorfik
ksantoastrositom ve subependimal dev hicreli astrositom da benzer
Ozellikler gosterir. Bu timorlerin parsiyel néronal immunfenotip sergilemeleri

ayirici tanida yardimcidir (59).

Bircok calismada ylksek dereceli astrositomlarda, 6zellikle GB'da farkh
noronal antijen ekspresyonu tanimlanmistir (95,96). Bunlar, hem néronal
differansiyasyonun erken evresinde eksprese edilen OLIG2, DLL-3, BCAN,
Klass Il beta-tubulin gibi antijenler, hem de néronal diferansiyasyon
spektrumunun blyuk o6lglide eksprese edilen bir pargasi olan sinaptofizin,
NFP, NeuN ve kromogranin gibi antijenlerdir.

Varlet ve arkadaslarinin galismasinda, ¢ogu yuksek dereceli olan
astrositik timdorlerde néronal belirleyici ekspresyonunun daha iyi bir klinik
gidisi yansittigi bildirilmistir (46). Bu seride NFP, baslica pozitif néronal
belirleyicidir. NFP, néroblastom, medullablastom ve retinoblastom gibi
ndronal kdkenli ya da néronal diferansiyasyon gosteren timorlerde eksprese
edilir. NFP ekspresyonunun ayni zamanda dusuk dereceli astrositomlarin

fokal bir bulgusu oldugunu da bildirilen yayinlar da mevcuttur (49). NFP
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yuksek dereceli astrositik ve oligoastrositik timaorlerde en sabit néronal
belirleyici olarak tanimlanmistir. Yazarlar serilerinin immunfenotip ve klinik
Ozelliklerine dayanarak, "malign glionéronal tumor" kategorisini dnermigler ve
ndronal diferansiasyonun olumlu prognostik bir faktdr oldugunu
savlamislardir. Donev ve arkadaslari ise klinik gidiste bir farklilik
saptamadiklarindan "malign gliondronal tumor" kategorisinin anlamsiz
oldugunu belirtmislerdir (45). Bu ¢alismada 82 GB hastasinda sinaptofizinin
en ¢ok eksprese edilen néronal belirleyici oldugu bildiriimistir. Sinaptofizin
immunreaktivitesi primer santral sinir sistemi tumorleri arasinda, gliom
spektrumu boyunca gliondronal tumorlerden en az diferansiye primitif
ndroektodermal timorlere dek genis bir spektrumda gosterilmistir (45).
Astrositik timdrlerde sinaptofizin immunpozitifligi yayinlarda bildirilmistir (46-
48). Bu galismada eksprese edilen diger belirleyiciler azalan siklikla Neu-N,
NFP ve kromogranindir (45).

Noéronal belirleyicilerle immunpozitif GB'lar ile immunnegatif GB'lar
arasinda Klinik gidiste bir fark tespit edemeyen arastirmacilar, tek bir néronal
belirleyici pozitifligi gdsteren dev hucreli GB'lar ile birden fazla belirleyici
pozitifligi gosteren dev hucreli GB'lar arasinda klinik gidiste anlamli farkhliklar
saptamiglardir. Ayni galismada, Varlet ve arkadaslarinin sonuglariyla gelisen
bicimde, NFP pozitif timore sahip olanlarin negatif olanlara gére daha kisa
yasam suresine sahip olduklari bildirilmis, immunpozitif timorler arasinda en
yuksek oranda noéronal marker pozitifligi dev hicreli GB'larda saptanmistir.
Bu son gozlem Varlet ve arkadaslarinin serilerinde de bildirilmistir (46).
Donev ve arkadaslarinin calismasinda GB'da néronal belirleyici
ekspresyonunun oldukga sik goruldugu, prognostik dneminin iki ya da daha
fazla néronal belirleyici eksprese eden dev hicreli GB'larda sinirl oldugu ve
bunlarda da kotu prognostik faktor oldugu vurgulanmistir. Literatlrde dev
hicreli GB'daki multintkleer dev hicrelerin timor gelisiminin erken
evresindeki kiiguk hlcrelerden ya da glionéronal differansiyasyon
kapasitesindeki multipotent kok hicrelerden koken aldigi bildiriimektedir (42).

