.
<>

T.C.
BASKENT UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PATOLOJI ANABILIiM DALI

GLIOBLASTOM OLGULARINDA iMMUNOHISTOKIMYASAL
MGMT VE p53 EKSPRESYONU iLE BULGULARIN PROGNOSTIK
FAKTORLER ILE KARSILASTIRILMASI

UZMANLIK TEZI

Dr. Muhammed Semih KAZANCI

TEZ DANISMANI:

Prof. Dr. Ozlem OZEN

ANKARA, 2016

02.12.2015 tarih ve KA15/327 nolu say1

Bu Tez calismas1 Baskent Universitesi Arastirma Fonu tarafindan

desteklenmistir.



TESEKKUR

Bana kargt her zaman yol gosterici olan anabilim bagkanimiz Prof.Dr. B.Handan
Ozdemir’e, bende ¢ok emegi olan tez hocam Prof.Dr. Ozlem Ozen’e, ¢cok sey dgrendigim

Prof. Dr. Nihan Haberal’a ¢ok tesekkiir ederim. Bana evladiniz gibi davrandiniz.

Dog¢.Dr. Ebru Sebnem Ayva’ya, Do¢.Dr. Aysen Terzi’ye, Yrd.Dog¢.Dr.Merih
Tepeoglu’na, Uzm.Dr. Eda Yilmaz Akga’ya, Uzm.Dr. Pelin Borcek’e, Uzm.Dr.Gonca

Ozgiin’ e bana dgrettikleri ve ablam olduklari igin cok tesekkiir ederim.

Do¢. Dr. Ebru Sebnem Ayva’ya tez asamasinda bana destegi, Onceki
sayamayacagim kadar ¢ok sey ve sonrasi i¢in ayrica ¢ok tesekkiir ederim. Ablacim iyi ki

varsin.

Kidemlim, her zaman yanimda olan, ¢ok sey 6grendigim Uzm. Dr. Alev Ok

Atilgan’a cok tesekkiir ederim.

Cok sevdigim, birlikte ¢aligmaktan biiylik mutluluk duydugum kardeslerim Dr.
Zeynep Tastepe’ye, Dr. Ebru Deniz’e, Dr. Zeyneb Tunca’ya, Dr. Cigdem Sercan’a, Dr
Dila Goék’e ¢ok tesekkiir ederim. Aramizdan ayrilan Dr. Halit Uner’e, Dr. Giilderen

Karali’ye tesekkiir ederim. Cok degerlisiniz.

Tezimin istatistiklerini yapan ve tez asamasinda ve her zaman destegini hissettigim

Dr. Zeyneb Tunca’ ya ayrica ¢ok tesekkiir ederim.

Birlikte ¢aligmaktan dolayr ¢ok mutlu oldugum biyolog arkadaslarim Aysegiil
Yiicel Polat, Ceren Giilgor’e, Melis Deniz’e, aramizda ayrilan Ozlem Ataol Demirkan’a ve

Funda Gergeker’ e ¢ok tesekkiir ederim.

Giiler yiizleri, sabir ve yardimlari icin Ayten Sahin’e, Umit Yilmaz’a, Nese

Giines’e , Tolga Akbulut’a ve aramizdan ayrilan Sema Behliilgil’e ¢ok tesekkiir ederim.

Patoloji mutfaginda birlikte calistigim arkadaslarim Halil Ozcan’a, Fatma Yalcin’a,
Leyla Baskan’a, tezimde ayrica emegi olan Esra Aslan’a, Hatice Ozen’e, Hacer Dikme’ye,
Seyma Ozer’e, Yasemin Atilgan’a, Cansu Yanal’a, Biisra Kumru’ya, tezimde arsiv

konusunda ¢ok yardime1 olan Giilizar Danisman’a ¢ok tesekkiir ederim.



Giler yiizleri, samimiyetleri ve yardimlari i¢in Mustafa Akdemir’e, Huriye
Aksu’ya ve aramizda ayrilan Sultan Degirmenci’ ye ¢ok tesekkiir ederim. Giivenligimiz

Necip Aktas’a ve eski giivenligimiz Giilden Unal’a tesekkiir ederim.

Diinyanin en iyi annesi Adalet Kazanci’ya, diinyanin en iyi babasi Memduh
Kazanci’ya ¢ok tesekkiir ederim. Kardeslerim Emre Kazanci, Selvihan Kazanc1 Kok, Onur

Kok ve diinya tatlis1 yigenim Ali Mert Kok’e cok tesekkiir ederim.

Sizleri ¢ok seviyorum. lyi ki varsmiz...



ICINDEKILER

Sayfa
TESEKKUR . ..., i
ICINDEKILER.. ... oottt iv
KISALTMALAR . . .o e v
SEKILLER ... ...ttt vi
RESIMLER ...ttt ettt vii
TABLOLAR . ..o viii
LGIRIS VE AMAGC .. ..o, 1
2. GENEL BILGILER
2.1. Santral sinir sistemi embriyoloJiSi. . ... ..eueiuiiuiieiiiiiiiiii e 3
2.2. Santral sinir Sistemi anatomMISI. .. .......evueeutitiitete it eeeeeeeennn 4
2.3. Santral sinir sistemi hiStolOJiSi.......o.vviiiiitiii i )
2.4 Astrositik tUmOTIeT. ... oot 7
2.5, GHODIAStOML. ...t 12
2.6, PatOlO]i. ..o 15
2.7. Genetik ve molekiiler calismalar..................ooooiiiii i 23
2.8. Prognostik ve prediktif faktorler..............cooiiiiiiiiii 28
2.9.Tedavi ve tedaviye cevap meKanizZmasl..........o.evueereeeenneeeennanneaneennennn 29
B.GEREC YONTEM. .. ..ot 30
A BULGULAR. ..o e 33
S T AR TS M A . 44
B SONUC . ..ttt e 48
TLOZET ..ottt 49
B.SUMMARY ... 51
O KAYNAKLAR . .. 53
EKLER
EK 1. Olgularin klinikopatolojik tanimlayict verileri..............ooooeiiiiiiiiniae.. 61



KISALTMALAR

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

MGMT . 0-6-metilguanin- DNA metil transferaz
TP53 : Timor protein 53

H&E : Hematoksilen Eozin

IDH : Izositrat dehidrogenaz

HIF 1 alfa  : Hipoksi indiikleyici faktor 1 alfa

VEGF :Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
LOH : “Loss of heterozigocity”

GFAP : Glial fibriler asidik protein

EGFR : Epidermal biiylime faktorii reseptorii
TGF alfa : “Transforming growth factor —alfa”
PI3K : Fosfotidilinositol 3-kinaz

PIP2 . Fosfotidilinositol 4.5 bifosfati

MDM?2 . “Mouse double minute 2 homolog”
NADP . Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.

SEKILLER

DNA hasarina kars1 hiicrenin p53 ile cevabinin sematik gosterilmesi....... 25
MGMT aracili DNA tamir mekanizmasinin sematik gosterilmesi.......... 26
Sagkalimin Kaplan Meier egrisi ile gosterilmesi.................c..oovennnn. 41
p53 ekspresyon derecelerinin sagkalim hizlarinin Kaplan Meier egrisi ile
Karstlastirtlmast.........oooeiiii i 42
MGMT ekspresyon derecelerinin sagkalim hizlarinin Kaplan Meier

egrisi ile karsilagtirilmast.......... ..o 43

Vi



Resim 1.

Resim 2.

Resim 3.

Resim 4.

Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.
Resim 9.
Resim 10.

RESIMLER

Glioblastomda artmis mitozun mikroskopik goriiniimii (H&Ex400

Glioblastomda hiicresel pleomorfizmin mikroskopik goriiniimii
(H&EXL00 BUYTME ). .vveveneeteeeeeeeeee e e
Glioblastomda palizatlanan nekrozun mikroskopik goriiniimii
(H&EXL00 DUYTLME). .. oeeevieeieeeeie e e
Glioblastomda mikrovaskiiler proliferasyonun mikroskopik
goriinimi (H&EX200 bliylitme)........oovviiiiiiiiiieiea
Niikleer p53 ekspresyonu (1+) (x200 bliylitme)............cccvvveenenn...
Niikleer p53 ekspresyonu (2+) (x100 biiylitme)..........cccovvevvennnnn..
P53 negatifligi (x200 byltme)........oovvvvieiiiiiiiiiiiiiee e
Niikleer MGMT ekspresyonu (1+) (x200 biiylitme)......................
Niikleer MGMT ekspresyonu (2+) (x200 biiylitme)......................
MGMT negatifligi (x200 bliylitme)........cvvveeiiiiiiiiiii e,

vii

Sayfa



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.

Tablo 12.
Tablo 13.

TABLOLAR

Santral sinir sistemi glial tiimdrlerin derecelenmesi (DSO, 2016)....
Santral sinir sistemi glial tiimérler siiflandirmas1 (DSO, 2016)......
Glioblastom tanil1 olgularin cinsiyet,yas ve lokalizasyon 6zellikleri..
Glioblastom olgularinda immiinohistokimyasal pS3 ekspresyon
SIAEICTI. ...,
Glioblastom olgularinda yas gruplari ve cinsiyete gore
immiinohistokimyasal p53 ekspresyonu................c..oooiiiin.
Glioblastom olgularinda immiinohistokimyasal MGMT ekspresyon
SIAEICTI. ...
Glioblastom olgularinda yas gruplar1 ve cinsiyete gore
immiinohistokimyasal MGMT ekspresyonu.....................o........
Glioblastom olgularinda p53 ekspresyon derecesine gore
imminohistokimyasal olarak MGMT ekspresyon derecesinin
karstlagtirtlmast..........oiiii i e
MGMT ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri. ...
p53 ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri.........
MGMT ve p 53 ekspresyon dereceleri ile ortalama sag kalim
stirelerinin Korelasyonu.............oooviiiiiiiiiii e
p53 ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri.........

MGMT ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri...

viii

Sayfa

11

34

35

37

37

39
40
40

41
42



1.GIRIS VE AMAC

Glioblastomlar en sik goriilen primer malign beyin tiimoriidiir. Astrositlerden
koken alan glioblastom, “glioblastoma mulltiforme” (GBM) ile sinonim olarak kullanilir.
Temel histopatolojik 6zellikleri niikleer atipi, selliiler pleomorfizm, mitotik aktivite artisi
ve nekrozdur. Tipik olarak eriskinlerde goriilir ve hemisferlerde lokalizedir. Cogu
glioblastom olgusu prekiirsor bir lezyon olmaksizin “de-novo” gelisir (1). Sekonder
glioblastom, diffiiz astrositom (grade Il) veya anaplastik astrositom (grade III)’un
progresyonu sonucu olusur. Tiimériin invaziv natiiriine bagl olarak tamamen rezeke
edilmeleri zordur. Radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen hastalarin
%50’sinden daha azi 1 yildan daha fazla yasar (2).

