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KISALTMALAR

AKT: Protein kinaz B

AKTS3: Protein kinaz B ailesine bagli serin/treonin kinaz 3
ATP: Adenin triniikleotid fosfat

ATRX: X’e Bagl Alfa Talasemi/Mental Retardasyon Sendromu
BBA: Biiyiik Biiyiitme Alan1

CDKN2A/B: Siklin Bagimli Kinaz 2A/B

CpG: Sitozin-Fosfat-Guanin

D2HDGH: D-2-hidroksiglutarat dehidrojenaz

DAPI: 4°, 6-diamidino-2-fenilindol

DAXX: Oliim alan1 asosiye protein

DGT: Diffiiz Glial Timor

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DSO: Diinya Saghk Orgiitii

EGFR: Epitelyal Biiylime Faktorii Reseptorii

FLAIR: Fluid Attenuation Inversion Recovery

G-CIMP: Gliom, Sitozin-Fosfat-Guanin Adalar1 Metilasyon Fenotipi
GFAP: Glial fibriller asidik protein

GLUD2: Glutamat dehidrojenaz 2

HE: Hematoksilen-Eozin

FiSH: Floresan In Situ Hibridizasyon

IDH-1: izositrat Dehidrojenaz 1

IDH-2: izositrat Dehidrojenaz 2

K-RAS: Kirsten fare sarkom virisi
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MMR: DNA yanlis eslesme tamiri

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MVP: Mikrovaskiiler Proliferasyon

NADP: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
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SPSS: Statistical Package for the Social Sciences
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BOLUM1

I. OZET

Amag: Grad 2 ve grad 3 astrositomlar MSS’de 6zellikle frontal lob yerlesimi gosteren
eriskin ve geng eriskinlerde goriilen tiimorlerdir. Astrositomlarin siniflandirilmasinda eskiden
beri kullanilan histopatolojik ozelliklere dayanan derecelendirme sistemi hem patologlar
arasinda uyumsuzluga neden olmus, hem de hastalarin tedavisini ve sagkalimini 6ngérmede
anlamli farkliliklar olugturmamistir. Son yillarda 6zellikle tiimorlerin histopatolojik 6zellikleri
yaninda basta IDH mutasyonu olmak iizere genetik &zelliklerine de dayanan siniflandirma

bigimleri hiz kazanmis ve hastalarin sagkalimin1 6ngérmede basarili sonuglar elde edilmistir.

CDKN2A/B dokuzuncu kromozomun kisa kolunda yer alan, p16, pl4, p15 gibi siklin
bagimli kinazlar1 inhibe ederek hiicre boliinmesini durduran proteinlerin sentezlenmesinde
gorev alan bir gendir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda CDNK2A/B geninde meydana gelen
homozigot delesyonlarin kétii klinik seyirle iliskili oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda IDH
mutasyonu gostermeyen astrositomlarda EGFR gen amplifikasyonlarinin kotii klinik seyirle

iliskili oldugu belirlenmis olup, IDH mutant astrositomlarda bu konu hakkinda veri smirlidir.

Amacimiz bahsedilen gen mutasyonlariyla beraber 10 BBA’ya (2,37mm?) diisen mitoz
sayilarin belirleyerek grad 2 ve grad 3 astrositomlar1 daha objektif bir sekilde siniflandirmak,

hasta sagkalimini daha iyi bir sekilde dngdrmektir.

Gere¢ ve yontem: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’nda 2016-2020 yillar1 arasinda astrositom tanis1 almis IDH mutasyonu gosteren, ATRX
ekspresyon kaybi ve/veya P53 mutasyonu gosteren 39 vaka caligmaya alindi. Hastalarin
sagkalim verilerine ve radyoloji bilgilerine ulasildi. HE boyali preparatlarda 10 BBA’ya
(2,37mm?) diisen mitoz sayisi belirlendi, timor yogunlugu fazla olan alanlar isaretlendi. Doku
microarray yontemiyle dorder doku igeren bloklar olusturuldu. Bloklar iizerinde CDKN2A/B,
EGFR FiSH incelemeleri ve ATRX immiinhistokimyasal incelemesi gergeklestirildi.
CDNK2A/B  geninde delesyon varligi-orani, EGFR gen amplifikasyonu ve

immiinhistokimyasal olarak ATRX niikleer ekspresyon kayiplari belirlendi.

Bulgular: Tiim olgularda 10 BBA’ya (2,37mm?) diisen mitoz sayisi 0 ile 3 arasinda
degismekteydi. Mitoz sayisinin genel sagkalima ve hastaliksiz sagkalima anlamli etkisi

bulunmadi. Grad 2 ve grad 3 tiimorlerin benzer yas gruplarinda goriildiigii, benzer genel



sagkalim ve hastaliksiz sagkalima sahip olduklar1 belirlendi. iki vakada grad 4 astrositoma
progresyon mevcuttu. CDKN2A/B FISH incelemesinde 2 vakada yiiksek oranda homozigot
delesyon saptandi ancak hastalarda kotii klinik seyri diisiindiirecek bulgu yoktu. EGFR FISH

incelemesinde amplifikasyon saptanmadi.

Sonu¢: Timor gradinin ve mitoz sayisinin genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
lizerine etkisi olmadig1 anlagildi. Iki vakada CDKN2A/B geninde saptanan yiiksek oranda
delesyon saptandi ancak sagkalim konusunda yorum yapmak icin takip siireleri yetersiz
bulundu. EGFR geninde amplifikasyon belirlenmedi, IDH mutant tiimérlerin patogenezinde

etken bir genetik mekanizma olmadig1 diisiiniildii.



II. ABSTRACT

Objective: Grade 2 and grade 3 astrocytomas are tumors seen in adults and young adults,
especially in the frontal lobe of the central nervous system. Grade 2 and grade 3 astrocytomas
are central nervous system tumors of adults and young adults which frequently occurs frontal
lob localisation. The classical grading system based on histopathological features, which has
been used in the classification of astrocytomas, caused inconsistency among pathologists and
did not created significant differences in predicting the treatment and survival of patients. In
recent years, classification systems based on both genetic characteristics, especially IDH
mutation, as well as histopathological features of tumors have gained momentum and successful

results have been obtained in predicting the survival of patients.

CDKN2A/B gene is located on the short arm of the ninth chromosome that is involved in
the synthesis of proteins that controls cell division by inhibiting cyclin-dependent kinases such
as pl6, pl4 and p15. In recent years, multiple studies demonstrated that homologous deletions
in CDKN2A/B gene is associated with poor clinical outcome. In addition, it has been
determined that EGFR gene amplifications are associated with poor clinical outcomes in
astrocytomas that do not show IDH mutations, altough data on this subject are limited in IDH

mutant astrocytomas.

Our aim is to classify grade 2 and grade 3 astrocytomas more objectively by determining
the number of mitoses per 10 high power field (2,37 mm?) with the mentioned gene mutations

and to predict survival of patients more accurately.

Materials and methods: Thirty-nine cases with IDH mutation, loss of ATRX
expression and/or P53 mutation, who were diagnosed with astrocytoma in Istanbul University,
Istanbul Faculty of Medicine, Department of Pathology between 2016 and 2020 were included
in the study. Survival datas and radiological findings of the patients obtained. The number of
mitoses in 10 high power field (2,37mm?) were determined on HE stained slides, areas with
high tumor density were marked. With the tissue microarray method, 10 blocks containing four
tissues were created. CDKN2A/B, EGFR FISH analyses and ATRX immunohistochemistry
analyses performed on these newly created blocks. CDKN2A/B deletion presence/rate, EGFR
gene amplification and loss of ATRX nuclear expression immunohistochemically were

determined.



Results: The number of mitotic figures per 10 high power field (2,37mm?) in all cases
ranged between 0 to 3. The number of mitotic figures had no significant effect on overall
survival and disease free survival. Grade 2 and grade 3 tumors were found to be seen in similar
age groups and had similar overall survival and disease free survival. Two cases had
progression to grade 4 astrocytoma. CDKN2A/B FISH studies revealed high rate of
homozygous deletion in two cases, but there was no evidence suggesting a poor clinical

outcome. No amplifications was detected in EGFR FISH studies.