Yapilan baska bir ¢alismada sinaptofizin ve Neu-N ekspresyonunun

ndronal fenotip kaniti igin yeterli oldugu, genellikle NFP ekspresyonu
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gostermeyen bir néronal tumor olan santral nérositomda oldugu gibi, NFP
ekspresyonunun ¢ok da gerekli olmadigi belirtilmigtir (47).

Embriyolojideki gelismeler, santral sinir sisteminin néronal ve glial
hlcrelerinin ortak multipotent kok hiucrelerinden koken aldigini agikliga
kavusturmustur (60). Singh ve arkadaslari, néral kok huicre ylzey belirleyicisi
CD133 ve nestin eksprese eden gliomlardan beyin tumoru kok hucresi izole
etmiglerdir. Bu bulgular santral sinir sistemi néroektodermal tumorlerinin ortak
prekursorden koken alan hem noronal hem de glial neoplastik hucreleri
icerebilecegdini agiklamaktadir (60-63). Ayrica GB'dan elde edilmis
hicrelerde néronal tip iyon kanallarinin varligi gliomlarda néronal
diferansiyasyon varligini desteklemektedir (48).

Edgar ve arkadaslarinin bir gcalismasinda genellikle sinaptofizin gibi tek bir
ndronal belirleyici ile pozitif olan histolojik olarak tipik GB olgulari oldugu
bildiriimektedir (81). Ayni yayinda bu timorlerin klasik GB'dan farkli bir
davranig gosterecegine dair herhangi bir kanit bulunmadigi belirtiimektedir.
Bu tumorlerin yani sira elektron mikroskopik ¢aligmalarla néronal
diferansiyasyonu gosterilmig, noronal antijen ekspresyonu gosteren kuguk
hicre komponentli yiksek dereceli astrositik timorler de tanimlanmistir. Bu
tumorlerin klasik GB'lardan ayirmanin faydali olacagi vurgulanmaktadir (81).

Rodriguez ve arkadasglari, Varlet ve arkadaglarinin tanimladigi kategoriye
uyan timorler bildirmis, néronal diferansiyasyon varliginin sadece
immunuhistokimyasal olarak degil ayni zamanda elektron mikroskopik
calismalarla da kanitlanmasi gerektigini belirtmiglerdir (65). Literattrde tipik
infiltratif astrositomlardan farkli kategoride olan "malign mikst glionéral

tumor™ siniflamasina uyacak pek ¢ok olgu bildiriimis, ancak bu durumun
prognostik dnemine iligkin bir vurgu yapilamamistir (65-71). GUnumuzde
klasik astrositomlarda néronal hucrelerin 6nemi ve anlami henuz net degildir.
Bizim ¢alismamizda NFP ve/veya sinaptofizinin guglu pozitifligi (3+)
ve/veya GFAP (+) agikar timor hicrelerinde Neu-N pozitifligi néronal
diferansiyasyon olarak kabul edilmis ve bu kriterleri tasiyan 23 olguda
(%44,2) noronal diferansiyasyon saptanmistir. Baslica pozitif néronal

belirleyici NFP olup olgularin 18’inde (%34,6) glglu bigcimde (3+) eksprese
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edilirken, diger belirleyicilerden sinaptofizinin 3+ ve Neu-N’in pozitif oldugu
olgularin sayisinin ise ayni (13-%25) oldugu saptanmigstir. Sinaptofizinin
hicbir olguda tek bagina eksprese edilmemesi ya da en sik eksprese edilen
belirleyici olmamasi, baska yayinlarin tersine (45, 82) dikkati geken bir durum
olarak degerlendirilmigtir. NFP-sinaptofizin, NFP-Neu-N ve sinaptofizin-Neu-
N ekspresyonlari arasinda pozitif korelasyon saptanmis olmasina karsin,
(sirasiyla p=0,000, p=0,002, p=0,015) ndronal diferansiyasyon ile sagkalim
suresi arasinda Varlet ve arkadaslarinin (46) tersine, bazi baska yayinlarla
da paralel olarak (45, 64) anlamli bir istatistiksel iliski bulunamamig ve bu

konunun daha genis serilerle ¢aligsilmasinin gerekli oldugu dasunulmustar.