Glioblastomlarda, tumor protein 53 (TP53) ve 0-6-metilguanin- DNA metil
transferaz (MGMT) radyoterapi ve kemoterapiye karsi direngte rol oynayan timor siipresor
genleridir (3). TP53 geni 17. Kromozomun kisa kolunda lokalize tiimér siipresor genidir
(17p13) (4). Insanlarda goriilen kanserlerde en sik mutasyona ugrayan gendir. Normal
TP53 geni 53 kDa biiyiikliigiinde bir fosfoprotein sentezler. Bu molekiil DNA hasari,
hipoksi, 1s1 soku, metabolik degisiklikler, sitokinler gibi hiicresel strese yol acan uyaranlara
kars1 olugan cevapta 6nemli rol oynar. Glioblastomlarda TP53 geninde en sik transisyon
mutasyonlari izlenir (5). Glioblastomlarin yaklasik %40’inda guanin-sitozin baz giftinin
yerini adenin-timin alarak transisyon mutasyonu olusur (6).

MGMT geni 10. kromozomda lokalizedir. Bu gen hiicresel genomu endojen ve
cevresel karsinojenlerin mutajenik etkisinde koruyan bir DNA tamir proteinini kodlar.
Kanser tedavisinde, guaninin O6 pozisyonunun metilasyonu yoluyla DNA hasarina yol
acan cesitli alkilleyici ajanlar kullanilir. Timor hiicresi bu hasara DNA tamir veya
apoptozis yolaklarini aktive ederek cevap verir. O6 metil guanin, MGMT tarafindan taninir
ve tamir edilir (7). MGMT geninin epigenetik olarak inaktivasyonu ile MGMT
ekspresyonu azalmakta ve kanser hiicresinin alkilize edici ajanlara duyarlilig1 artmaktadir
(8). Hiicredeki “wild” tip p53 seviyesinin artmasi da MGMT seviyesini diisiirmekte ve
kanser hiicresinin alkilize edici ajanlara duyarliligi artmaktadir (9). Ayrica hiicrede mutant
p53 seviyesinin artmasiyla MGMT diizeyinin diistiiglinii gésteren yayinlar vardir (10).

Bu calismada 1995-2015 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi,
Patoloji Anabilim Dali’nda glioblastom tanisi almis 71 olgunun biyopsilerinin arsiv parafin

bloklarindan hazirlananan kesitlerine immiinohistokimyasal olarak p53 ve MGMT



antikorlar1 uygulanmistir. Klinik, histopatolojik, immiinohistokimyasal bulgular ile
prognostik parametreler istatistiksel olarak karsilastirilmisgtir.

Bu calismanin beklentisi primer beyin tlimdrleri arasinda en sik goriilen ve en
agresif tiimor olan glioblastom olgularinin tedavisinde son yillarda 6nem kazanan alkile
edici ajanlarin ortaya ¢cikmasina neden olan MGMT ekspresyonunun bizim olgularimizdaki
goriilme sikliginin belirlenmesi ve glioblastom tiimorigenezinde 6nemli rol oynayan p53
timor siipresor gen ekspresyonu ile iliskisini aragtirmak yani sira hastalarinin sag kalimina

etkilerini degerlendirip literatiire katkida bulunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Santral sinir sistemi embriyolojisi

Santral sinir sistemi, embriyonel gelisimin 3. haftasinin baglarinda kalinlagmis
embriyonik ektodermden geligir. Primitif ¢ukurun 6niinde, orta-dorsal bolgede yerlesmis
olan bu ektoderm, noral plak olarak isimlendirilir. Noral plagin lateral kenarlari, kisa bir
stire sonra noral katlantilar1 meydana getirmek tizere yiikselerek orta hatta birbirine
yaklagir ve noral tiipii olusturmak tizere kaynasirlar. Kaynasma servikal bolgede baslar,
kaudal ve sefalik yonlere dogru ilerler. Ancak, embriyonun kranial ve kaudal ug¢larinda
kaynasma daha ge¢ meydana geldiginden, noroporlar yoluyla, amnion boslugu ile néral tiip
arasinda gecici bir iliski kurulur. Kranial néroporun kapanmasi, biri servikal bolgeden
baslayan, digeri ise dnbeyinden kranial ve kaudal yonlere olmak tizere iki yonlii olarak
gerceklesir. Kranial néropor tam olarak 18-20 somit evresinde (25. giin), kaudal néropor
ise 27. giinde kapanir (11).

Embriyonel gelisimin yaklasik 4. haftasinda noral tiipiin sefalik ucunda, primer
beyin vezikiilleri ad1 verilen {i¢ dilatasyon ortaya ¢ikar. Bunlar, prosensefalon (6n beyin),
mezensefalon (orta beyin) ve rombensefalon (arka beyin) dur. Sefalik ugta es zamanlh
olarak, biri arka beyinle spinal kordun birlesim yerinde olan servikal fleksur, digeri ise orta
beyin bolgesindeki sefalik fleksur olmak iizere iki de fleksur meydana gelir. Embriyo 5
haftalik oldugunda, prosensefalon iki par¢adan olusur. Bunlar, orta boliim ve iki lateral
cikintinin (primitif serebral hemisferler) olusturdugu telensefalon ile optik vezikiillerin disa
dogru biiylimesiyle karekterize diensefalondur. Mezensefalon rombensefalondan,
rombensefalik istmus adindaki derin bir yarikla ayrilir. Prosensefalon gibi, rombensefalon
da iki pargadan olusur (12). Bu pargalar, daha sonra pons ve serebellumu olusturacak olan
metensefalon ve miyelensefalondur. Bu iki parca arasindaki siniri ise pontin fleksur
olusturur . Spinal kordun liimeni olan merkezi kanal, beyin vezikiillerinin liimenleri ile
devamlilik gosterir. Rombensefalon boslugu, dordiincii ventrikiil, diensefalon boslugu,
ticlincli ventrikiil ve beyin hemisiferleri i¢indeki bosluklar da lateral ventrikiiller olarak
bilinir. Ugiincii ve dordiincii ventrikiiller, birbirlerine mezensefalonun liimeni ile baghdir.
Bu liimen daha sonra giderek daralir ve akuaduktus serebri adin1 alir. Lateral ventrikiiller
de iicilincii ventrikiille olan iliskilerine foramen Monro (interventrikiiler foramen) yoluyla
saglar. Ventrikiillerin ic¢ini pleksus koroideus doser ve beyin omurilik sivisini (BOS)

salgilar. Pleksus koroideusu ependim hiicreleri olusturur. Yeni kapanmis ndral tiipiin



duvarlari, noroepiteliyal hiicrelerden meydana gelir. Noroepiteliyal hiicreler boliinerek,
primitif sinir hiicrelerini yani noroblastlart olusturur. Noroblastlar ¢ogalir, artar ve gri
cevheri yapar. Noroblastlarin uzantilart sinir liflerinin olusturdugu zona marjinalis’i
olusturur. Myelinle sarilan sinir uzantilari da beyaz cevheri olusturur. Noroblastlarin
tiretiminin durmasinin ardindan, ndroepiteliyal hiicreler ilkel destek dokusu hiicreleri olan
glioblastlarin biiyiik bir kismini olusturur. Glioblastlar, noroepiteliyal tabakadan manto ve
marjinal tabakalara gé¢ eder. Manto tabakasinda farklilasan glioblastlar, protoplazmik ve
fibriler astrositlere doniisiir. Marjinal tabakada bulunan glioblastlardan, oligodendrositler
farklilagir. Bunlar, inen ve ¢ikan aksonlarin ¢evresindeki myelin kiliflar1 olusturur.
Gelisimin ikinci yarisinda, merkezi sinir sisteminde ti¢lincii bir destek hiicresi tipi olan
mikroglia ortaya ¢ikar. Mezenkimal kokenli olan bu hiicre fagositik ozellik tasir.
Noroepitelyal hiicreler, noroblast ve glioblast iiretimini bitirdikten sonra, spinal kordun

merkezi kanalin1 doseyen ependimal hiicrelere farklilagir (12).

2.2. Santral sinir sistemi anatomisi

Beyin kafatasi i¢inde lokalizedir. Eriskin insan beyni yaklasik 1400 gr kadardir.
Vucut agirhigmin yaklasik % 2’ sini olusturur. Beyin temel olarak beyin yar kiireleri,
beyincik ve beyin sapt olmak {izere 3 ana bdliime ayrilir. Beyin sapt devamliliginda

omurilik bulunur (13).

Beyin ve medulla spinalisin dis yiliziinde meninks ad1 verilen 3 tabakali zar katmani
bulunur. En igteki zar piameter olarak isimlendirilir. Piameter beyin ve omurilik dis
yiiziinii sikica sarar. Ikinci zar katmani olan araknoid, durameter i¢ yiiziinii rter. En dista
durameter bulunur. Piameter ile araknoid arasindaki bosluga subaraknoid aralik denir ve
burada beyin omurilik sivisi bulunur. Duramater ile kafatasi arasindaki bosluga subdural

aralik denir (14).

Hemisferler sag ve sol olmak iizere 2 tanedir ve birbirine simetriktir. Anatomik
olarak yarim kiireler frontal lob, parietal lob, oksipital lob ve temporal lob olmak iizere 4
lobtan olusur. Beyin yarim kiireleri dis kisminda gri cevher, i¢ kisminda beyaz cevher
izlenir. Beyaz cevher icine gomiilii olarak gri renkli ve sert kivamli bazal gangliyonlar
goriiliir.  Bunlar niikleus kaudatus, niikleus lentiformis, niikleus klaustrum ve korpus
amigdale’dir. Hemisferler ve mezensefalon arasinda diensefalon bulunur. Beyin sapini

mezensefelon, pons ve bulbus olusturur. Serebellum kafatasi arka gukurunun biiyiik

4



kismini doldurur. Yaklagik 150 gr agirliginda olup beynin 2. biiyiik parcasidir. Pons ve
bulbus ile birlikte 4. ventrikiilii gevreler (13).