Conclusion: It was observed that tumor grade and mitotic figures per 10 high power
field had no significant effect on overall survival and dissease free survival. In two cases, a high
rate of homozygous deletion in CDKN2A/B gene was detected, but follow-up periods were
insufficient to comment on survival. No amplification detected in EGFR gene, and it was
thought that there was no effective genetic mechanism in the pathogenesis of IDH mutant

astrocytomas.



BOLUM 11
I. GIRIS

Astrositomlar (DSO 2021 siiflamasina gére astrositom grad 2 ve grad 3) eriskin ve geng
eriskinlerde, merkezi sinir sisteminde (MSS), 6zellikle frontal korteks yerlesimi gosteren
timorlerdir. Astrosit kaynakli tiimorlerin prognozunu ve hasta sag kalimini belirlemede en sik
olarak kullanilan sistem Diinya Saglik Orgiitiiniin de dnerdigi, tiimoriin histolojik dzelliklerine
dayanan derecelendirme sistemidir(1). Bu sisteme gore sitolojik atipi varligi (6rnegin diffiiz
astrositomlar) gosteren tiimorler grad 2, artmis mitotik aktivite ve anaplazi varligi derece 3,

mikrovaskiiler proliferasyon veya nekroz izlenen tiimdrler grad 4 olarak degerlendirilir(2).

Histolojik parametrelerin yaninda hem taniy1 belirlemek ve hem de prognozu 6ngérmek
acisindan molekiiler incelemeler son yillarda olduk¢a 6nem kazanmigtir. Tiim glial tiimorler
DSO siniflamasinda IDH1 veya IDH2 gen mutasyonlarma gore IDH mutant ve IDH wild type
olarak iki kategoriye ayrilirlar. IDH1 veya IDH2 mutasyonu gdsteren tiimorlerin prognozunun
bu mutasyonu gostermeyen tiimorlere kiyasla daha iyi oldugu bilinmektedir(3—5). Ancak hem
histolojik dzelliklere dayanan derecelendirme sistemi hem de IDH mutasyonu arastirmalarina
ragmen, derece 2 ya da derece 3 olarak siniflanan tlimorlerin bazi hastalardaki prognozunun
grad 4 timorlerle benzer sekilde seyrettigi gosterilmistir(6). Ayrica histolojik 6zelliklere
dayanan derecelendirme sisteminin patologlar arasinda ozellikle derece 2 ve derece 3
timorlerin ayriminda yiiksek oranda uyumsuzluga sebep oldugu gosterilmistir(7). Bunun
yaninda CDK2A/2B mutasyonlar1 astrositomlarda ve EGFR gen bolgesinde goriilen
mutasyonlar IDH mutasyonu géstermeyen gliomlarda hastalik prognozunun kétii seyretmesiyle

iliskili bulunmustur(8).

Bu calismadaki amacimiz yukarida bahsedilen gen bolgelerindeki mutasyonlari
saptayarak tani gligliiklerini ortadan kaldirmak ve sagkalimi daha dogru bir sekilde

ongormektir.



II. GENEL BIiLGILER

ASTROSITOM, IDH MUTANT

Astrositomlar IDH-1 veya IDH-2 genlerinde mutasyonu gosteren, diffiiz infiltratif
karakterde, TP53 ve/veya ATRX mutasyonlarimin da eslik ettigi glial tiimorlerdir.

Oligodendrogliomlarda izlenen 1p/19q kodelesyonu astrositomlarda izlenmez.

A. Lokalizasyon

Astrositomlar MSS’de beyin sapt ve medulla spinalis de dahil olmak tiizere tiim
lokalizasyonlarda karsimiza c¢ikabilir. Bu lokalizasyonlar iginde en sik karsilagilan bolge
supratentoryal kompartman olup, bunlar i¢inde de frontal lob ve ¢evresi en sik goriilendir(9—

).

B. Klinik ve Radyolojik Ozellikler

Klinik bulgular tiimériin bulundugu lokalizasyona gore degiskenlik gosterir. Nobet sik
goriilen bir bulgu olup, bunun yaninda konusma bozukluklari, duyusal ya da motor kayiplar,
gdrme bozukluklari gibi semptomlar eslik edebilir. Frontal lob yerlesimli timorlerde aylar hatta
yillar 6nce baslayan davranis degisiklikleri izlenir. Bu tiimorlerin kiigiik bir kismi ise bagka

sebeplerle yapilan (travma gibi) goriintiilemeler sonucu tespit edilir(12).

Gorilintiileme bulgular1 tiimdriin lokalizasyonuna, hastaligin yayginligina ve histolojik
derecesine gore degiskenlik gosterir. BT de grad 2 tiimorler sinirlart belirsiz, diisiik yogunluklu
homojen kitleler yaparlar. Tiimorlerin %901 kadarinda kontrast tutulumu goriilmez(13).
MRG’de T1 sekanslar hipodens, T2 sekanslar hiperintens olup, T2 hiperintens sekanslara
FLAIR sekanslardaki gorece hipointensite eslik eder (T2-FLAIR uyumsuzluk bulgusu). Bu
bulgu grad 2 ve grad 3 tlimorler icin oldukga spesifiktir(14). Gadolinium sonrasi kontrastlanma
derece 2 tiimdrlerde izlenmezken grad 3 ve grad 4 tiimorlerde artan siklikta gézlenir(13,15,16).
Santral nekroz c¢evresi halkasal kontrastlanma grad 4 tiimori diislindiiriirken, belirgin

peritiimoral 6dem yiiksek gradli timdrleri akla getirir.

Grad 2 tiimdrler i¢in tedavide en etkili yontem eger miimkiinse maksimal cerrahi
rezeksiyondur(17). ilk tam animda asemptomatik olan veya tek sikayeti ndbet olan geng

hastalarda (40-45 yas alt1) maksimal cerrahi rezeksiyon sonrasi radyolojik takip yapilabilir.



Ancak 40-45 yas iistii bireylerde inkomplet cerrahi s6z konusu oldugunda etkilenen bolgeye
yonelik radyoterapi (toplam 50-54 Gray diizeyinde 1,8-2 Gray’lik fraksiyonlar seklinde) ve
temozolomid kemoterapisi onerilmektedir(18). Grad 3 tiimorlerin tedavisi de grad 2 tiimorlere
benzer 6zellikte olup miimkiinse maksimal diizeyde cerrahi rezeksiyon sonrasinda radyoterapi
(60 Gray dozunda 1,8-2 Gray’lik fraksiyonlar seklinde) ve temozolomid bazli kemoterapi
uygulanmaktadir(18).

C. Epidemiyoloji

Hastalarin biiylik ¢ogunlugu otuzlu-kirkli yaslardaki (ortalama 38) erigkinler olup, grad 2
ya da grad 3 tiimérler ile prezente olurlar(3). DSO grad 2 ve grad 3 tiimérler benzer yaslarda
prezente olurken(7), grad 4 tiimorler daha ileri yaslarda goriiliir. IDH mutasyonlar1 pediyatrik
yas grubunda nadiren goriiliir; bu mutasyonu gdsteren tiimorlere sahip kisilerin ¢cogu adolesan
yas grubundadir(19,20). IDH mutant astrositomlarin 55 yas iistii bireylerde goriilmesi
nadirdir(21,22). DSO grad 2 ve grad 3 astrositomlar erkeklerde kadinlara kiyasla bir miktar
daha sik gozlenir(3).