EGFR, GB'da en sik amplifiye olan gendir (8). EGFR amplifikasyonu
primer GB'larin yaklasik %40'inda gorulir (3,10-20). EGFR amplifikasyonu
asiri ekspresyonla iligkilidir. EGFR amplifikasyonlu tim GB'larin EGFR asiri
ekspresyonu gosterdigi ve EGFR asiri ekspresyonu gosteren hastalarda
%70-90 EGFR amplifikasyonu gozlendigi bildirilmistir (9). Bu ¢calismada 7
olgu (%13,5) dusuk seviyede, 10 olgu (%19,2) orta seviyede , 25 olgu
(%48,1) ise ylksek seviyede asir ekspresyon gosterirken, 13 (%25) olguda
da EGFR gen amplifikasyonu saptanmistir. Serimizde literattirle uyumlu
olarak immunhistokimyasal yontemle EGFR ekspresyonu ile CISH
yontemiyle saptanan EGFR gen amplifikasyon seviyesi arasinda pozitif
korelasyon saptanmis (p=0,001), EGFR amplifikasyonu gosteren olgularin
timunde EGFR asiri ekspresyonu gozlenirken, EGFR asiri ekspresyonu
gOsteren olgularin ancak %31,0’inda amplifikasyon saptanmigtir. Bu durum,
EGFR asiri ekspresyonundan daha ¢ok, amplifikasyonun daha guvenilir bir

parametre oldugunu ortaya koymaktadir.

Onceki calismalarda daha yasli GB hastalarinda EGFR asiri ekspresyonu
ve amplifikasyon oraninin daha yuksek oldugu bildirilmistir (11,32). Yapilan
bazi galismalarda ise hasta yaslari arasinda istatiksel bir fark bulunamamistir
(12). Bizim calismamizda da 50 yas alti ve Ustl hastalarda EGFR asiri
ekspresyon seviyesi ve gen amplifikasyonu agisindan anlaml bir fark

bulunmamistir.
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EGFR asiri ekspresyonu ve gen amplifikasyonunun prognoza etkisi
tartismalidir (11-13). Cogu yayinlar kotu prognostik faktor oldugunu
belirtirken bazilari da sagkalim suresini etkilemedigini bildirmislerdir
(11,12,19,32,36,39,50-54). Houillier ve arkadaslari EGFR amplifikasyonunun
iyi prognostik faktor oldugunu bildirmiglerdir (13,55). Simmons ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada, aberan p53 ekspresyonu gostermeyen
geng hastalarda (<60 yas) EGFR asiri ekspresyonu ile yasam suresi
arasinda negatif iliski saptanirken, yasli hastalarda (>60 yas) sagkalim
suresinin daha uzun oldugu belirtilmistir. Tium bu ¢alismalardaki
uyumsuzlugun nedeninin yas dagihmindaki farkhliktan dolayi olabilecegi
vurgulanmistir (32). Korshunov ve arkadaslarinin ¢alismasinda EGFR
amplifikasyonunun geng hastalarda (<50 yas) kétl prognostik faktér oldugu
bildiriimigtir (33). Heimberger ve arkadaslarinin galismasinda ise EGFR,
gross total rezeksiyon yapilamayan hastalarda negatif prognostik faktor
olarak degerlendirilmistir. Bu calismada EGFR ekspresyonu gdsteren
hastalar ve gross total rezeksiyon yapilamayan hastalar arasinda ortalama

sagkalim suresi arasinda belirgin bir fark saptanmamigtir (20).