Medulla spinalis merkezi sinir sisteminin vertebral kanal igindeki kismidir.
Yaklasik 30 gr agirhiginda olup, 40-45 cm uzunlugunda ve 1 cm capindadir. Medulla

spinalis, embriyolojik olarak tiipiin en az degisiklige ugrayan kismidir (13).

Beyin i¢inde ventrikiil ad1 verilen bosluklar bulunur. Yan ventrikiiller ¢ift olup sag
ve sol hemisfer i¢inde bulunur. Ugiincii ventrikiil tektir ve biiyiilk kismi1 diensefalonda
bulunur. Dordiincii ventrikiil yine tektir ve beyincik, pons ve bulbus arasinda izlenir.
Ventrikiil duvarlarinda belirgin bolgelerde toplanmis olarak genislemis kapiller damar ag1

bulunur ve koroid pleksus adini alir (14).

Subaraknoid aralik, ventrikiiller ve kanalis santralis i¢inde beyin omurilik sivisi
(BOS) bulunur. Beyin omurilik sivisinin bityiik ¢ogunlugu yan ventrikiiller i¢inde yer alan
koroid pleksus tarafindan yapilir. Subaraknoid bosluktaki araknoid villuslar tarafindan

emilir ve vendz kan dolagimina verilir. BOS miktar1 80-150 ml arasinda degisir (13).

Beyin dokusu arterial kani vertebral ve karotis arterden alir. Veretebral arterler
foramen magnumdan kafatasi i¢ine girer ve ponsun alt kenarinda birleserek basiler arteri
yapar. Basiler arter, pons’un {ist boliimiinde serebri posterior arter ve siiperior serebelli
dallarina ayrilir. A. karotis interna kanalis karotikustan kafatasina girer. A. kominikans
posterior, a.koroidea anterior, a.serebri anterior ve a.serebri media dallarimi verir. Basiler

arter ve a.karostis internanin dallarinin birlesmesi ile “Willis poligonu” olusur (14).

Beynin venleri kas dokusu olmayan ¢ok ince duvarli, kapaksiz venlerdir. Beyinden
cikip subaraknoid araliga uzanirlar ve vendz siniislere dokiiliirler. Beyinde serebral,
serebellar ve beyin sap1 venleri bulunur. Serebri magna veni, iki interna serebri veninin

birlesmesiyle olusur ve siniis rektusa dokiiliir (14).
2.3. Santral sinir sistemi histolojisi

Merkezi sinir sisteminde iki tip hiicre bulunur. Bu hiicreler uzun sinir lifleri i¢eren
noronlar ve noronlar1 koruyan ve g¢evreleyen glial hiicrelerdir. Glial hiicrelerin sayisi
noronlardan 10 kat daha fazladir. Sinir dokusunun ger¢gek anlamda hiicreler aras1 matriksi

yoktur. Bu nedenle yumusak ve jel kivamindadir. Glial hiicreler noron etkinligi i¢in uygun



mikrogevreyi saglar. Farkli kokene, morfolojiye ve isleve sahip glial hiicreler vardir. Bu

hiicreler astrosit, oligodendrosit, ependim hiicreleri ve mikroglialardir (15).
2.3.1. Astrositler

Astrositler ndroektodermal kokenlidir. Uzantilart nedeniyle yildiz seklindedir. 8-10
mikron boyutlarinda, yuvarlak-oval niikleuslu, niikleol igermeyen hiicrelerdir. Fibriler ve
protoplazmik formlar1 vardir. Fibriler astrositler beyaz cevherde, protoplazmik astrositler
ise gri cevher yerlesimlidir. Diger alt tipleri ise serebellum korteksinde izlenen
“Bergmann” astrositler ve periventrikiiler alan, serebellum ve spinal kordta izlenen
pilositik astrositlerdir. Astrositlerin yildiz seklindeki uzantilar1 metalik impegnasyon ve

immiinohistokimyasal olarak glial fibriler asidik protein (GFAP) ile gosterilir (16).
2.3.2. Oligodendrositler

Oligodendrositler néroektodermal kokenlidir. Niikleuslar: astrositlerden daha kiigiik
ve yuvarlaktir. Sitoplazmalar1 dar, uzantilar1 kisa ve azdir. Beyaz cevherde ve daha az
oranda gri cevherde izlenir. Miyelin kilifinin ve néron govdelerinin gevrelerinde bulunur.
Miyelin yapilimindan sorumludur. Oligodendrositler Hemotoksilen Eozin (H&E)
boyamada sitoplazmalarinin sismesi ve vakoulizasyonu ile olusan periniikleer halo ile

taninirlar (16).
2.3.3. Ependim hiicreleri

Noroektodermal kokenlidir. Sanral sinir sistemi bosluklarin1 déseyen kiiboidal-
kolumnar hiicrelerdir. Cocukluk ¢aginda daha belirgin silyalar1 vardir. Koroid pleksusu

doseyen ependimal hiicreler 6zellesmis hiicrelerdir ve BOS yapimindan sorumludurlar
(16).

2.3.4. Mikroglialar

Mezodermal kokenlidir. Kemik iligi kaynakli mononiikleer fagositik sistem
hiicrelerindendir. Beyin dokusunda yaygin olarak izlenen mikroglialar kiigiik, koyu, elonge

niikleusludur. Hemotoksilen Eozin kesitlerinde segilemezler (16).



2.4. Astrositik timorler

2.4.1. Astrositik tiimorlerin genel 6zellikleri

Astrositik tiimorler neoplastik astrositlerden olusan, santral sinir sisteminin farkli
alanlarinda yerlesim gosteren, progresyon gosterme egilimleri ve klinik davranislar1 farkli
genis bir neoplazi grubudur (2). Astrositik tlimorler, lokalize ve infiltratif olmak {izere
baslica iki ayr1 grupta ele alinir. Diffiiz infiltratif patern gosteren astrositom, anaplastik
astrositom ve glioblastom i¢in diffiiz astrositik tlimorler terminolojisi uygun goriilmiistiir.
Diger gruptaki pilositik astrositom, pleomorfik ksantoastrositom ve subependimal dev

hiicreli astrositom daha iyi sinirli, lokalize ve ¢ogu diisiik dereceli astrositik tiimdrlerdir

).

2.4.2. Diffiiz astrositik tiimorler

Diffiiz astrositik tiimdrler tiim primer beyin tiimorlerinin %60’ indan fazlasin
olusturur. Santral sinir sisteminin herhangi bir bolgesinde gelisebilmekle birlikte en g¢ok
goriildiigl yer serebral hemisferlerdir. Genellikle yetiskinlerde goriiliir. Beyin parankimine
diffiiz infiltrasyon gostermeleri en 6nemli Ozelliklerinden biridir (2). Diffiiz astrositik
tiimorleri derecelendirmede kullanilan kriterler; 1988 yilinda yayinlanan ve ayni zamanda
yazarlarinin adi (Daumas-Duport) ile bilinen St.Anne/Mayo sistemi ile belirlenmistir (17).
Giiniimiizde kullanilan Diinya Saghk Orgiitii (DSO) derecelendirme sisteminin temelini
olusturan bu caligmada 4 histopatolojik 6zellik esas alinmaktadir. Bunlar; hiperselliilarite,
nikleer atipi, mitotik aktivite, vaskiiler proliferasyon ve/veya nekrozdur. Bu
derecelendirme sistemi sag kalimi ongérmede oldukc¢a basarilidir. Genel kural olarak

derecelendirme anaplazinin en yiiksek oldugu yere gére yapilir (17).

2.4.3. Diffiiz astrositik tiimorlerin derecelendirilmesi

Son c¢alismalar 1s181inda diffiiz  astrositik tlimorlerin - derecelendirilmesinde,
prognostik agidan Onemli bilgiler veren molekiiler parametrelerin de histolojik
parametrelere ek olarak kullanilmasi &nerilmistir (18). DSO 2016 siniflamasinda da
St.Anne/Mayo sistemi, Ringherts sistemi ve onceki yayimlanan DSO semalarinda oldugu
gibi ticlii derecelendirme sistemi kullanilmistir (Tablo 1). Buna gore sadece sitolojik atipi
igeren tiimorler (diffiiz astrositom) “grade” II, ek olarak mitotik aktivite artis1 ve anaplazi
iceren tlimorler (anaplastik astrositom) “grade” III, bunlara ek olarak mikrovaskiiler
proliferasyon ve/veya nekroz igeren tiimorler (glioblastom) ise “grade” IV olarak

derecelendirilmistir. Sitolojik atipi, niikleer hiperkromazi yani sira niikleer sekil ve boyut
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farkliliklarinin bulunmasi olarak tanimlanmistir. “Grade” III astrositom tanisi i¢in mitoz
goriilmesi sarttir. Bununla birlikte yeterli bir 6rnekte izlenen tek bir mitoz, “grade” IlI
tanisi i¢in yeterli degildir. Béyle durumlarda grade II ve grade III tiimorlerin ayriminda Ki-
67 proliferasyon indeksi yardimci olabilir. Mikrovaskiiler proliferasyon, endotelyal
hiicrelerin belirgin tabakalanmasi veya glomeriiloid goriinim almasidir. Nekroz, klasik
olarak perinekrotik palizatlanma ile karakterli olabilecegi gibi genis alanlarda timor hiicre
nekrozu seklinde de goriilebilir. Biitiin bu kriterlerin meydana gelis sirasi ise atipi, atipiyi
takip eden mitotik aktivite artisi, selliilaritede artis ile mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya

nekroz seklindedir (18).

Tablo 1. Santral sinir sistemi glial tiimérlerin derecelendirilmesi (DSO, 2016)

DIFFUZ ASTROSITIK VE OLIGODENDROGLIAL TUMORLER
Diffiiz astrositom, IDH-mutant

Anaplastik astrositom, IDH-mutant

Glioblastom, IDH-wild tip

Glioblastom, IDH-mutant

Diffiiz midline gliom, H3 K27M-mutant

Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q kodelesyonu gosteren
Anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19g-kodelesyonu gosteren

DIGER ASTROSITIK TUMORLER
Pilositik astrositom

Subependimal dev hiicreli astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom

Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom

EPENDIMAL TUMORLER
Subependimoma

Miksopapiller ependimoma
Ependimoma
Ependimoma, RELA flizyon pozitif 1/

Anaplastik ependimom

DIGER GLIOMLAR
Anjiosentrik gliom

Ugiincii ventrikiiliin koroid gliomu




2.4.4. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 santral sinir sistemi tiimorleri siniflanmasi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 santral sinir sistemi tiimorleri siniflamas1 dnceki
2007 siniflamasina gore teorik ve pratik acilardan avantajlar géstermektedir (2). ilk kez bu
siniflandirmada antitelerin siniflandirilmasinda, histolojik 6zelliklere ek olarak molekiiler
parametreler kullanildi. Diffiiz gliomlar, medulloblastom ve diger embriyonel tiimorlerin
siiflandirilmas: yeniden yapilandirildi. Histolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore yeni
antiteler tanimlanarak siniflandirmaya dahil edildigi goriilmektedir (Tablo 2). Ayrica
biyolojik ve tanisal ac¢idan anlamli olmayan bazi antite, varyant ve paternler
smiflandirilmadan ¢ikarildi (19).