D. Etyoloji

IDH mutant astrositomlarim biiyiik gogunlugu sporadik olarak gelismekte olup, altta yatan
ailesel ya da genetik bir faktor ¢ogu olguda bulunmaz. Buna karsin 8q24.21 lokusundaki diisiik
frekansl tek niikleotid pleomorfizmlerinin IDH mutant astrositomlar ve oligodendrogliomlar
icin yatkinlik olusturdugu gosterilmistir(23). Yine ayni lokusta goriilen varyasyonlar ve
PHLDBI, AKT3, IDH1, D2HDGH lokuslarindaki varyasyonlar IDH mutant astrositomlar igin
artmis risk olusturur(24-26)

Kalitsal TP53 gen mutasyonu ile ortaya ¢ikan Li-Fraumeni sendromunda da beyin
tiimorleri icerisinde en sik iliskisi olan IDH mutant gliomlardir(27,28). Literatiirde TP53
kalitsal mutasyonuna sahip kisiler iizerine yapilan bir c¢alismada bu kisilerde goriilen
astrositomlarmn siklikla IDH R132C mutasyonu gosterdikleri tespit edilmistir(29). R132C
mutasyonu astrositomlarda goriilen tiim IDH1 mutasyonlari igerisinde (sporadik ya da kalitsal
tiim olgular dahil edildiginde) %5’°ten az oranda goriilmektedir(30—32). Post zigotik asamada
gerceklesen IDH mozaizmi sonucu ortaya ¢ikan ve multipl enkondromlarla seyreden Ollier
hastaliginda genel popiilasyona gore daha gen¢ yasta ve daha yiiksek oranda beyin sapinda

ortaya ¢ikan IDH mutant gliomlar izlenir(33-36).



Cocukluk caginda ve geng eriskinlerde gérillen IDH mutant astrositomlarda MMR
genlerinde mutasyonlar gozlenir(37). MMR genlerindeki mutasyonlar immiinhistokimyasal
olarak kolayca ortaya konabilir(38). Bu durum mikrosatellit instabilitesine sahip IDH mutant
astrositomlarmn tedavisinde ve klinik ydnetiminde diger IDH mutant astrositomlara gére

farkliliklar olusturabilir(39).

Diffiiz gliomlar bagka bir MSS malignitesini tedavi etmek i¢in kullanilan radyoterapi
sonras1 gelisebilir, ancak bu tiimorler IDH mutasyonlar1 tasimaz(40). Ayrica polyoma viriislerin
(SV40, BK viriis, JC viriis gibi) DNA’larinin ve proteinlerinin drnekleri glial tiimorlerde
gosterilmis olsa da 225 gliom iizerine yapilan giincel bir arastirmada bu durumun nadir oldugu

tespit edilmistir(41).

E. Patogenez

IDH mutant astrositomlarin hangi hiicre veya hiicrelerden kdken aldig1 halen devam eden
aragtirmalarin konusudur. Morfolojik bulgular ve tek hiicre RNA sekans analizleri hiicre kokeni
olarak astrositik, oligodendroglial ve noral prekiirsor benzeri hiicrelerin bir karigimini isaret
etmektedir(42). Oliimsiizlestirilmis insan astrositleri iizerine yapilan deneysel bir calismada
IDH1 R132H mutasyonunun astrositleri progenitdr hiicre benzeri bir asamaya tasidig
saptanmigtir(43). Transgenik fare deneylerinde astrositomlarin ndral kok hiicreler,
oligodendroglial prekiirsor hiicreler ve astrositler gibi MSS’nin farkli hiicrelerinden kdken
alabildigi gosterilmistir(44). Oligodendroglial progenitor hiicrelerin K-RAS ve AKT asir1
ekspresyonlar1 ve pl9 kayb1 sonucunda astrositik fenotip kazandig1 ve astrositik belirtegleri
yiiksek oranda eksprese ettigi belirlenmistir(45). IDH mutant gliomlar, IDH mutasyonu
gostermeyen gliomlardan hasta yaslari, cinsiyete gore dagilim ve klinik sonuglar agisindan
farklilik gosterirler. Bu bulgular 1s13mnda IDH mutant ve IDH mutasyonu gdstermeyen
(wildtype) gliomlar kendilerine 6zgii selliiler patogenetik mekanizmalara sahiptir. Ornegin IDH
mutant gliomlar frontal lob lokalizasyonunda daha sik gériiliir(46). Bu durum bize IDH mutant
astrositomlarin koken aldig1 hiicrelerin ya frontal lobda yerlesmis prekiirsor hiicreler ya da bu
bolgeye gb¢ eden prekiirsor hiicreler oldugunu diisiindiirmektedir. Dahasi frontal lob yerlesimi,
GLUD2 gen ekspresyonunun frontal lob lokalizasyonunda smirli  olmasiyla

aciklanabilir(47,48).



F. Genetik Ozellikler

IDH mutasyonu ilk olarak 2008 yilinda saptanmis olup, IDH mutant astrositomlar i¢in
tanimlayic1 bir &zelliktir(49). IDH mutasyonlar1 gliomagenezde erken ortaya ¢ikan bir
basamaktir ve tiimdrogenez boyunca persiste eder. Ayni hastalardan alinan seri biyopsi
orneklerinde IDHI  mutasyonu oncesi  gerceklesmis TP53 gen  mutasyonlari
saptanamamistir(31). Bunun bir istisnasi Li-Fraumeni sendromlu bireyler olup, bu kisilerde
IDH1 mutasyonu TP53 mutasyonlarindan sonra gelismektedir(29). Tespit edilmis IDHI
mutasyonlarinin ¢ogu 132°nci kodonun birinci ya da ikinci bazinda gerceklesir(31,32,49). IDH
mutasyonlari icinde en sik goriilen IDH1 p.R132H mutasyonu olup, tiim IDH mutant gliomlarin
yaklasik %83-%91’inde gozlenir(31,32,50). Diger nadir goriilen IDH1 mutasyonlari sirastyla
p.R132C (vakalarin %3,6-%4,6’sinda), p.R132G (vakalarin %0,6-%3,8°1), p.R132S (vakalarin
%0,8-%2,5’1) ve p.R132L (vakalarin %0,5-%4,4’ii)) mutasyonlaridir(31,32,50). IDH2 geni
IDH1 gen iiriiniiniin homologu olan ve benzer sekilde NADP+’y1 elektron alicisi olarak
kullanan proteini kodlayan tek gendir. Gliomlarda izlenen IDH2 mutasyonlar1 p.R172’de
lokalize olup p.R172K en sik goriilenidir(50,51).

IDH mutant astrositomlar ayrica TP53 ve ATRX genlerinde fonksiyon kaybiyla
sonuclanan mutasyonlara sahiptir(52—54). ATRX mutasyonlar1 telomer bakimi islevini bozarak
telomerlerde uzamalara sebep olur(55). Bunun yaninda genomik instabiliteye sebep olarak
hiicreyi p53 aracili hiicre dliimiine siiriikler(56). Iste bu sebeple TP53 mutasyonlar1 tiimdral

hiicrelerin hayatta kalmasina yardimci olmaktadir.

G. Histopatolojik Ozellikler ve Derecelendirme

IDH mutant astrositomlar yavas biiyiime gdsteren iyi diferansiye tiimérlerden (DSO grad
2) hizl1 biiyiime gosteren, hiperselliiler ve anaplastik 6zellikler gosteren tiimdrlere kadar (DSO
grad 4) genis bir morfolojik spektrum icerisinde yer almaktadir. Tiimor hiicreleri genellikle
normal beyin parankimi igerisine diskoheziv big¢imde infiltre olarak normal elemanlarin
(6rnegin noronlar) arada hapsolmasina sebep olur ve mikroskopik olarak hiperselliiler bir
goriiniim izlenir(57). Bu 0Ozellikten dolayr makroskopik olarak tiimdr sinirlart net olarak
belirlenemez. Tiimor hiicreleri niikleer hiperkromazi, niikleer irilesme, hiicrelerin gruplasmasi
ve kiimeler olugturmasi gibi bulgularla reaktif astrositlerden ayrilir(57). Bu hiicreler koseli ve
uzamis niikleuslara, elonge ve fibriller 6zellikte sitoplazmaya sahiptir(57). Baz1 vakalarda ise

eozinofilik genis sitoplazmali hiicreler izlenir (gemistositik morfoloji).