Heimberg ve arkadaslari baska bir calismada ise 1 yildan fazla yasam
suresi olan hastalarda EGFRUVIII ekpresyonunun negatif prognostik faktor
oldugunu belirtmislerdir (19). Bir diger calismada GB hastalarinda uzun sag
kalim suresinden sorumlu tek bir molekuler belirleyicinin olmadigi, tim
molekuler degisikliklerin birlikte neden olabilecedi ve EGFR
amplifikasyonunun 6zellikle gen¢ hastalarda olmak tzere her zaman kotu
prognostik faktdor olmayabilecedi de vurgulanmistir (37). Yine bagka bir
calismada ise uzun yasam suresi (>36 ay) olasihginin EGFR amplifikasyonu
olmayan GB hastalarinda daha ylksek oldugu bildirilmigtir (35). Tim bu
verilerdeki farkliliklarin nedenleri arasinda secilen hastalarin standart tedavi
almamalari, calisilan astrositik gliomlarin sayisinda ve derecesinde buyuk
farkhliklar olmasi ve farkli tipte EGFR antikorlarinin uygulanmis olmasi
gOsterilmigtir (56). Bizim ¢calismamizda 18 ayin altinda ve Ustliinde sagkalim

suresine sahip olgular arasinda EGFR gen amplikasyonu istatistiksel olarak
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anlamli farkhlik géstermis ve 18 aydan daha fazla yasam suresine sahip olan

olgularda EGFR gen amplifikasyonu daha yuksek bulunmustur (p=0,018).

Serimizde frontal lob yerlesimli olgularla frontal lob disi yerlesimli olgular
arasinda EGFR gen amplikasyonu istatistiksel olarak anlamli farkhlik
gOstermis, frontal lob yerlesimli olgularda EGFR gen amplifikasyonu daha
yuksek bulunmustur (p=0,006). Frontal lob yerlesimli olgularin ayni zamanda
daha uzun yasam suresine sahip olmalarinin nedeninin EGFR gen

amplifikasyonunun daha ylksek olmasi ile iligkili olabilecegi distunulmustur.

Literatirde GB'da ndronal diferansiyasyon ve EGFR gen amplifikasyonu
arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bizim ¢aligmamizda
ndronal belirleyicilerden Neu-N ekspresyonu ile EGFR gen amplifikasyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif bir korelasyon saptanmis
(p=0,012), ancak sagkalim suresiyle ilinti kurulamamamistir. Bu konunun

daha genis serilerde galisiimasina gereksinim bulundugu kanisina variimigtir.

Sonug olarak bu ¢alismada EGFR gen amplifikasyonu olan olgularda
sagkalim suresinin daha uzun oldugu ve bulgularin néronal diferansiyasyon
ile EGFR gen amplifikasyonu arasinda anlamli bir iligki oldugu yoninde
yorumlanabilecegi disuncesine ulagiimistir. GB'da EGFR gen
amplifikasyonu ve ndronal diferansiyasyon varligi ile ilgili ¢eligkili literaturler
bulunmasindan dolayi daha genis serilerin irdelendigi daha fazla arastirmaya
gereksinim bulunmaktadir. Bu nedenle, EGFR gen amplifikasyonunu ortaya
koyacak yontemlerin patoloji laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanmasinin
ve hem EGFR amplifikasyonunun hem de glvenilir belirleyicilerle ortaya
konacak olan néronal diferansiyasyonun raporlarda belirtiimesinin tesvik

edilmesinin gerekli oldugu sonucuna variimistir.
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SONUGLAR VE ONERILER

Bu calismada, 52 primer GB olgusu NFP, sinaptofizin, Neu-N, Ki-67 ve
EGFR ekspresyonu ile EGFR gen amplifikasyonu agisindan
degerlendirilmistir.

Olgularin tanidan 6lime kadar gecen yasam sureleri 1 ila 32 ay arasinda
degismektedir (ortalama 9,8 +8,6 ay, ortanca 7,5 ay). Calismamizda yasla
yasam suresi arasinda negatif korelasyon saptanmis, literattrle uyumlu
olarak ileri yas olgularda (>50) yasam suresinin kisaldigi géralmustar
(p=0,001).

Literatirde gross total eksizyon uygulanabilen hastalarin yasam suresinin
daha uzun oldug@u belirtiimektedir. Bizim olgularimizin 40'ina (%77) gros
total, 12'sine (%23) subtotal eksizyon uygulanmistir. Operasyon sekli ile
yasam suresi arasinda anlamh bir iliski saptanmamistir (p>0,005). Bu durum
prognozu belirlemede operasyon seklinin tek parametre olarak

degerlendirilemeyecegini dusundurmustur.