Parsons ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada, diisiik dereceli glioblastom zemininde
olusan sekonder glioblastomlarda izositrat dehidrogenaz (IDH) mutasyonu tespit edildi
(20). Boylelikle IDH mutasyonunun geng hastalarda goriilen ve daha iyi prognoza sahip
olan sekonder glioblastomlarin primer glioblastomlardan ayriminda bir belirte¢ olarak
kullanilmasi giindeme geldi (18).

Yeni smiflamada IDH mutasyonun varligina gore glioblastom siniflandirmasi
yeniden yapilandirildi. Glioblastom, IDH-“wild” tip olarak tanimlanan birinci grup
vakalarin yaklasik %90’in1 olusturmaktadir.  IDH-“wild” tip glioblastom “de-novo”
olustugu diisiiniilen, daha ileri yastaki hasta populasyonunda izlenen primer glioblastomdur
(19).

Glioblastom, IDH-mutant ise vakalarin yaklasik %10’nu olusturan, diffiiz ve
anaplastik glioblastom zemininde gelisen, gen¢ hastalarda goriilen, sekonder
glioblastomdur. IDH mutasyonu ig¢in molekiiler test yapilamadigi durumlar igin
glioblastoma, NOS terminolojisi kullanildi. (19).

Epiteloid glioblastom, dev hiicreli glioblastom ve gliosarkomun yani sira, IDH-wild
tip glioblastomun yeni bir varyanti olarak kabul edildi. Epiteloid glioblastom; genis
epiteloid hiicrelerden olusur. Genis eozinofilik sitoplazmasi, vezikiiler kromatini ve
belirgin niikleolii vardir. Rabdoid morfolojide hiicreler izlenebilir. Geng eriskin ve
cocuklarda sik izlenir. Yiizeyel serebral ve diensefalik bdlgelerde lokalize olurlar. Siklikla
BRAF ve V600E mutasyonlar gosterirler (21).

Ayrica siniflamaya primitif néronal komponent i¢eren glioblastom paterni eklendi.
Bu patern daha oOnce literatire PNET benzeri komponent iceren glioblastom olarak
girmisti. Bu komponent ndronal diferansiyasyon gosteren primitif hiicrelerden olusan iyi
siirli nodiiller seklinde izlenir. Hem glial hem de primitif néronal komponent R132H

IDH1 immiinohistokimya pozitifligi gosterir (22).
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Diffiiz ve anaplastik astrositomlarda yine IDH mutasyonu agisindan IDH “wild”,
IDH mutant ve NOS gruplarina ayrildi (23).

Pediatrik diffiiz gliomlar 6nceki DSO siniflandirmalarinda eriskin gliomlar1 iginde
yer aliyordu. Diffliz pattern gosteren, H3 histon geninde K27M mutasyonu izlenen, orta
hatta (talamus, beyin sapi, medulla spinalis) lokalize olan ve c¢ogunlukla pediatrik yas
gruplarinda izlenen “Diffiiz midline gliom, H3 K27M-mutant” antitesi tanimland1 (23).

Oligodendrogliom ve anaplastik oligodendrogliom tanisi i¢in yeni siniflamada IDH
mutasyonu yanisira 1p19q kodelesyonu gerekmektedir. Bu mutasyonlara yonelik genetik
test yapilamadigi ve tipik histolojik bulgular gosteren olgular i¢in NOS kategorisi
kullanildi (23).

Bu siniflara dahil edilmeyen astrositik tiimdrler ise diger astrositik tiimorler baslig
altinda topland (23).

Ependimomlar i¢in ise RELA flizyon mutasyonunun izlendigi “Ependimom RELA
fizyon pozitif subtipi tanimlandi. Bu varyant pediatrik yas ependimomlarinin biiyiik
kismini olusturmaktadir (24).

Ugiincii ventrikiiliin koroid gliomu, anjiosentrik gliom ve koroid pleksus gliomu

diger gliomlar bashg: altinda toplandi (23).
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Tablo 2. Santral sinir sistemi glial tiimérlerin smiflandiriimasi (DSO, 2016)

DIFFUZ ASTROSITIK VE
OLIGODENDROGLIAL TUMORLER
Diffiiz astrositom, IDH-mutant
Gemistositik astrositom, IDH-mutant
Diffiiz astrositom, IDH-wild tip
Diffiiz astrositom, NOS
Anaplastik astrositom, IDH-mutant
Anaplastik astrositom, IDH wild tip
Anaplastik astrositom, NOS
Glioblastom, IDH-wild tip
Dev hiicreli glioblastom
Gliosarkom
Epiteloid glioblastom
Glioblastom, IDH-mutant
Glioblastom, NOS
Diffiiz midline gliom, H3 K27M-mutant
Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19q
kodelesyonu gosteren

Oligodendrogliom, NOS

Anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant ve

1p/19¢g-kodelesyonu gosteren
Anaplastik oligodendrogliom, NOS
Oligoastrositoma, NOS

Anaplastik oligoastrositoma, NOS

11

DiGER ASTROSITIK TUMORLER
Pilositik astrositom

Pilomiksoid astrositom
Subependimal dev hiicreli astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom
Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom

EPENDIMAL TUMORLER
Subependimoma
Miksopapiller ependimoma
Ependimoma
Papiller ependimoma
Seffaf hiicreli ependimoma
Tanisitik ependimoma
Ependimoma, RELA fiizyon pozitif

Anaplastik ependimom

DIiGER GLIOMLAR

Ucgiincii ventrikiiliin koroid gliomu

Anjiosentrik gliom

Astroblastom




2.5. Glioblastom

2.5.1. Glioblastom tanim

Glioblastom ilk olarak Virchow tarafindan “glial orjinli tiimér” olarak
tanimlanmistir (25). Strauss ve Globus ilk kapsamli tarifini yapmiglar ve spongioblastoma
multiforme terimini  kullanmiglardir  (26). Bailey ve Cushing, 1926 yilinda,
spongioblastoma multiforme terimini glioblastoma multiforme olarak degistirmislerdir
(26). Scherer ve Kernohan GBM’ nin malign astrositoma oldugunu ve bazen daha diisiik
dereceli lezyonlarin progresyonu ile gelistigini sdylemistir (27). Glioblastom astrositik
timdr spektrumunun en malign {yesidir. Glioblastom hiperselliilerite, niikleer atipi,
mitotik aktivite artis1 gosteren yiiksek dereceli infiltratif astrositik tiimordiir. Glioblastom

tanisi i¢in nekroz ve/veya mikrovaskiiler proliferasyon gerekmektedir (2).

2.5.2. Glioblastom insidansi

Intrakranyal neoplazmlarin  %12-15’ini ve astrositik neoplazmlarin %60-75ini
olusturur (28, 29). Kuzey Amerika iilkerinde insidansi 100.000 kiside 3-4 yeni vakadir
(28). Amerika Birlesik Devletlerinde 100.000 kiside 2.6 yeni vakadir. Isvicre’de toplum
bazli yapilan bir ¢galismada bu oran 3.55 olarak bulunmustur (29).

2.5.3. Yas ve cinsiyet

Glioblastomlar herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilse de 6zellikle eriskinleri etkiler. En
stk gortldigii yas arahigt 45-75 yas arasidir (30). Toplum bazli bir ¢alismada
glioblastomun ortalama ortaya ¢ikis yasi 61.3 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada hastalarin
%80’ inin 50 yasin tizerinde oldugu goriilmiistiir (30). Ayni ¢alismada 715 hastanin sadece
7 tanesinin (%1) 20 yasin altinda oldugu goriilmiistiir. Glioblastom erkeklerde kadinlardan
biraz daha sik goriiliir. Erkek/kadin oran1 Amerika Birlesik Devletlerinde 1.26, isvigrede
1.28 dir (31).

2.5.4. Lokalizasyon

Glioblastom siklikla beyin hemisferlerinin subkortikal bolgesinde yerlesimlidir.
Zurih Universitesinde 987 olgudan olusan seride incelenen glioblastom vakalarinda
timoriin; %31 oraninda temporal lobta, %23 oraninda parietal lobta, %23 oraninda frontal
lobta, %13 oraninda oksipital lobta yerlesim gosterdigi bulunmustur. Ozellikle frontal ve

temporal lob yerlesim birlikteligi siktir (29). Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan
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calismada benzer sonuglar bulunmustur (32). Timor siklikla komsu hemisferi ve korpus
kallozum yoluyla komsu hemisferi infiltre eder. Bazal gangliyon ve talamus yerlesimli
glioblastom nadir degildir ve Oncelikle ¢ocuklarda goriiliir. Beyin sap1 lokalizasyonlu
glioblastom sik olmamakla birlikte yine c¢ocuklarda gorilir (29). Spinal kord ve

serebellum nadir lokalizasyonlardir.

2.5.5. Klinik

Sekonder glioblastom olgular1 disindaki glioblastomlarin %50’ sinde hastalarin
klinik Oykiileri 3 aydan daha kisadir. Hastalarda intrakraniyal basing artisina bagh
semptomlar (bas agrisi, bulanti/kusma, papil 6dem gibi) siktir. Hastalarin yaklagik 1/3’
iinde epileptik ndbetler goriiliir. Bas agrist ve kisilik degisiklikligi gibi 6zgiil olmayan

norolojik semptomlar goriilebilir (33).