10

Belirgin proliferatif aktivite, anaplazi, mikrovaskiiler proliferasyon igermeyen ve
CDKN2A/B delesyonu gostermeyen tiimdrler DSO grad 2 olarak siniflanir(2). DSO grad 2
tiimorler 10 yildan uzun ortalama sagkalima sahiptir(58,59). Grad 3 tiimdrlerde ortalama
sagkalim grad 2 tiimorlere benzerdir(60). Ek olarak histolojik anaplazi gosteren, artmis mitotik
aktiviteye sahip olan, ancak mikrovaskiiler proliferasyon ve CDKN2A/B delesyonu igermeyen
tiimorler DSO grad 3 olarak kabul edilir(2). Grad 2 ve grad 3 tiimérleri ayirmak igin belirlenmis
bir mitoz sayis1 yoktur(2). Bir¢ok ndropatoloji uzmani tiim piyes igerisinde 2’den fazla sayida
mitoz varligmi kabul ederken kiigiik bir biyopside izlenen tek bir mitoz da grad 3 olarak
siniflandirmak i¢in anlamli kabul edilmektedir(61,62). Mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ya
da CDKN2A/B delesyonlarindan herhangi birini gdsteren tiimérler ise DSO grad 4 olarak
siniflandirilir(2). Grad 4 tiimorlerde ortalama sagkalim 5 yil kadardir(63).

Resim 1: A. Grad 2 astrositom, tiimor hiicreleri kortekste diffiiz infiltrasyon olusturmus (sar1 oklar: hapsolmus
noronlar), HEx100 B. Grad 2 astrositom, kistik degisiklikler gozlenebilir, HEx100 C. Grad 2 astrositom, genis
eozinofilik sitoplazmayla karakterize gemistositik morfoloji, HEx400 D. Grad 3 astrositom, artmis selliilerite,
perivaskiiler lenfositik infiltrasyon, HEx100 (ITF Patoloji Arsivi: 22661-20, 16078-20, 26386-17, 36815-17).
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H. Immiinhistokimya

Tiimor hiicrelerinde GFAP ile degisken oranda pozitif reaksiyon goriilmektedir(64).
Gemistositik morfolojiye sahip hiicreler ise GFAP ile kuvvetli reaksiyon verir(65). Benzer
sekilde OLIG2 de birgok diffiiz glial tiimorde kuvvetli niikleer boyanma sergiler. Vimentin
GFAP’ye benzer sekilde boyanir(66). TP53 astrositomlarin tiimdrogenezinde etkisi oldugu
kanitlanmig bir genetik mutasyondur(67). Anti-p53 antikoruyla tiimor hiicrelerinde %10’dan
yiiksek oranda goriilen boyanma TP53 gen mutasyonlartyla iliskili olup, tanida yardime1

olur(68). IDH ve ATRX e ait boyanma paternleri ilgili konu basliklar1 altinda belirtilecektir.

I. izositrat Dehidrojenaz

IDH1 ve IDH2 sirasiyla sitoplazma ve mitokondride bulunan ve birbirlerine biiyiik
oranda homoloji gdsteren izositrat dehidrojenazlardir(57). Her ikisi de NADP’yi kofaktor
olarak kullanarak izositrati1 alfa ketoglutarata cevirir. Aynt zamanda hiicre i¢in major bir
NADPH saglayicisi olup(69), bu sayede glutatyonun yenilenmesini ve hiicreler i¢in antioksidan
etki olusturmasina katki saglar(70,71). IDH mutasyonlari sonucu olusan enzimler NADPH’ye
bagimli bicimde d-2-hidroksiglutarat olusturur(72). D-2-hidroksiglutarat alfa ketoglutarat ile
yarismali inhibisyona girerek alfa ketoglutarati kofaktor olarak kullanan dioksijenazlart inhibe
eder(73). Bu durum on-on bir translokasyon 2 metilsitozin dioksijenazlar ve histon demetilaz
gibi enzimlerin fonksiyonlarini bozarak 6zellikle genlerin promoter bolgelerinde bulunan CpG
adalarinda spesifik bir metilasyon profiline sebep olur (G-CIMP)(74-76). CpG adalari
normalde susturulmak istenen gen bolgelerinde metilasyona ugrar (X kromozomunun inaktive
kisimlar1 gibi)(77). Bu sebeple promoter bdlgelerinde meydana gelen hipermetilasyon sonucu
timor stipresor genlerin susturuldugu(78,79) ve bu sekilde gliomagenezin meydana geldigi
diistiniilmektedir. Ancak hem hipermetilasyonun ortaya ¢ikis mekanizmalar1 hem de etkilenen

genlerin hangileri oldugu konusunda c¢aligmalar devam etmektedir.

IDH mutasyonlari i¢inde en sik gdzlenen mutasyon IDH1 R132H mutasyonudur(49). Bu
mutasyon anti IDH1 R132H antikoru ile yapilan immiinhistokimyasal ¢aligmalarda giiclii

sitoplazmik ve zayif niikleer pozitiflik ile tespit edilebilmektedir(80).
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Resim 2: IDH-1 antikoru ile tiimér hiicrelerinde sitoplazmik-zayif niikleer reaksiyon goriiliirken, endotel
hiicrelerinde ise reaksiyon gériilmemektedir x400 (ITF Patoloji Arsivi: 1112-22)

J. ATRX

ATRX kromatin yeniden diizenlenmesinde gdrev alan “switch/sucrose non-fermantable”
yani SN12/SNF?2 ailesi iiyesi bir helikaz/ATPazdir(81). ATRX DAXX ile birleserek histon H3.3
ile etkilesime girer(81). ATRX yeniden diizenleme etkisi ile histon H3.3’{in perisentromerik
heterokromatin ve telomer ile birlesmesini saglar(81). ATRX geninde meydana gelen
mutasyonlar (¢er¢eve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlar seklinde) genellikle fonksiyon kaybina
sebep olur ve genin herhangi bir bolgesinde meydana gelebilir(52,53,82). Bu mutasyonlar
sonucu olarak alternatif telomer uzamasi denilen siire¢ gergeklesir ve hiicreler sinirsiz sekilde
telomerlerini uzatma yetenegi kazanir(55,83-86). ATRX mutasyonlar1 IDH ve TP53
mutasyonu gosteren astrositomlarin ¢ogunda gozlenirken oligodendrogliomlarda TERT
promoter mutasyonlart goriilmektedir(52,53,84). Son yillarda ATRX mutasyonu gostermeyen

IDH ve TP53 mutant astrositomlarda SMARCAL1 mutasyonlar1 saptanmistir(87,88).
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ATRX mutasyonu immiinhistokimya yontemi ile anti ATRX antikorunun niikleer

ekspresyonunun kaybiyla kolayca ortaya konabilir.
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Resim 3: ATRX antikoru ile reaktif astrositler ve damar endotelinde pozitif niikleer reaksiyon goriiliirken tlimér
hiicrelerinde reaksiyon goriilmemektedir x400 (ITF Patoloji Arsivi: 41646-18)

K. CDKN2A/B

CDKN2A/B dokuzuncu kromozomun kisa kolunda p21.3 bdlgesinde bulunan, sirastyla
pl6, pl4 (CDKN2A) ve pl5 (CDKN2B) tiimor siipresor proteinlerini kodlayan gen
bolgeleridir(89). Hiicre boliinmesinde G1 fazindan S fazina gec¢is asamasinda etkili olan siklin
bagimli kinaz 4 ve siklin bagimli kinaz 6 pl6 ve pl5 proteinlerince inhibe edilerek
retinoblastomun aktive yani anti proliferatif durumda bulunmasini saglar(90). Bunun yaninda
pl4 ise MDM2’nin inhibisyonu iizerinden p53’iin inhibe edilmesini onler ve apoptotik etki
olusturur(91). Son yillarda yapilan bircok ¢alismada IDH mutant astrositomlarda meydana
gelen CDKN2A/B homozigot delesyonlarinin hastalarin prognozuna kotii etkisi oldugu
anlasilmistir(60,92-97). Benzer sekilde DSO grad 2 ve grad 3 IDH mutant astrositomlarda
CDKN2A/B delesyonlar1 bagimsiz prognostik bir parametre olarak arastirilmis ve bu delesyona



14

sahip tiimérlerin histolojik 6zelliklerinden bagimsiz olarak DSO grad 4 tiimérlere benzer
prognozlara sahip oldugu saptanmistir(8,92,94,96). CDKN2A/B gen delesyonlari kromozom
9p21 bolgesine yonelik FISH yontemi ile tespit edilebilir.