Olgularin 32'si (%68,1) radyoterapi (RT) + kemoterapi (KT) + temozolomid
(T), 6's1 (%12,8) sadece RT almig olup 9'u (%19,1) higbir tedavi almamistir.
RT +KT+T alanlar ile sadece RT alanlar arasinda yasam suresi agisindan
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik saptanmistir (p=0,006). Diger
yayinlarda da belirtildigi gibi RT+ KT +T alan grupta yagsam suresi daha uzun

bulunmustur.

Olgularin %30,9'u temporal, %29,4’U parietal, %22,1’i frontal ve %17,6’si
da oksipital lob yerlesimlidir. 18 ayin altinda ve Ustiinde yasam suresine
sahip olgular arasinda frontal lob yerlesimi istatistiksel olarak anlamh farklihk

gOstermis, frontal lob yerlesimli olgularin olmayanlara gére 18 aydan daha



fazla sagkalim suresine sahip oldugu saptanmigtir (p=0,018). Buna karsin,

tumor yerlesimi ile operasyon sekli arasinda benzer bir iliski mevcut degildir.

Ki-67 proliferasyon indeksi agisindan dusuk ve ylksek ekspresyon
seviyeleri icin %20 esik deger olarak kabul edilip olgularin 24'Unde (%46,2)
disuk, 28'inde (%53,8) ise yuksek proliferasyon indeksi saptanmig, ancak
indeksi %20'nin altinda olanlarla olmayanlar arasinda sagkalim suresi
agisindan anlamli bir farkhlik saptanmamistir. Bu durum, Ki-67’nin prognostik

degerine iligkin ¢eligkiler barindiran literattrtn bir kismiyla uyumludur.

Noéronal belirleyicilerden NFP ve sinaptofizinin 3+ olmasi ve/veya Neu-
N’in GFAP (+) asikar timor hlcrelerinde pozitif olmasi kriter olarak
alindiginda, olgularin 23’Gnde (%44,2) néronal diferansiasyon oldugu
saptanmig, ancak ndronal diferansiasyon ile sagkalim suresi arasinda,
literatlrde bu konudaki az sayidaki yayinin bir kisminda oldugu gibi, anlamli
bir iliski bulunamamistir. Buna karsin, NFP, sinaptofizin ve Neu-N arasinda
ekspresyon agisindan korelasyon bulunmasi, %32,7 ile en sik eksprese
edilen NFP bagta olmak Uzere her Ug¢ belirleyicinin de noéronal

diferansiasyonu ortaya koymakta guvenilir oldugu disuncesini dogurmustur.

Galismamizda 7 olgu (%13,5) dusuk seviyede, 10 olgu (%19,2) orta
seviyede , 25 olgu ise yuksek seviyede EGFR asiri ekspresyon gosterirken,
13 (%25) olguda EGFR gen amplifikasyonu saptanmistir. Serimizde
literatlirle uyumlu olarak immunhistokimyasal yontemle EGFR ekspresyonu
ile CISH yontemiyle saptanan EGFR gen amplifikasyon seviyesi arasinda
korelasyon saptanmistir (p=0,001). EGFR gen amplifikasyonu gosteren
olgularin timunde yuksek ekspresyon seviyesi saptanirken, asiri ekspresyon
gOsteren toplam 42 olgunun yalnizca 13’Unde (%31,0) amplifikasyon
g6zlenmistir. Bu, EGFR durumunu (status) ortaya koymada CISH ydnteminin
immunhistokimyaya gore daha guvenilir oldugunu ortaya koyan bir gézlem

olup literattrle uyumludur.