2.5.6. Histogenez

Glioblastomun hiicresel orijini tartisma konusudur. Uzun yillar glioblastom
hiicrelerinin astrositlerin transforme olduktan sonra dediferansiye olmasi ile olustugu
diistiniiliyordu. Bununla birlikte glioblastomum hiicresel, biyokimyasal ve genetik
heterojenitesi yanisira histolojik benzerlige sahip hiicrelere gore farkli gidise sahip olmasi,
bu tlimdriin bipotansiyel prekiirsor hiicre, primordiyal hiicre veya noral kok hiicreden
koken alabilecegini diisiindiirmektedir (34). Subventrikiiler alandaki hiicrelerin kok hiicre
benzeri 6zellikler gosterdigi ve bu hiicrelerden glioblastom olustugu gosterilmistir. Ayrica

glioblastomdan kok hiicre benzeri hiicreler izole edilmistir (35).

2.5.7. Yayilhm ve metastaz

Infiltratif yayilim diffiiz astrositomlarin yaygin bir &zelligi olmasi ile birlikte
ozellikle glioblastomlar komsu beyin parankimine hizli invazyon 6zelligi ile bilinmektedir
(36). “Kelebek gliom” olarak bilinen, korpus kallozum yolu ile karsi hemisfere uzanim,
siklikla goriilen simetrik bir lezyondur. Benzer olarak internal kapsiil, forniks ve anterior
komissiir yolu ile tlimoriin hizli yayilimi goriilebilir. Bu yapilar genislemis ve bozulmus
olarak metastaz yollarina doniigebilir. Ve bunun sonucunda radyolojik olarak multifokal
glioblastom goriiniimii olusur (2).

Cerrahi ve radyoterapiye ragmen invaziv hiicreler tedavi sonrasi lokal rekiirrens

i¢in kaynak olustururlar (2).
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Tiimdriin hizli gelisimi ve infiltratif biiylime paternine ragmen subaraknoid araliga
invazyon ve serebrospinal sivi yoluyla yayilim egilimi yoktur (37). Perivaskiiler araliklar
yolu ile tiimoriin invazyonu sik olmasina karsin tiimoriin damar liimenine invazyonu nadir
goriiliir (38). Cerrahi bir girisim olmaksizin tiimoriin hematojen yayilimi ¢ok nadirdir.
Ventrikilloperitoneal sant yoluyla tiimoriin peritoneal metastazi tanimlanmistir (39).

Duramater, venoz siniis ve kemik infiltrasyonu ¢ok nadirdir (40).

2.5.8. Invazyon mekanizmasi

Glioblastom invazyonuna aracilik eden, TGF-Beta ve AKT yolaklarini da igeren,
birka¢ adet molekiiler mediatoriin glioblastom invazyonuna aracilik ettigi One
striilmektedir (41). Tumor hipoksisinin HIF-1 alfa aktivasyonu yoluyla invazyonu
indiikleyebilecegi bildirilmektedir (42). Glioblastom invazyonunda tiimor hiicreleri
tarafindan proteolitik enzimler salinir ve ekstraselliiler matriks invazyon igin uygun hale

getirilir (43).

2.5.9. Multifokalite

Glioblastomlarda multifokalite sik degildir. Kaliimsal neoplastik sendromlarin
disindaki sikligi net bilinmez. Odaklar supra ve infra tentoriyal olduklarinda, median
komissur gibi baglanti odaklarin disinda olduklarinda bagimsiz odaklar olabilecekleri
diigiiniiliir. Gergek multifokal glioblastomlar muhtemelen poliklonaldirler ve molekiiler

belirtegler yardimi ile ortaya konur (44).

2.5.10. Primer ve sekonder glioblastomlar

Primer ve sekonder glioblastom terminolojisi ilk olarak 1940 yilinda Scherer
tarafindan kullanilmistir. Sekonder glioblastomlarin primer glioblastomlardan ayirt
edilmesi gerektigini savunmus ve bu tlimdrlerin muhtemelen uzun klinik seyirli
glioblastomlardan sorumlu oldugunu vurgulamistir (45). Primer glioblastomlar herhangi
bir prekiirsor lezyon tespit edilmeksizin 3 aydan daha kisa klinik seyir ile ortaya ¢ikar ve
glioblastomlarin yaklasik %90’ n1 olusturur. Bu hastalarin ortalama yas1 62 dir (31).
Sekonder glioblastomlar diffiiz astrositom (DSO grade I1) veya anaplastik astrositomdan
(DSO grade III) kdken alirlar. Tiim glioblastomlarin yaklasik %10’ unu olustururlar (31,
46). Sekonder glioblastom hastalari daha gengtir. Ortalama yaslar1 45 dir. Primer ve
sekonder glioblastomlar farkli genetik yolaklardan olustugu ve farkli antiteler oldugu kabul
edilmektedir (29). Tedaviye cevaplar1 da farklidir. Fakat her ikisinde de siklikla LOH 10q
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mutasyonu izlenir ve bu mutasyonun olasilikla glioblastom fenotipinde 6nemli rolii vardir

(47).

2.6. Patoloji
2.6.1. Makroskopi

Hastalarin klinik oOykiilerinin kisa olmasina karsin tani aninda tiimor biiyiik
boyutlara ulagsmis ve lobun biiyiik kismini kaplamis olabilir. Tiimor cogunlukla tek
taraflidir. Ancak beyin sapt ve korpus kallozum tutulumu ile birlikte bilateral simetrik
tutulum gorilebilir. Supratentoriyal bilateral tutulum, tiimoriin korpus kallozum ve
temporal loblara uzanan forniksler gibi miyelinli yapilar boyunca hizli biiyiimesine bagl
izlenir (2).

Glioblastomlar ¢ogunlukla parankim i¢i beyaz cevherde siirli iken seyrek olarak
leptomeniksler ve duraya kadar uzanabilir. Bu durum cerrahlar ve nororadyologlar
tarafindan metastatik karsinom veya meningiom gibi bir ekstraaksiyel bir lezyon olarak
yorumlanabilir (48). Glioblastom kesit yiiziinde periferal alanlar gri renkli ve santral
alanlar ise myelin yikilimina bagl sar1 renkli, nekrotik goriiniimdedir. Periferdeki gri zon
timor dokusundan olusur ve yumusak kivamlidir. Timor nekroz alanlart canli timor
dokusu bulunmadan direkt komsu beyin parankimi ile devamlik gosterebilir (23). Nekroz
timor dokusunun %80’ ni olusturabilir. Likefiye nekrotik timoér dokusuna bagl olarak
timor kesit yiizii koyu renkli akiskan olarak izlenebilir. Glioblastom kesit yiiziinde tipik
olarak kanamaya bagli kirmizi ve kahverengi noktasal alanlar izlenir. Kanama yaygin

oldugunda hastada inme benzeri semptomlar goriilebilir (2).

2.6.2. Histopatoloji

Glioblastom yiiksek niikleer atipi ve stk mitoz (Resim 1) igeren az diferansiye
pleomorfik astrositik hiicrelerden olusur (Resim 2). Anaplastik selliiler bir gliomdur.
Nekroz (Resim 3) ve belirgin mikrovaskiiler proliferasyon (Resim 4) temel tanisal
ozellikleridir. Timoriin  histopatolojik  degiskenligi  “Glioblastoma multiforme”
isimlendirmenin kaynagidir. Bazi1 lezyonlar multiniikleer dev hiicrelerle birlikte yiliksek
dereceli niikleer pleomorfizm gosterirken bazi tiimdrler monoton tiimor hiicrelerden olugur.
Tiimdrlerin bir kisminda astrositik koken fokal da olsa ayirt edilebilirken, digerlerinde
yiiksek dereceli anaplazi nedeniyle daha zor anlasilir. Glioblastom tanis1 bdolgesel

heterojenite nedeniyle sterotaktik igne biyopsilerinde zordur (49).
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Glioblastom tanist hiicresel tiplendirmeden ziyade doku paternine dayanur.
Anaplastik glial hiicreler, mitotik aktivite, vaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz tani igin
gereklidir. Tiumorlerde siklikla santral nekroz ve bunun gevresinde palizatlanan canli
timor hiicreleri izlenir. Vaskiiler proliferasyon, nekroz ¢evresinde ve lezyon periferinde

izlenir (23).

2.6.3. Tiimor hiicre proliferasyonu

Mitotik aktivite tiimorler arasinda ve tiimor i¢inde bolgesel heterojenite gosterir.
Atipik mitozlar sikca izlenir. Proliferasyon aktivitesi, mitozlarla birlikte neredeyse tiim
olgularda belirgindir. Proliferasyon indeksi Ki-67/MIB 1 antikoru ile saptanir. Ortalama
deger %15-20 arasidir (50). Kiiciik andiferansiye, fusiform hiicrelerden olusan tiimdrler
yiiksek proliferasyon indeksi gosterirken, neoplastik gemitositlerden olusan tiimdrlerde
proliferasyon indeksi daha diisiiktiir. Klinik gidis ile proliferasyon indeksi arasinda

korelasyon gosterilememistir (51).
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Resim 2. Glioblastomda hiicresel pleomorfizmin mikroskopik goriiniimii
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(H&EX100 biiyiitme)

Resim 4. Glioblastomda mikrovaskiiler proliferasyonun mikroskopik goriiniimii
(H&EX200 biiyiitme)
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2.6.4. Anjiogenez ve mikrovaskiiler proliferasyon

Glioblastom insanlardaki en vaskiilarize tiimorlerden biridir. Glioblastom
vaskiilarizasyonu birka¢ mekanizma ile olusur. Onceden var olan damarlarm tiiméor
hiicreleri tarafindan adaptasyonu, mevcut damarlardan endotelyal hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve vaskiilogenez ile yeni damarlarin filizlenmesi, vaskiilarizasyonu
destekleyen kemik iligi kaynakli hiicrelerin perivaskiiler alana yerlesmesi vb. (52). Hipoksi
glioblastom anjiogenezinde en 6nemli indiikleyici faktor olarak kabul edilir (53). HIF 1
alfa (hipoksi indiikleyici factor 1 alfa) hiicre igi birikimine yol agar. HIF1 alfa birikimi
anjogenezi kontrol eden 100’den fazla genin transkripsiyonunu aktive eder. Bunlar
arasinda en Onemlisi Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) genidir (54). VEGF
ozellikle nekroz cevresi palizatlanan hiicrelerden sentez edilir. Bu siirecte endotelyal
hiicreler yani sira perisit/diiz kas hiicreleri, perivaskiiler kemik iligi kaynakli hiicreler yeni
damar sentezine katilir. Bu damar yapilanma siireci glioblastom i¢in karakteristik olan
mikrovaskiiler proliferasyona yol acar (52).