L. EGFR

Tirozin kinazlar hiicrede diferansiyasyon, proliferasyon, go¢ ve hiicre sagkalimi gibi
birgok kompleks fonksiyona sahip sinyal molekiilleridir(98). Reseptor tirozin kinazlar
kendilerine baglanan ligandlar araciligiyla veya ligand olmaksizin asir1 ekspresyon ile hiicrede
yukarida bahsedilen kompleks islemleri baslatacak sinyal kaskadin baslatir(98,99). Eski DSO
siniflamasina gére IDH mutasyonu gosteren glioblastomlar ve bu mutasyonu gostermeyen
glioblastomlar iizerine yapilan ¢aligmalarda bu tiimdrlerin kromozom 7 kazanimi, 10q kaybu,
TERT promoter mutasyonu veya EGFR amplifikasyonu gibi genetik anomalilerin biri veya
birkagina sahip olduklari tespit edilmistir(100,101). Ancak IDH mutant astrositomlarda EGFR
gen amplifikasyonu oranlar1 %13 oraninda saptanmis olup prognoza olan etkisi konusundaki
caligmalar sinirhidir(102). EGFR gen amplifikasyonlart da FISH analizi ile tespit
edilebilmektedir.
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BOLUM III

GEREC VE YONTEM

I. Calisma Olgularinin Belirlenmesi

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nda bilgisayar
ortaminda olusturulmus arsiv kayitlar1 gézden gecirildi ve 2016-2021 yillar1 arasinda beyin
biyopsi veya eksizyon materyalinde primer diffiiz glial timor tanis1 almig hastalarin kayitlarina
ulasildi, immiinhistokimyasal olarak IDH R132H antikoru ile reaksiyon gdstermeyen vakalar
calisma dis1 birakildi. Immiinhistokimyasal olarak ATRX ekspresyon kaybi ve/veya P53
ekspresyonu gosteren tiimdrler ile 1p-19q kodelesyonu gostermeyen tiimdrlerden ¢alisma grubu
olusturuldu. Bunun yaninda parafin bloklarina ulagilamayanlar ve parafin bloklarinda yeterli
timor hiicresi igermeyenler de calismaya dahil edilmedi. Sonug¢ olarak 39 adet olgu

degerlendirildi.

Hastalarin cinsiyeti, tan1 anindaki yasi, timoriin yerlesim yerine ait bilgiler patoloji
raporlarindan elde edildi. istanbul Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dalr arsiv
kayitlarindan hastalarin sagkalim bilgilerine ulasildi. Bu sekilde bilgilerine ulasilamayan
hastalarin ve takipleri hastanemiz diginda yapilan hastalarin bilgilerine sozel olarak ulasildi.
Lokal niiks varligr hastalik rekiirrensi olarak degerlendirildi. Hastaliksiz sagkalim siiresi
belirlenirken hastalik rekiirrensi bulunan hastalarda bu durumun meydana gelis stiresi, hastalik

rekiirrensi bulunmayan hastalarda ise hastanin en son muayene zamani dikkate alindi.

Degerlendirmeye alinan olgularin Hematoksilen-Eozin boyali preparatlar1 yeniden
incelendi. Bu olgularda Olympus BX51 (Olympus, Japonya) marka mikroskop araciligiyla 10
BBA (2.37 mm?) basina diisen mitoz sayilar1 belirlendi. Daha sonra tiimor yogunlugu en yiiksek
olan ve canli timor hiicreleri igeren alanlardan Smm ¢apli alanlar isaretlendi. Bu alanlardan

doku microarray yontemi araciligiyla her biri 4 olgu igceren parafin bloklar olusturuldu.
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II. Doku Microarray Yontemi

Hematoksilen-Eosin boyali preparatlarda tiimdr yogunlugu yiiksek olan ve canli tiimor
hiicreleri iceren alanlar isaretlendi. Isaretli alanlardan dermatoloji kliniginde kullanilan 5
mm’lik (Kai Medikal) punch biyopsi aleti ile 6rnekler alindi. Daha sonra bu parcalar her blokta
4 doku olacak sekilde sistematik olarak parafin bloklara gomiildii. Bu bloklardan

immiinhistokimya ve FISH analizi igin 3-5 mikrometre kalinliginda kesitler hazirlandu.

Resim 4: Doku microarray yontemi ile bloklarin hazirlanmasi

I11. Immunhistokimyasal Yontem ve Degerlendirme

Primer antikor olarak Santa Cruz anti-ATRX (D-5, sc 55584) tavsan monoklonal
antikorlar1 kullanildi. Kontrol olarak doku igerisinde yer alan endotel hiicreleri veya hapsolmus
noronal hiicreler degerlendirildi. DMA yo6ntemi ile olusturulan bloklardan her iki antikor i¢in
I’er tane 3-5 mikrometre kalinliginda kesitler hazirlanip pozitif yiikli cam {izerine alindi.
Hazirlanan camlar 56 °C etiivde bir gece boyunca bekletilerek kurutuldu ve camlara yapigsmasi
saglandi. Daha sonra bu lamlar Ventana Medical System-Benchmark XT/ISH staining modiile

yerlestirildi ve antikorlar i¢in sirasiyla asagidaki protokoller uygulandi.
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1. On bes dakika deparafinizasyon

2. EDTA ile pH 8’de antijen geri kazanim yontemi

3. Yiiz yirmi dakika boyunca 37 derecede primer antikor inkiibasyonu
4. Iki kez 8 dakika boyunca amplifier A ve B

5. Dort dakika boyunca asetat buffer i¢inde bakir siilfat ¢ozeltisi

6. HE ile zit boyama

Tiimdr dis1 hiicrelerde izlenen pozitif reaksiyon varliginda, timor hiicrelerinde negatiflik

niikleer ekspresyon kayb1 olarak kabul edildi.

IV. Floresan In Situ Hibridizasyon Yéntemi

DMA yontemi ile hazirlanan parafin bloklardan 3-5 mikrometre kalinliginda kesitler
pozitif yliklii camlara alindi. Bu kesitler 56 °C firinda bir gece bekletildi. Daha sonra
deparafinizasyon islemi i¢in camlar 10 dk arayla toplam ii¢ kez ksilen igerisinde bekletildi. On
yikama asamasi Depamiks soliisyonu igeren 85 °C sicakliktaki su banyosunda 30 dakika
siireyle gerceklestirildi ve camlar distile suda yikandi. Proteoliz asamasi i¢in distile su,
hidroklorik asit ve enzim (pepsin) i¢eren karigim i¢ine alinan camlar burada 37 °C sicaklikta 30
dakika bekletildikten sonra distile su ile yikandi ve proteolizi durdurmak amaciyla SSC
soliisyonunda 4 dakika siireyle tutuldu. Artan oranda alkol soliisyonlarinda (sirastyla %70, %85
ve %90) ftcer dakika olmak {lizere toplam dokuz dakika prehibridizasyon asamasi
gerceklestirildi. Abbott-Vysis CDKN2A/CEP9 (MTAP, CDNK2A ve CDKN2B bdélgelerini
kapsayan, 222 kilobazlik gen bolgesini igeren alan kirmizi, dokuzuncu kromozomun alfa satellit
bolgesine spesifik alan yesil) iki renkli prob ve Abbott-Vysis EGFR/CEP7 (EGFR genini
tamamini igeren 303 kilobazlik bolge kirmizi, yedinci kromozomun sentromer bdlgesinde
bulunan alfa satellit bolgesi yesil) iki renkli prob ile karanlik ortamda isaretlenen dokularin
cevresine problarin dagilmasini 6nlemek icin “rubber sement” uygulandi. Camlar Thermo Brite
(Abbott Molekiiler, Amerika Birlesik Devletleri) cihazinda dort dakika boyunca 90 °C
sicaklikta denatiirasyon islemi ardindan ayni cihazda 16-17 saatlik 37 °C sicakliktaki
inkiibasyon islemine alindi. Hibridizasyon sonrasi SSC soliisyonunda yikama iglemi yapildi.