Yapilan bazi ¢alismalarda yasli GB hastalarinda EGFR asiri ekspresyonu
ve amplifikasyon oraninin daha yuksek oldugu bildirilmistir. Bizim
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calismamizda ise, diger bazi yayinlara paralel olarak, 50 yas alti ve Ustu
hastalarda EGFR asiri ekspresyon seviyesi ve gen amplifikasyonu agisindan
anlaml bir iligki bulunmamistir. Ancak, 18 ayin altinda ve Ustunde sagkalim
suresine sahip olgular arasinda EGFR gen amplifikasyonu istatistiksel olarak
anlaml bir farkhlik gostermis, 18 aydan daha fazla sagkalim suresine sahip
olan olgularda EGFR gen amplifikasyonu daha ylksek bulunmustur
(p=0,018). Bu bulgu bazi yayinlarda desteklenirken, bazilarinda ise tersi
sonuglar bildirilmistir. Literatlirdeki farklihlarin nedenlerinin secilen hastalarin
tedavilerinin standart olmayisi, ¢alisilan astrositik gliomlarin sayisinda ve
derecesinde buyuk farkhliklar olmasi, farkh tipte EGFR antikorlarinin
uygulanmis olmasi ve operasyon sekillerindeki farklliklar olabilecegi

dusunulmustdr.

ilging bir bulgu olarak, frontal lob yerlesimli olgularla frontal lob disi
yerlesimli olgular arasinda EGFR gen amplikasyonu istatistiksel olarak
anlamli farkhhk gostermis, frontal lob yerlesimli olgularda EGFR gen
amplifikasyonu daha ylksek bulunmustur (p=0,006). Bu bulgu, ¢alismanin bir
baska bulgusu olan frontal lob yerlesimli olgularin daha uzun sagkalim
suresine sahip olmasi ile ortugsmekte olup daha genis serilerle arastirilmaya

gereksinim gostermektedir.

Literatlirde GB'da néronal diferansiyasyon ve EGFR gen amplifikasyonu
arasindaki iligkiyi gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada
ndronal belirleyicilerden Neu-N ekspresyonu ile EGFR gen amplifikasyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmis (p=0,012) olmasina
karsin, sagkalim suresiyle bir ilintisi kurulamayan bu bulgu da yeni ve daha

genis serilerin ele alindigi galismalarla dogrulanmalidir.

Bu calismada temel olarak GB’larda prognozla iligkili olabilecek iki faktor
(EGFR gen amplifikasyonu ve néronal diferansiyasyon) ele alinmis; EGFR
gen amplifikasyonu olan hastalarda sagkalim siresinin daha uzun oldugu ve
bulgularin néronal diferansiyasyon ile EGFR gen amplifikasyonu arasinda
acgiklanmaya gereksinim duyan bir iliski oldugu yoninde yorumanabilecegi

dusuncesine ulasiimistir. Bu timdérlerde EGFR gen amplifikasyonu ve
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noronal diferansiyasyon varligi ile ilgili literatirin oldukga geligkili olmasi
nedeniyle daha genis serilerle daha gok arastirma yapilmasi gerekmektedir.
Bu calismalara isik tutmasi agisindan EGFR gen amplifikasyonunu ortaya
koyacak yontemlerin patoloji laboratuvarlarinda rutin olarak uygulanmasinin
ve hem EGFR amplifikasyonunun hem de guvenilir belirleyicilerle ortaya
konacak olan ndronal diferansiyasyonun raporlarda belirtiimesinin gerekli

oldugu sonucuna variimistir.
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OZET

AMAG: Bu gcalismada primer glioblastomlarda (GB) néronal
diferansiyasyonun ve epidermal buyume faktort reseptora (EGFR) asiri
ekspresyonunun/gen amplifikasyonunun ortaya konmasi ve bu
parametrelerin birbirleriyle, yas ve cinsiyetle, tumor yerlesimiyle, operasyon
sekliyle, Ki-67 proliferasyon indeksiyle, tedavi modaliteleriyle ve sagkalim
suresiyle olasi iligkilerini aragtirmak amaclanmaktadir.

GEREGC VE YONTEM: Elli iki primer GB olgusu néronal diferansiyasyonun
varligini arastirmak amaciyla nérofilament proteini (NFP) ve sinaptofizin ile
immunhistokimya (IHK) yontemiyle boyanarak boyanma orani ve siddeti
agisindan skorlandiriimigtir. Bir diger néronal belirleyici olan néronal nukleer
antijen (Neu-N), asikar timdral hicrelerinde GFAP’la birlikte dual IHK
yontemiyle degerlendirilmistir. Yine IHK yontemiyle EGFR asiri ekspresyonu
ve Ki-67 proliferasyon indeksi saptanmisg, ayrica, dual EGFR-silver in situ
hibridization (SISH)/ kromozom 7-chromogen in situ hibridization (CISH)
yontemiyle EGFR gen amplifikasyonu arastiriimistir.