Mikrovaskiiler proliferasyon, nekroza ek olarak glioblastomlarin karakteristik
ozelliklerinden biridir. Isik mikroskobunda klasik goriiniimleri nekroz ¢evresindeki
glomeriiloid yumaklar seklindedir. Mikroskopik olarak ¢ok katli mitotik aktif endotelyal
hiicreler, diiz kas ve perisitlerden olusurlar. Vaskiiler proliferasyonun daha az goriilen
formu ise kiiciik-orta ¢apli damarlarin  limeninde olusan endotelyal hiicre
proliferasyonudur (55). Vaskiiler tromboz siklikla olusur ve iskemik tiimor nekrozunun

olusumundan sorumlu tutulmaktadir (56).

2.6.5. Nekroz

Tiimdr nekrozu glioblastomun temel 6zelliklerinden birisi olmasi yani sira kotii
klinik gidis agisindan en 6nemli prognostik faktdrlerden biridir (57). Nekroz tiimoériin %80’
inden fazlasin1 kapsayabilir. Genis nekroz alanlari yetersiz kanlanma sonucu olustugu
kabul edilir. Bu alanlar makroskopik olarak sar1 veya beyaz renkli graniiler koagulum
olarak goriliir (58). Genis timor nekrozu iginde damar cevresinde halka seklinde bir
alanda canli tiimdr hiicrelerini izleyebiliriz. Diger nekroz paterni ise glioblastomda
karakteristik olarak izlenen psddopalizatli nekrozdur (59). Kiigiik, ¢ok sayida, diizensiz
sinirlt serit veya serpenjinéz odaklar halindedir. Odaklarda 1sinsal uzanim gdsteren siki
kiimeler halinde yuvarlak fusiform gliom hiicreleri psddopalizatli goriiniimii olusturur.
Psodopalizatli nekroz primer ve sekonder glioblastomda esit sikliktadir (60).

Psodopalizatlanan hiicrelerin proliferasyon indeksi komsu tiimoér hiicrelerinden daha
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diistik, apoptozis oranlar1 ise daha yiiksektir (61). Bu hiicreler hipoksiktirler. HIF 1 alfa ve
VEGF salgilanmasindan ile diger proanjiogenik faktorler ile beraber mikrovaskiiler
proliferasyondan sorumludurlar (62). Psédopalizatli nekrozun olusumunda bir goriise gore
hiicre kiimelerinin ardisik apoptozisi, diger goriise gore ise mikroskopik vazookliizyon ve

trombozise bagl hipoksinin indiikledigi hiicre migrasyonuna bagli olusmaktadir (56).

2.6.6. Apoptozis

Apoptozis programli hiicre oliimiidiir. Mitokondriyal yolak (intrensek) ve oliim
reseptOr yolagi (ekstrensek) olmak iizere 2 farkli apoptozis yolagr mevcuttur. Apoptozis
mitokondriyal faktorlerin salinmasi veya oliim reseptorlerinin uyarilmasi sonucu kaspaz-8
enziminin bolgede toplanmasi ve aktive olmasi ile olusur (63). Oliim reseptdrlerinin
prototipi tip 1 TNF (tiimér nekroz faktorii) ve Fas (CD95) tir (64). Nekroz ¢evresindeki
psodopalizatlanan hiicrelerde 6lim reseptorii sayisinin veya bu reseptore baglanmanin
artmasi nedeniyle apoptozis artar (64). Astrositik tiimorlerde 6liim reseptor miktarlari
normal beyin dokusuna goére daha fazladir ve tiimoriin grade’i ile koreledir (64).
Glioblastomlarda hiicre 6liimiinde apoptozisin rolii koagiilasyon nekrozundan daha azdir.

Apoptozis orani ile prognoz arasinda iligki yoktur (65).

2.6.7. Sekonder yapilar

Migrasyon gosteren tiimor hiicreleri bir engelle karsilagtiginda goriiniir hale gelir.
Timor hiicreleri kortekste piameter altinda, subependimal bolgede, néronlarin ¢evresinde
(satellitozis) ve damarlarin ¢evresinde dizilirler. Olusan paternler sekonder yapilar olarak
adlandirtlir (66). Sekonder yapilar glioblastom hiicreleri ile yerel beyin yapilarinin
etkilesimi sonucunda meydana gelirler. Bu yapilar oldukga tanisaldir.

Tiimor hiicreleri miyelinli odaklardan ilerlerken fuziform sekil alirlar. Sekonder
yapilar ve multifokal glioblastomlar, glial hiicrelerin santral sinir sistemdeki yolaklarda

migrasyonunu gosterir (67).

2.6.8. Epitelyal yapilar

Glioblastomlarda nadiren glandiiler ve serit benzeri yapilar izlenir (68). Bu yapilar
genis oval niikleus, belirgin niikleol ve belirgin yuvarlak iyi siirh sitoplazma igerirler.
Yeni DSO siniflamasinda epitelyal komponentin baskin glioblastomlar igin “Epiteloid
glioblastom” varyantt tanimlanmistir (23). Epiteloid glioblastom kot gidisli  bir

glioblastom varyantidir (69).
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2.6.9. Hiicresel kompozisyon

Glioblastomlar heterojen kompozisyonlu tiimorlerdir. Az diferansiye, fusiform,
yuvarlak veya pleomorfik hiicreler baskin olabilir. Bununla birlikte yerel alanlarda siklikla
daha iyi diferansiye astrositler izlenir (49). Bu 6zellik, diffiiz astrositom WHO “grade” II’
den progrese olan glioblastomlar igin bildirilmektedir. (70). Gegis alanlardaki astrositik
diferansiyasyon gosteren hiicreler ve anaplastik hiicreler keskin veya kademeli olabilir.
Morfolojideki ani degisim bir veya birka¢ genetik degisim sonucu yeni tiimor gelisimini
isaret eder (70).

Glioblastomlarda kiiglik, andiferansiye, lipidize, graniiler ve dev hiicreler
izlenebilir.  Ayrica akson demetleri ve fasikiiller arasinda bipolar fuziform hiicreler
bulunur. Metastatik karsinom veya melanomu taklit eden iyi sinirli hiicre membranina

sahip, yiiksek pleomorfizm gosteren az diferasiye hiicre kiimeleri izlenebilir (2).

2.6.10. Multiniikleer dev hiicreler
Farkli biyiikliik ve pleomorfizm gosteren biiylik multiniikleer dev hiicreler
glioblastomlarin kendine has ozelliklerinden biridir. Eger bu hiicreler dominant hiicre tipi
ise timor “dev hiicreli glioblastom” olarak isimlendirilir (23). Bu hiicreler malign
goriiniimlerinin aksine klinik gidislerinin daha kotii olacagina dair bir gosterge degildir. Bu
hiicrelerin  varligi regresif degisiklik olarak kabul edilir (71). Prognozu tipik
glioblastomdan daha iyidir (72).

2.6. 11. Gemisitositler

Gemisitositler bol, seffaf, non fibriler sitoplazma ve periferik yerlesimli koyu,
angule niikleuslar igerirler. Kiint sitoplazmik uzantilar1 vardir. GFAP pozitifligi hiicre
periferinde izlenirken organelden zengin santral zon negatiftir. Perivaskiiler lenfositler
timoriin  gemitositositlerden zengin alanlarinda siktir. Bu hiicrelerin grade II ve III
astrositomlarda izlenmesi, diisiik proliferasyon indeksine ragmen, glioblastoma progrese

olacagina dair bir gostergedir (73).

2.6.12. Graniiler hiicreler
Glioblastomlarda nadir olarak dagmik graniiler sitoplazmali biiyiik hiicreler
bulunur. Bu hiicreler dominant komponent oldugunda hipofiz bezi ve diger organlardaki

graniiler hiicreli tiimor ile benzer goriiniim olustururlar (74). Daha biiyiik ve kaba graniillii
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olan hiicreler makrofajlar1 taklit edebilir ve lizozomal komponente bagli olarak CD68
pozitifligi izlenebilir. Baz1 graniiler hiicreler periferal GFAP pozitifligi gosterebilir. Bu
hiicrelerin farkli bir dejenerasyon yoluyla olusan gliom hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir

(75). Baskin graniiler hiicreli komponent igeren glioblastomlarin prognozlar1 kétiidiir (76)

2.6.13. Lipidize hiicreler

Glioblastomlarda nadiren kopiiksii sitoplazmaya sahip hiicreler izlenir. Nadir
olguda bu goriiniim baskin komponent olabilir ve boyle tiimoérler “yogun lipidize timor
hiicreleri igeren malign gliom” olarak isimlendirilir. Geng hastalarda ve yiizeyel yerlesimli

timorlerde ayirici tanida pleomorfik ksantoastrositom akilda tutulmalidir (77).

2.6.14. Perivaskiiler lenfositler

Glioblastomlarin bir kisminda perivaskiiler lenfositik infiltrasyon izlenir. Ozellikle
homojen gemisitositik komponent igeren alanlarda goriiliir. Perivaskiiler lenfositik
infiltrasyonun igeren olgularin %75 inde CD8 T lenfositler izlenir. CD4 T lenfositler daha
az oranda izlenir. B lenfositlerin olgularin %10’unda bulundugu bildirilmektedir (78).
Perivaskiiler lenfositler tiimor biiylimesine karsi bir direng varligina isaret eder. Yaygin

CD8 T lenfosit infiltrasyonunun sagkalimda artis ile iligkisi gosterilmistir (79).

2.6.15. Metaplazi

Genel patolojide metaplazi geri doniisiimlii olarak matiir bir hiicrenin farkl tip bir
diferansiye hiicreye degisimi olarak tanimlanir (63). Siklikla preneoplastik bir epitelyal
lezyon olarak karsimiza ¢ikar. Ayrica bu kavram neoplastik hiicrelerin anormal
diferansiyasyonu i¢in de kullanilmaktadir (63). Metaplazi glioblastomlarda yiiksek dereceli
genomik kararsizligi gosterir. En sik skuaméz metaplazi izlenir. Adenoid metaplazi,
skuam6z metaplazi, kemik ve kikirdak olusumu cocukluk ¢agi santral sinir sistemi

tiimorleri ve gliosarkomda daha sik izlenirken glioblastomda da goriilebilir (80).

2.6.16. Kiiciik hiicreli glioblastom

Glioblastomlarda kiigiik hiicreli komponent yaygin olarak izlenir. Bu komponentin
predominant ve piir olmasi halinde kiigiik hiicreli glioblastom olarak adlandirilir (23). Bu
timorler kiigiik, yuvarlak veya hafif elonge, orta derecede hiperkromatik, yiiksek
niikleer/sitoplazma oranina sahip hafif atipi gosteren monomorfik hiicrelerden olusur.