Daha sonra DAPI ile zit boyama islemi gergeklestirildi. Preparatlar Biowiev Allegra Plus
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yazilimi (Bioview, Israil) ile dijital olarak tarand1. Dijital gériintiiler Duet yazilimi araciligiyla

degerlendirildi.

IV.A. CDKN2A FiSH Degerlendirmesi

Kirk-yliz adet tiimoér hiicresi niikleusu kirmizi ve yesil sinyaller agisindan
degerlendirildi. Vaskiiler endotel hiicreleri i¢ kontol olarak belirlendi. Polizomi gdsteren
hiicreler (ortalama 2’den fazla kirmiz1 veya yesil sinyal varliginda) degerlendirme dis1 birakildi.
Kirmiz: sinyallerin yesil sinyallere oran1 0,8’in altinda kaldig1 durumlar heterozigot delesyon
kabul edildi. Her iki kirmiz1 sinyalin kayb1 veya tek kromozom 9 sinyaline karsi kirmizi sinyal
goriilmemesiyle karakterize homozigot delesyon gosteren vakalar ve delesyon oranlar1 not
edildi. Heterozigot delesyonlarin homozigot delesyonlara kiyasla sagkalima etkisi ve

homozigot delesyon oraninin sagkalima etkisi arastirildi.

IV.B. EGFR FiSH Degerlendirmesi

Kirk adet tiimor hiicresi niikleusu kirmizi (EGFR) ve yesil (kromozom 7) sinyaller
acisindan degerlendirildi. Vaskiiler endotel hiicreleri i¢ kontrol kabul edildi. Tiimor
hiicrelerinde kirmizi sinyallerin yesil sinyallere oran1 2’den biiyiik oldugunda amplifikasyon
kabul edildi ve amplifikasyon gosteren hiicre orani degerlendirildi(103). Amplifikasyon

yiizdesi ile sagkalim ve hastalik niiksii arasindaki iligki arastirildi.

V. Biyoistatistiksel Analiz

Calismanin biyoistatistiksel ¢oziimlemelerinde Statistical Package for Social Sciences
(SPSS, Siirtim: 28.0) paket programi kullanildi. Gruplar aras1 dagilim farklar1 Ki-kare testleri
ile incelendi. Gruplar arasinda sayisal verilerin karsilastirilmasinda uygunluklarma gore
Student t-test veya Mann Whitney U testi kullanildi. Sagkalim egrileri Kaplan-Meier metodu
ile olusturuldu, son muayene tarihi veya 6liim tarihi esas alindi. Sagkalima etki eden faktorlerin
arasgtirtlmas1 log-rank testi ile yapildi. Tiim istatistiksel karsilagtirmalarda anlamlilik siir

p<0,05 olarak alindu.
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BOLUM IV

BULGULAR

I. Demografik, Klinik ve Histopatolojik Bulgular

Klinik ve demografik ve histopatolojik bulgular Tablo 1°de 6zetlenmistir. Hastalarin
tan1 anindaki yas ortalamasi 36,3+7,9 olup, 18-55 araliginda degismektedir (medyan 38).
Olgularin 24’1 (%61,53) erkek, 15’1 (%38,46) kadindir.

Caligmaya dahil edilen 39 vakanin tamami supratentoryal yerlesim gdstermekteydi. En
sik tutulum gosteren lob 19 olguyla frontal lob (%48,71) olup, bunu sirasiyla 18 olguyla
temporal lob (%46,15), 11 olguyla paryetal lob (%28,2) ve 1 olguyla oksipital lob (%2,5)
izlemekteydi. Olgularin 9’unda (%23,07) bilobar tutulum mevcuttu.

DSO siniflamasina gére olgularin 28’1 (%71,8) grad 2 olarak degerlendirilmis olup, 11°i
(%28,2) grad 3 olarak smiflandirilmistir. Grad 2 tiimorlerde yas ortalamasi 35,57+10,3 olup,
grad 3 timorlerde yas ortalamasi 38,36+8,45 olarak belirlendi. Her iki tiimér grubu da benzer
yaslarda goriilmekte olup, aralarinda goriilme yasi acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0,211). Benzer sekilde grad 2 ve grad 3 tiimorlerin cinsiyetlere gére dagilimi

arastirildiginda istatistiksel anlamli bir fark yoktur (p=0,301)

Tiim olgularin 10 BBA’daki (2.37 mm?) mitoz sayisi degerlendirilmis olup, 23 (%59)
vakada sifir, 13 (%33,3) vakada bir, 1 (%2,6) vakada iki ve 2 (%5,1) vakada {i¢ mitoz
saptanmigtir. Hiicre 6zelliklerine gore yapilan degerlendirmede 39 olgunun 15’inde (%38,46)

gemistositik morfoloji mevcuttu.

ATRX immunhistokimyasal incelemesinde 29 (%74,35) vakada niikleer ekpresyon
kayb1 belirlendi. Bu oran grad 2 tiimoérlerde %71,42 ve grad 3 tiimorlerde %72,72 oraninda
olup, aralarinda anlamli bir fark yoktu. P53 immiinhistokimyasal incelemesi 12 vakada

calisilmis olup, 3 vakada (%25) eslik eden ATRX ekspresyon kaybi belirlenmedi.
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Tablo 1: Hastalarin demografik, klinik ve histopatolojik 6zellikleri

l

Kadmn 15 261,53
Erkek 24 %38,46

A

Frontal 19 %48,71
Temporal 18 %46,15
Paryetal 11 %28,2
Oksipital 1 %2,5
Bilobar 9 %23,07

Grad 2 28 %71,8
Grad 3 11 %28,2

Var 15 %38.,46
Yok 24 261,53

Yok 23 %359
1 adet 13 %33,3
2 adet 1 %2,6
3 adet 2 %35,1

I1. Genel Sagkalim ve Hastahksiz Sagkalim Ozellikleri

Caligmaya dahil edilen tiim hastalarin sagkalim verilerine ulasildi. Hastalarin 30 unun
(%76,9) sag, 9’unun (%23,1) 6li oldugu belirlendi. Takip siiresi minimum 20 ay, maksimum

74 ay olup, ortalama takip siiresi 46.21+£14.24 aydi (medyan 52).

Tiimor gradinin genel sagkalima olan etkisi arastirildiginda sagkalim grad 2 tiimorlerde

ortalama 65,72+3,29 ay olup, grad 3 tiimorlerde ortalama 53.91+5,64 ay olarak belirlendi. Grad
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2 ve grad 3 tiimorlerin genel sagkalimla olan iligkisi arastirildiginda anlamli istatistiksel fark

goriilmedi (p=0,218).

Hastaliksiz sagkalim ile olan iligki degerlendirildiginde ise grad 2 tiimorlerde ortalama
hastaliksiz sagkalim 55,587+4,602 ay, grad 3 tlimorlerde ortalama hastaliksiz sagkalim
48,455+5,695 olarak saptandi. Yine her iki tiimor grubunun hastaliksiz sagkalima olan etkisi

arastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0,495).

10 , Grad
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08 ) —t+— 3-censored

0.6

0.4

Cum Survival

0.2

0.0

0 20 40 60 80

Takip Siiresi

Sekil 1: Genel sagkalimin tiimdr gradu ile iliskisi
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Sekil 2: Hastaliks1z sagkalimin timor gradi ile iligkisi

Grad 2 veya grad 3 astrositom sebebiyle ameliyat edilen hastalarin ikisinin (%5,12)
takiplerinde grad 4 astrositoma doniigiim saptandi. Bu hastalardan biri daha 6nce grad 2
astrositom tanisi almis 41 yasinda bir erkek hastaydi. Sonug olarak hastanin ilk tanisindan 34

ay sonra 01diigii tespit edildi.