BULGULAR: Yasla sagkalim slresi arasinda negatif korelasyon
saptanirken (p=0.001), NFP-sinaptofizin (p=0.000) ; NFP-Neu-N (p=0.002);
sinaptofizin-Neu-N (p=0.015) ekspresyonlari arasinda ve Neu-N
ekspresyonu-EGFR amplifikasyonu (p=0.012); EGFR asiri ekspresyonu-
EGFR amplifikasyonu (p=0.001) ile EGFR amplifikasyonu-frontal lob
yerlesimi (p=0.006) arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Ayrica EGFR
gen amplifikasyonu olan ve tiumoéri frontal lob yerlesimli hastalarda 18 aydan
fazla sagkalim sansi daha fazla bulunmustur (sirasiyla p=0.018 ve p=0.018).
Noéronal diferansiyasyonla sagkalim arasinda oldugu gibi, diger
parametrelerin de birbiriyle iligkisi istatistiksel olarak anlaml bulunmamisgtir.
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SONUCLAR: Bulgular EGFR gen amplifikasyonunun daha uzun sagkalimla
iliskili olabilecegini gosterirken, néronal diferansisasyon ve sagkalim arasinda
anlamli bir iliski saptanmamistir. Neu-N ekspresyonu ile EGFR
amplifikasyonu arasinda ortaya konulan pozitif korelasyon ise sagkalim
istatistiklerine yansimamis ve daha genis serilerle yeni ¢alismalar yapma

geregine isaret etmigtir.
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ABSTRACT

Neuronal differentiation, EGFR over-expression and EGFR gene
amplification in glioblastomas and the relationship of these parameters
between each other and prognosis

AIM: The aim of this study is to state both neuronal differentiation and
epidermal growth factor receptor (EGFR) over expression/amplification in
primary glioblastomas (GB) and find out any relationship between these
parameters, as well as with age and sex, tumor localization, method of
operation, Ki-67 status, treatment modalities and survival.

MATERIALS AND METHODS: Fifty-two primary glioblastoma cases were
evaluated for neuronal differentiation by using neurofilament protein (NFP)
and synaptophysin. Immunoreactivity was assessed by scoring the intensity
of staining and ratio of the stained cells. Immunoreactivity for another
neuronal marker, neuronal nuclear antigen (Neu-N) was reviewed in
obviously tumoral cells together with glial fibrillary asidic protein (GFAP), by
dual immunohistochemistry (IHC) method. Again with IHC, EGFR over-
expression and Ki-67 status were stated. EGFR gene amplification was
explored by dual EGFR- silver in situ hibridization (SISH)/ chromosome 7-
chromogen in situ hibridization method.

RESULTS: Negative correlation was found between age and survival
(p=0.001), while expressions of NFP-synaptophysin (p=0.000); NFP-Neu-N
(p=0.002); synaptophysin-Neu-N (p=0.015); Neu-N expression-EGFR
amplification (p=0.012); EGFR over-expression-EGFR amplification
(p=0.001) and EGFR amplification-frontal lobe localization (p=0.006) were
pozitively correlated. Patients who received radiotherapy, chemotherapy and
temozolamide together, were found to have a longer life-time than others
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received radiotherapy alone (p=0.006). Also, the probability to have a life-
time more than 18 months were found significantly higher in patients showing
EGFR amplification and suffering a frontal lobe tumor p=0.018, p= 0,018,
respectively). No statistically significant relationship was found between

either neuronal differentiation and survival or other parameters assessed.

CONCLUSIONS: The results of the study highlight that long-term survival in
primary GB may be related with EGFR amplification but not with neuronal
differentiation. The stated correlation between Neu-N expression and EGFR
amplification was not reflected to survival statistics and remains to be an

issue for new and larger series.
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