Kiiclik hiicreli glioblastom yiiksek proliferasyon indeksine sahiptir. Kiigiik hiicreli
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glioblastom subtipinin prognozu diger primer glioblastomlar ile benzerdir. Bir ¢aligmada

ortalama sagkalimlari 11 ay olarak bulunmustur (81).

2.6.17. Oligodendrogliom komponenti iceren glioblastom

Baz1 glioblastomlar oligodendrogliomlar: taklit eden odaklar igerirler. Bunlar
degisik biiytikliik ve sikliktadir. Bu tiimoérler standart glioblastomlardan daha iyi prognoza
sahiptir (82). Bu subtip 2016 DSO santral sinir sistemi tiimérleri siniflandirmasinda yer
almamaktadir (23).

2.7. Genetik ve molekiiler calismalar

Noroepitelyal hiicrelerin malign transformasyonu, ¢ok asamali ardisik genetik
degisiklikler sonucu olusur. Glioblastomlarin alt tiplerinde temel olarak TP53 mutasyonu,
10 ve 17p kromozomlarda “loss of heterozigocity” LOH gelisimi, EGFR amplifikasyon
kombinasyonlart gibi farkli genetik degisiklikler izlenir (83).

2.7.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR)

EGFR geni 7.kromozomda lokalizedir ve 170 kDa biiyiikliigiindeki transmembran
reseptoriinii kodlar. Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve “Transforming growth factor —
alfa” (TGF alfa) gibi ekstraselliiler uyaranlar yoluyla proliferasyon sinyalinin iletiminden
sorumludur. EGFR glioblastomlarda en sik amplifiye olan gendir (84). Bu amplifikasyon
ekspresyon artis1 ile meydana gelir. EGFR amplifikasyonu primer glioblastomlarin
yaklasik %40’ nda izlenirken sekonder glioblastomlarda nadir olarak bildirilmektedir.
EGFR amplifikasyonu yapisal degisiklikler ile iliskilidir. Gen amplifikasyonunun birkag
ana varyant1 vardir. En sik varyanti EGFRVIII’ tiir ve EGFR amplifikasyonu gdsteren
glioblastomlarin %20-50" sinde bulunur (85).

2.7.2. PI3K/PTEN/AKT yolag

EGFR ve diger biiylime faktorii reseptorleri EGF ve TGF alfa gibi biiylime
faktorleri yoluyla aktive olur ve fosfotidilinositol 3-kinaz (PI13K) fosfotidilinositol 4.5
bifosfati (PIP2) fosfotidilinositol 4.5 trifosfati (PIP3)’ e doniistirir. PIP3, AKT ve
mammalian target of rapamycin (mMTOR) gibi efektor molekiilleri aktive eder ve hiicre
proliferasyonu ile sonuglanir. Fosfotaz ve tensin homoloji geni (PTEN) 10923.3° de
lokalizedir (86). Fosfotaz ve tensin homoloji geni (PTEN), PIP3 aktivasyonunu ve bu yolla
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hiicre proliferasyonunu inhibe eder. Olgularin %15-40 PTEN mutasyonu izlenir ve

bunlarin tama yakini primer glioblastomlardir (31).

2.7.3. p53

TP53 geni (17p13.1) bazi 6nemli hiicresel siireglerde rol alan p53 proteinini kodlar.
Bu protein hiicre dongiisii, hiicrelerin DNA hasarina karsi cevabi, hiicre 6liimii, hiicre
diferansiyasyonu ve neovaskiilarizasyonda 6nemli role sahiptir (63, 87). DNA hasarinin
ardinda p53 aktive olur ve p21/wafl/Cpl gibi genlerin transkripsiyonu aktive eder (88).
Mouse double minute 2 homolog (MDM2) geni (12q14.3-q15) 54kDA biiyiikliigiinde bir
protein kodlar. Bu protein mutant ve “wild” tip p53” i baglar. Boylece “wild” tip p53” iin
promoter sekanslart ile transkripsiyonu aktive etmesini onler (89). Buna karsin MDM2
genini transkripsiyonu “wild” tip p53 tarafindan indiiklenir (90). Normal hiicrelerde p53
aktivasyonu ve MDM2 ekspresyonu bu feedback mekanizmasi ile kontrol edilir (Sekil 1).

Ayrica MDM2 p53’iin yikimii indiikler. P14 ARF geni (9p21°deki CDKN2A
kompleksi lokusunun bir parcasidir) MDM2 proteinini baglar ve MDM2 bagli p53
yikimini inhibe eder. Bununla birlikte p53, p14 ekspresyonunu azaltir (91). Sonug olarak
p53 fonksiyon kaybi, TP53, MDM2 ve P14 ARF genlerinin ekspresyon diizeyleri degisimi
sonucu olusabilir. TP53 mutasyonlarinin dagilim ve tipleri primer ve sekonder
glioblastomlarda farklilik gosterir. Prekiirsor diisiik dereceli astrositik lezyonlar veya
anaplastik astrositomlarin neredeyse tiimiinde TP53 mutasyonu izlenir. TP53 mutasyonu
sekonder glioblastomlarin genetik bir 6zelligidir ve %65’in lizerinde goriiliir (92). Primer
glioblastomlarda, TP53 mutasyonlar1 yaklasik %25 oraninda bildilmektedir. (31).
Sekonder glioblastomlarda mutasyonlarin %57’si 248 ve 273 “hotspot” kodonlarinda
lokalizedir. Primer glioblastomlarda ise mutasyonlarin dagilimi daha dengelidir ve %17’si
248 ve 273 “hotspot” kodonlarinda izlenir (31). Sekonder glioblastomlarda promoter CpG
alanlarinda niikleotit G:C-A:T transisyon mutasyonu daha sik oranda izlenir. Bu bulgular
primer ve sekonder glioblastomlardaki TP53 mutasyonlarinda farkli molekiiler

mekanizmalarin rol aldigini diisiindiirmektedir (92).
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Sekil 1. DNA hasarina karsi hiicrenin p53 ile cevabinin sematik gosterilmesi (https

commons. wikimedia.org/wiki/ File:p53_ pathways.jpg)

MDM?2 amplifikasyon ve asir1 ekspresyonu p53’iin kontrol ettigi hiicre biiylimesi
kontrolinden kagmanin alternatif bir yoludur. Glioblastomlarin %10’unda TP53
mutasyonu olmaksizin MDM2 amplifikasyonu gosterilmistir (93). MDM2 primer

glioblastomlarin %50’sinden fazlasinda immiinohistokimyasal olarak pozitiftir (94).

2.7.4. P16(INK4a)/CD4K/RB1 yolag1

Bu yolak hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazina gegisin kontroliinde 6nemlidir
(95). retinablastom (RB) geni (10q14) 107 kDa biiyiikliigiindeki RB proteinini kodlar.
CDK4/siklin D1 kompleksi RB proteinini fosfatlar. Boylece G1-S gegisini aktive eden E2F
transkripsiyon faktoriinii indiikler (88). P16 geni CDK4’ i baglayarak CDK4/siklin D1
kompleksini inhibe eden proteini kodlar (88). Boéylece hiicre dongiisiinde G1-S gegisini
inhibe eder. Glioblastomlarda pl6 delesyonu ve RB degisiklikleri siklikla birliktelik
gosterir  (96). Bu yolagin genlerinin inaktivasyonu hem primer hem sekonder

glioblastomlarda (%40-50) yaygindir (96).

2.7.5. LOH 10 (Kromozom 10 kaybi)

Glioblastomlarin %60-80° inde izlenen en sik genetik degisim LOH10’ dir (97).
Cogu glioblastomda 10. kromozom total kayba ugrar. LOH10 ¢alismalarinda delesyona
ugrayan 3 bolge saptanmistir. Bunlar 10p12-p15, 10923-24 ve 10g25-pter olup potansiyel
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timor siipresdr gen bolgeleridir (98). LOH10g25 difiiz ve anaplastik astrositomlarin
glioblastoma dontisiimii ile iliskilidir. LOH10p &zellikle primer glioblastomlarda izlenir.
Ancak LOH10q, primer ve sekonder glioblastomlarda, 10g25-pter bolgesinde benzer
siklikla izlenir. LOH10 daha diisiik dereceli astrositik tiimorlerde nadirdir (47).

2.7.6. O6-Metilguanin-DNA metiltransferaz

06-Metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) promutajenik alkil gruplarini
guaninin O6 pozisyonundan uzaklastiran tamir protenidir (99). Boylelikle hiicreleri alkile
edici ajanlara kars1 korur. Metil grubuna geri doniisiimsiiz olarak baglanan MGMT metil
grubunu guaninin O6 pozisyonundan uzaklastirir. Metil grubu ile birlesen MGMT
kompleksi ubikutin aracili yitkima ugrar. Hiicre normal yasam dongiisiine devam eder
(100). Hiicrede MGMT molekiiliiniin bulunmadigi durumlarda, replikasyon sirasinda O6-
metilguanin, timin ile baglanir ve yanlis baz ¢ifti eslesmesi olusur. Bu baz ¢ifti, DNA
yanlig eslesme tamir yolagi proteinleri (MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2) ile taninir. Bu
slire¢ sonunda DNA tamir edilir veya hiicre apopitozise gider (100). MGMT ekspresyon
kaybt promoter CpG adalarinin metilasyonu yoluyla olabilir. MGMT promoter
metilasyonu glioblastomlarin %45-75’inde mevcuttur (101). Sekonder glioblastomlarda
promoter metilasyonu sikligi primerlerden daha fazladir (102). Harris ve arkadaslar
tarafindan MGMT regiilasyonunda p53 molekiiliiniin baskilayici rolii gosterilmistir (103).
Ayrica hipoksinin hipoksi indiikleyici faktor (HIF)-1a araciligl ile MGMT ekspresyonunu
indiikledigi gosterilmistir (104) (Sekil 2).
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Sekil 2. MGMT aracili DNA tamir mekanizmasinin sematik gosterilmesi (Nat Rev.