Resim 5: A. 2019 yilinda opere olan hasta grad 2 astrositom tanisi aliyor (HEx400, ITF Patoloji Arsivi: 4140-19)
B. 2022 yilinda niiks sebebiyle opere edilen hastanin biyopsi materyaline ait kesitlerde grad 4’e progrese oldugu
belirlendi (HEx400, iTF Patoloji Arsivi: 1112-22) C. Bu tiimérde anti IDH-1 antikoruyla izlenen pozitiflik (x400,
ITF Patoloji Arsivi: 1112-22)

Diger vaka ise 2019 yilinda opere olmus ve grad 3 astrositom tanisi alan 39 yasindaki
bir erkek hastaya aitti. Bu hastanin da takiplerinde 2020 yilinda niiks gozlendi ve tekrar opere
edildi. Yapilan histopatolojik degerlendirmede tiimoériin grad 4 astrositom oldugu saptandi.

Hastanin ilk tiimor tanisindan 6liimiine kadar gegen siire 30 aydi.
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Resim 6: A. 2019 yilinda opere olan hasta grad 3 astrositom tanist almisti (siyah oklar hapsolmus noronlari
gostermektedir) (HEx400, ITF Patoloji Arsivi: 33563-19) B. Hastanin 2020 yilinda niiks sebebiyle yapilan
operasyon materyaline ait kesitlerde yaygin mikrovaskiiler proliferasyon odaklari izlenmis olup, grad 4 astrositom
tamsi1 almistir (HEx200, ITF Patoloji Arsivi: 14347-20) C. Bu tiimdrde anti IDH-1 antikoru ile izlenen reaksiyon
(x200, ITF Patoloji Arsivi: 14347-20).

Tiimorlerde 10 BBA’ya (2,37 mm?) diisen mitoz sayisi ile genel sagkalim arasindaki
iligki degerlendirildiginde anlamli istatistiksel fark bulunmadi (p=0,748). Ayn1 sekilde 10

BBA’ya (2,37 mm?) diisen mitoz sayisinin hastaliksiz sagkalimla
degerlendirildiginde anlamli istatistiksel fark gériilmedi (p=0,157).
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Sekil 3: Mitoz sayisi ile genel sagkalim arasindaki iliski

olan iliskisi



24

1.0 Mitoz
l | 1.00
L+ —11.00
~I712.00
3.00
0.8 ] ——.00-censored
L —+— 1.00-censored
N {— 2.00-censored
- o — 3.00-censored
g 0.6 — i
b + FE——
3
w0
€
S o4
0.2
0.0
.00 20.00 40.00 60.00 80.00

Hastaliksiz Sagkalim

Sekil 4: Mitoz sayisi ile hastaliksiz sagkalim arasindaki iliski

I11. FISH inceleme Bulgulari

Tiim olgular CDKN2A/B ve EGFR gen bdlgelerine delesyon/amplifikasyon agisindan
FiSH yéntemiyle incelendi.

III.A. CDNK2A/B FiSH inceleme Bulgulari

Toplam 39 adet olgu igerisinden 24’iinde (%61,53) degerlendirilebilir seviyede anlamli
sinyal elde edildi. Bu 24 vakanin 17’sinde (%70,83) %1,25 ile %31 oraninda degisen diizeyde
heterozigot delesyon saptandi. Kalan 7 vakada ise %2 ile %70 oraninda degisen diizeyde
homozigot delesyonlar belirlendi. Heterozigot delesyon gosteren vakalarin hi¢birinde kirmizi
sinyallerin yesil sinyallere oran1 (kirmizi sinyaller CDNK2A/B gen bdlgesini, yesil sinyaller
kromozom 9’un sentromerik bdlgesini temsil etmektedir) 0,8’in altinda degildi. %20 ve
iizerinde heterozigot delesyon gosteren vakalarin genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim ile

iligkisi degerlendirildiginde istatistiksel anlamli fark goriilmedi (sirastyla p=0,399 ve p=0,118).
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Sekil 5: %20 ve iizerinde heterozigot delesyon varliginin genel sagkalim ile iliskisi
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Sekil 6: %20 ve iizerinde heterozigot delesyon varliginin hastaliksiz sagkalim ile iliskisi

Iki hastada sirasiyla %30 ve %76 olmak iizere yiiksek oranda homozigot delesyon
belirlendi. Ancak bu sadece 2 hasta ile sinirlt oldugundan saglikli sagkalim analizi yapilamadi.
DSO 2021 yili stmiflamasina gére bu iki hastanin grad 4 astrositom olarak siniflanmasi gerektigi
onerilmektedir. %30 oraninda homozigot delesyon izlenen hasta daha 6nce grad 2 astrositom

tanis1 almis olan 44 yasinda bir kadin hasta olup, ¢alisma aninda sag oldugu belirlendi. 1k tan
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anindan itibaren 58 ay gecen hastada 30’uncu ayda niiks saptanmis ve opere edilmistir.
Operasyon sonucunda grad 2 astrositom tanis1 almigtir. Yiiksek oranda homozigot delesyon
saptanan diger hasta (%76 oraninda) 35 yasinda bir kadin hastadir. Takip siiresi 20 ay olan bu
hasta sag olup, niiks yoniinde radyolojik ya da klinik bulgusu yoktur. Grad 4 astrositoma

progresyon oldugunu belirledigimiz iki hastanin primer tlimorlerine yonelik yapilan incelemede

ise gilivenilir sinyal saptanmadi.

Resim 7: Beyaz oklar: Homozigot delesyon, Sar1 ok: Normal sinyaller (ITF Patoloji Arsivi: 28030-20)
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Resim 8: Sar1 oklar: Heterozigot delesyon Beyaz ok: Normal sinyaller (ITF Patoloji Arsivi: 32884-18)

II1.B. EGFR FiSH inceleme Bulgulari

Toplam 39 adet olgu icerisinden 27’sinde (%69,23) degerlendirilebilir seviyede anlamli
sinyal elde edildi. Bu 27 vakanin hig¢birinde tiimdr hiicrelerindeki kirmizi sinyallerin yesil
sinyallere orani 2’nin iizerinde degildi. Higbir vakada en az 4 sinyalden olusan kirmizi sinyal
kiimeleri elde edilemedi. Bu sebeple olgularin higbirinde EGFR genine yonelik amplifikasyon

olmadig saptandi.
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BOLUM V

TARTISMA

Son yillarda beyin tliimorlerinin siniflandirilmasinda ve hastalarin  sagkalimlarini
ongormede histopatolojik 6zelliklerin yanisira genetik 6zelliklerin de oldukca etkili oldugu
bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir. 2021 yilinda yayimlanan MSS tiimérleri DSO smiflamasinda
baz1 genetik 6zelliklerin (8rnegin IDH mutant astrositomlarda saptanabilen CDKN2A/B
geninde homozigot delesyon gibi) histopatolojik 6zelliklerden bagimsiz olarak kotii klinik

seyirle iliskili oldugu belirtilmistir(104).

Bu ¢alismada merkezimizde 2016-2020 yillar1 arasinda IDH mutant astrositom grad 2 ve
grad 3 tanisi almis toplam 39 vakay1 tiimor gradi, 10 BBA’ya (2,37 mm?) diisen mitoz sayisi,
CDKN2A/B delesyonlar1 ve EGFR gen amplifikasyonlarinin sagkalima olan etkisi ve timor
gradini belirlemede bize sunabilecegi objektif kriterler acisindan degerlendirdik. Grad 2 ve grad
3 timorleri sagkalima istatistiksel anlamli bicimde etki edecek sekilde mitoz sayisi,
CDNK2A/B gen delesyonlar1 ve EGFR amplifikasyonlarini kullanarak yeniden siniflandirmay1
hedefledik.

Astrositomlarin grad 2 veya grad 3 olarak ayriminda niikleer anaplazi varligi, mitoz,
artmis proliferatif kapasite gibi histopatolojik kriterler belirlenmesine ragmen her iki tiimor
grubu arasinda sagkalima yonelik anlamli fark bulunmadigi ve her iki tiimor grubunun benzer
yas araliginda goriildiigli bircok calismada tespit edilmistir(5,92,96,97,105). Serimizde grad 2
ve grad 3 tiimdrler arasinda genel ve hastaliksiz sagkalim agisindan anlamli fark olmadigini
(swrastyla p=0,218 ve p=0,495) ve her iki tiimor grubunun benzer yastaki hastalarda
goriildiiglinii  (sirasiyla ortalama 35,57£10,3 ve 38,36%8,45) belirledik. Bulgularimiz

literatiirdeki verilerle uyumluluk gostermektedir.

Daha once biri grad 2 digeri grad 3 astrositom sebebiyle opere olmus iki hastanin
takiplerinde grad 4 astrositoma progresyon belirlenmistir. DSO’niin 2016 yili siniflamasinda

eski ismiyle “sekonder glioblastom” olarak adlandirilan ancak yeni smiflama ile grad 4
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astrositom olarak isimlendirilen bu tiimorlerin daha diisiik gradli bir timor zemininden progrese
olabildigini gostermis olduk. Korshunov ve ark. tarafindan yapilan bir calismada glioblastomlar
(calismaya 2456 vaka dahil edilmis) icinde IDH mutasyonu gdsterenlerin oram %4 diizeyinde
-ki bu tiimorler artik astrositom grad 4 olarak tanimlanmaktadir- olup, 29 tanesinin daha dnce
grad 2 veya grad 3 tiimorler zemininden gelistigi gosterilmistir(106). Ancak serimizde grad 4
tiimore progresyonu Ongdrmemizi saglayacak histopatolojik ya da genetik bir bulgu

belirleyemedik.

Yukarida belirtilen bulgularin yaninda 10 BBA’daki (2,37 mm?) mitoz sayisinin genel ve
hastaliksiz sagkalima istatistiksel olarak anlamli etki gostermedigini saptadik. Bu durum mitoz
sayisinin hesaplanirken apoptoz gibi siireclerin mitozla karigsmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Bu durumu ortadan kaldirabilecek ve mitotik aktiviteyi daha objektif bir bicimde ortaya
koyabilecek anti-fosfohiston 3 antikoru kullanilarak yapilan ¢aligmalarda da mitoz sayisinin
IDH mutant astrositomlarda sagkalima etkisinin anlamli olmadig1 belirtilmistir(5). Benzer
sekilde mitotik aktivitenin sagkalima etkisinin arastirildigi bir¢cok calismada sagkalim acisindan
anlamli istatistiksel fark bulunmamustir. Bulgularimiz literatiirdeki veriler ile uyumluluk

gostermektedir.

ATRX immiinhistokimyasal incelemesinde 29 (%74,35) vakada niikleer ekspresyon

kayb1 goriilmiistiir. Bu oran literatiirdeki verilerle uyumludur(107).

Tiim olgular CDKN2A/B gen bélgesindeki delesyonlar acisindan FISH yontemiyle
degerlendirilmistir. Olgularin 24 tanesinde (%61,53) degerlendirilebilir sinyal elde edilmistir.
Bu oran literatlirdeki diger ¢aligsmalarla kiyaslandigi zaman diisiik bulunmustur(8,108). Bu
durum materyallerin ameliyat sonrasi fiksatif i¢cine alinma siiresi, fiksasyon siiresi, parafin

bloklar icerisinde saklama kosullari-siiresi veya laboratuvar optimizasyonu ile iliskili olabilir.

FISH inceleme sonuclar1 degerlendirildiginde 17 (%70,83) vakada %1,25 ile %31
oraninda degisen diizeyde heterozigot delesyon saptadik. Kalan 7 vakada ise %2 ile %70
oraninda degisen diizeyde homozigot delesyonlar belirledik. Heterozigot delesyonlarin genel
ve hastaliksiz sagkalima yonelik anlamli bir fark olusturmadigini saptadik (sirasiyla p=0,399
ve p=0,118). Bu durum degerlendirdigimiz vaka sayismin azlig ile iliskili olabilir. Iki vakada
yiiksek oranda (sirastyla %30 ve %70 oraninda) homozigot delesyon varlig1 saptadik. Daha
once yapilan bircok aragtirmada CDKN2A/B gen boélgesindeki homozigot delesyonlarin
sagkalima anlamli derecede kotii etki gosterdigi belirlenmistir(6,60,93,94,108,109). Her iki

hasta da calismamiz sirasinda sag olup, agresif klinik seyri destekleyecek bulgular
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gostermemistir. Ancak her iki hastanin da takip stireleri kisadir ve giivenilir yorum yapmak i¢in

daha uzun takip stirelerinin gerektigi diistinilmustiir.

EGFR geninde amplifikasyona yonelik yapilan FISH incelemede 27 (%69,23) olguda
degerlendirilebilir sinyal elde edilebilmistir. Bu oran literatiirdeki verilere kiyasla diisiik bir
orandir. Higbir olguda tiimor hiicrelerinde izlenen kirmizi siyallerin yesil sinyallere orani 2 nin
tizerinde bulunmamis olup, ¢alisma grubundaki vakalarimizda EGFR geninde amplifikasyon
olmadig1 sonucuna varilmistir. EGFR gen amplifikasyonlar1 IDH mutasyonu gostermeyen
astrositer tiimorlerde, glioblastomlarda TERT promoter bdlge mutasyonlart ve kombine
kromozom +7/-10 gibi genetik dzelliklere eslik etmektedir(110—115). Tiimii IDH mutasyonu
gosteren vaka serimizde EGFR amplifikasyonu saptanmamis olmasi literatiirdeki verilerle
uyumlu olup, IDH mutant tiimérler ile IDH mutasyonu gdstermeyen astrositer tiimorlerin farkli

genetik mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktigini destekler niteliktedir.
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BOLUM VI

SONUCLAR

Calismamizda grad 2 veya grad 3 astrositom tanis1 almis 39 vakaya yer verilmistir.
Grad 2 ve grad 3 astrositomlarin benzer yas grubunda goriildiigii belirlenmistir (sirastyla
ortalama 35,57£10,3 ve 38,36+8,45).

Tiim vakalar supratentoryal yerlesimli olup en sik goriilen lokalizasyon frontal lobdur
(%48,71).

ATRX immiinhistokimyasal incelemesinde 29 (%74,35) vakada niikleer ekspresyon
kayb1 saptandi.

Tiimor gradimin genel sagkalima ve hastaliksiz sagkalima etkisi arastirildiginda
istatistiksel anlamli fark goériilmemistir (sirasiyla p=0,218 ve p=0,495).

Biri grad 2 astrositom, digeri grad 3 astrositom sebebiyle takip edilen iki (%5,12)
hastada grad 4 astrositoma progresyon belirlenmistir.

10 BBA’ya (2,37 mm?) diisen mitoz sayisinin genel sagkalima ve hastaliksiz sagkalima
etkisi aragtirlldiginda anlamli istatistiksel fark saptanmamistir (sirastyla p=0,748 ve
p=0,157).

CDKN2A/B FISH incelemelerinde vakalarin %61,53’iinde degerlendirilebilir sinyal
elde edilmistir. Bu oran literatiire kiyasla diisiik bulunmustur.

Heterozigot delesyonlarin genel sagkalima ve hastaliksiz sagkalima olan etkileri
arastirilmis, anlamli istatistiksel fark saptanmamistir (sirasiyla p=0,399 ve p=0,118).
Ancak bu durumun daha c¢ok vaka iizerinde degerlendirilmesi gerektigi sonucuna
varilmistir.

Yiiksek oranda (%30 ve iizeri) homozigot delesyon varligi iki vakada saptanmistir. Bu
tiimorlerin DSO MSS tiimérleri 2021 siniflamasina gére grad 4 astrositom olarak
siiflanmasi Onerilmektedir. Ancak bu iki hastanin sagkalim verilerine bakildiginda
klinik seyirlerinde diger grad 2 ya da grad 3 tiimorlere benzer oldugu goriilmiistiir.
Ancak hastalarin takip siirelerinin kisith oldugu akilda tutulmalidir.

EGFR FISH incelemelerinde 27 vakada (%69,23) degerlendirilebilir sinyal
saptanmigtir. Bu oran literatiirde bildirilen oranlara gore diisiiktiir. Degerlendirilen
olgularin hicbirinde amplifikasyon saptanmamistir. Bu degerlendirme yapilan vaka
sayismin az olmasi ile iliskili olabilecegi gibi glioblastomlara kiyasla IDH mutant

astrositomlarin etyopatogenezinde etken olmamasiyla iligkili olabilir.
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