Neurol.10:372-385, 2014)
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2.7.7. insan genom atlasi

Glioblastomlardaki  genetik  degisikliklerin ~ saptanmasi  glioblastomlarin
subtiplerinin saptanmasina yardimci olmasi yanisira hastalarin prognozu ve spesifik
tedavilere verecegi yanitlar agisindan da yol gostericidir. 2008 yilinda Parsons ve
arkadaglar tarafindan yapilan glioblastomlarda entegre genomik analiz ¢alismasi sonucu
glioblastomlardaki  genetik  degisiklikler tespit edilmistir (20). Kromozomal
translokasyonlar ve epigenetik degisiklikler ¢alismanin kapsami disinda kalmistir. TP53
(TP53, MDM2, MDM4), RB1 (RB1, CDK4, CDKN2A) ve PI3K (PTEN, PIK3CA,
PIK3R1, IRS1) yolaklarinda genetik degisiklikler tespit edilmistir. Bu yolaklardan birinde
meydana gelen mutasyon, tiimdrigenez agisindan diger komponentlerde olusan genetik
degisimler ile esit etki yaratmaktadir (20).

Sekonder glioblastomlarda primer glioblastoma oranla daha yiliksek oranda TP53
mutasyonu tespit edilirken, buna karsilik primer glioblastomlarda, sekonder glioblastoma
oranla daha sik oranda EGFR amplifikasyonlari ve PTEN mutasyonlar1 izlenmistir. Bu
degisiklikler primer sekonder ayirimi igin yeterince spesifik degildir (105).

Insan genom atlasi caligmasinda beklenmedik sekilde glioblastom hastalarinda
izositrat dehidrojenaz 1 (IDH 1) gen degisiklikleri tespit edilmistir. Bu gendeki
degisiklikler sonucu 132. pozisyondaki izositrat baglayan aminoasitte degisiklikler
meydana gelmektedir (106). Glioblastom hastalariin %12’sinde IDH1 mutasyonu tespit
edilmistir. Bu mutasyonun izlendigi hastalarin daha geng ve prognozunun daha iyi oldugu
goriilmistiir. Glioblastomlarda yiiksek oranda IDH1 mutasyonu p53 mutasyonu ile
birliktelik gostermektedir (20). Bu olgularda diger genetik degisiklikler daha disiik siklikta
izlenmistir. IDH1 mutasyonun sekonder glioblastomun primer glioblastomdan ayiriminda
daha spesifik bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica IDH enzim inhibisyonunun

bazi kemoterapi ajanlarina sensiviteyi artirdigr bulunmustur (106).

2.7.8. Izositrat dehidrojenaz (IDH)

Izositrat dehidrojenaz, IDH1 ve IDH2 olmak iizere hiicrenin farkl
lokalizasyonlarinda bulunan homodimerik enzimlerdir. Bu enzimler Nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADP+) bagimh, alfa ketogluterat’in izositrata oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize ederler (107). IDH1 proteini sitoplazmada, peroksizomda ve
endoplazmik retikulumda bulunurken IDH2 proteini mitokondri lokalizasyonludur. Diisiik
dereceli astrositomlarin, oligodendrogliom ve sekonder glioblastomlarin ¢ogunda IDH1

mutasyonlar1 izlenir (107). IDH2 mutasyonlar1 daha az sikliktadir. Gliom tiimérigenezinde
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IDH1 mutasyonlarinin erken bir bulgu oldugu, gen¢ hastalarda daha sik izlendigi ve iyi
gidis ile iliskili oldugu ile siiriilmektedir (108). Sekonder glioblastomlarin yaklasik %70-
80’inde izositrat dehidrogenaz 1 (IDH 1) geni mutasyonu izlenir (106). Akut miyeloid
16semi (AML) yanisira kolorektal, prostat ve tiroid kanserleri ile melanomlarda da IDH1

ve IDH2 mutasyonlari saptanmistir (109).

2.8. Prognostik ve prediktif faktorler

Beyin tiimorlerinde cerrahi tedavide, kemoterapi ve radyoterapideki gelismelere
ragmen glioblastom hastalarinda ortalama sag kalim siiresi olduk¢a kisadir. Isvicre ve
Kanada’da yapilan retrospektif toplum bazli bir ¢alismada hastalarin %20’sinden azinin 1
yildan fazla yasadig1 ve %3’iinden daha azmin ise 3 yildan fazla yasadigi gosterilmistir
(29). Klinik ¢alismalarda daha iyi sonuglar alinmis ve ortalama yasam siiresi 12 ay olarak
bulunmustur. Ancak bu caligmalarda preoperatif Karnofsky performarslar1 yiiksek geng
hastalar secilmistir. Yas klinik gidiste 6nemli bir faktordiir (29).

Biitiin klinik ¢aligmalarda 50 yasin altindaki hastalarin prognozunun ciddi oranda
daha iyi oldugu gosterilmistir (71). Biitiin yas gruplarin1 i¢eren genis, toplum bazli bir
calismada yasin en 6nemli prognostik faktor oldugu ortaya konmustur. Ayni ¢aligmada
sekonder glioblastom hastalarinda prognozun daha iyi oldugu gosterilmistir (29). Ama bu
sonu¢ muhtemelen tiimoriin biyolojik davranisindan ziyade sekonder glioblastom gelisen
hastalarin daha geng olmasi sonucu ortaya ¢ikmistir (29).

Tiimo6riin nekroz igermesi ve nekrozun yayginlhigi sag kalimdaki azalma ile ilgilidir
(71). TP53 mutasyonun glioblastomdaki prognostik degeri hakkindaki bilgiler celigkilidir
(9,10). TP53 mutasyonun degerli bir prognostik faktér oldugunu savunan ve hicbir
prognostik degerinin olmadigina dair bilgiler mevcuttur. Daha uzun sag kalim ve TP53
mutasyonu ile iliskisi gosterilmistir (31). Bununla birlikte hastalarin daha geng yasta
olmasi nedeniyle sonu¢ anlamli bulunmamistir. Ayn1 ¢alismada EGRF amplifikasyonun
sag kalim ile iligkisi bulunmamistir (31). Yasam siiresini kisaltan en sik mutasyonun LOH
10 oldugu bulunmustur. Ayrica PTEN mutasyonun prognoz ile iliskisi bulunanamamistir
(31).

Glioblastomlarda YLK-40 (chitinese-3-like-1) ekspresyonunun arttigi bildirilen
ancak islevi bilinmeyen bir proteindir (110). Bu proteinin LOH 10q ile iliskisi
bildirilmektedir. Ayrica radyasyon tedavisine daha az yanit verilmesi ve yasam siiresinin

kisalmasiyla iligkili bulunmustur (111). YLK-40 matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ile
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birlikte eksprese olur. Bu maddenin serumda saptanmasi tiimor rekiirrensi agisinda bir
belirte¢ olarak kullanilir. Glioblastom hastalarinda GP3 sentaz mRNA ekspresyonun
artmasi ve birlikteliginde GaINAcT mesajinin azalmasinin sag kalim artimiyla iliskili
oldugu gosterilmistir (112). Insiilin benzeri bilyiime faktdriinii baglayan protein (IGFBP-2)
ve (IGFBP-5)in gliom hiicrelerinde birikimi ve ekspresyon miktarinin histolojik grade ile
korele oldugu gosterilmistir (113). IGFBP-2’iin invazyonu arttirdigi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte kotii Klinik gidiste prognostik bir faktor olup olmadigina dair yeterli kanit
yoktur.

2.9.Tedavi ve tedaviye cevap mekanizmasi
Glioblastom tedaviye ¢ok direncli bir tiimordiir. Agresif cerrahi rezeksiyon,
radyasyon tedavisi ve maksimum tolere edilebilen dozda kemoterapi (temozolamid veya
veya nitroziire) sonucu hastalarda nadir sag kalim artiglart olabilmektedir (23).
Glioblastom hastalarinin temozolamid ile tedavisi yasam siiresi uzamasina yol actigi
bildirilmektedir (101). Bununla birlikte tedaviye direng siklikla izlenmektedir. Cok gesitli
diren¢ mekanizmalar1 tariflenmektedir (2). Bunlar kisaca asagidaki sekilde 6zetlenmistir;
-Tiimore bagl intesitisyel basing artmasi sonucu kan-beyin bariyerini gegen ilag¢ miktarinin
azalmas.
-Glioblastom hiicrelerinin korpus kallozum yoluyla kars1 hemisfere, beyin sapina, spinal
korda ve intakt kan-beyin bariyeri dig1 alanlara yayilmasi.
-Noral kok hiicresi benzeri tiimor hiicrelerinin rezistans mekanizmalar1 gelistirmesi ve
bunun hiicresel heterojeniteye yansimasi.
-DNA tamir mekanizmalarinin kemoterapi ve radyoterapi efektivitesini azaltmasi
Glioblastomdaki molekiiler anomaliler tedaviye ozgiil direng ve duyarlilik
mekanizmalar olusturabilir. Nokta mutasyonlar sonucu genom instabilitesi, heterozigosite
kayb1, kromozomal delesyonlar, gen amplifikasyonlar1 ve epigenetik gen susturulmasi gibi
nedenler genotipik ve fenotipik heterojenite sonucu tedaviye direngli klonal hiicre

popiilasyonlarinin ortaya ¢ikmasina yol agar (2).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Olgularin genel ozellikleri

Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali
arsivinde yer alan 1995-2015 yillar1 arasinda glioblastom tanis1 almis 71 olgu calismaya
dahil edilmistir. Gliosarkom olgular1 ¢alismaya dahil edilmemistir. Olgularin hastane
arsivinde bulunan dosyalar1 taranarak, calisma igin yas (<50/>50), cinsiyet, timor
lokalizasyonu, sagkalim ve takip siiresi, tedavi semalar1 kaydedilmistir. Calismamiza dahil
edilen eksizyonel biyopsi materyallerinin, Hematoksilen&Eozin (H&E) boyali kesitleri
tekrar degerlendirilmis ve her bir olgu i¢in tiimorii en iyi temsil eden bloklar segilmistir.
Segilen  %10’luk  formalin  soliisyonunda fikse edilmig parafin  bloklardan
immunohistokimyasal ¢alisma i¢in polilizin kapli lamlara 3-4 mikron kalinliginda kesitler
hazirlanmistir. Bu kesitlere asagida tariflenen sekilde immiinohistokimyasal olarak p53 ve
MGMT antikorlar1 uygulanmistir. Immiinohistokimyasal bulgular, klinik, histopatolojik ve

prognostik parametreler ile istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

3.2. Immiinohistokimyasal boyama yontemleri

Hazirlanan kesitler, 70 derecelik etiivde 40 dakika bekletildikten sonra ksilolde
deparafinize, alkolde rehidrate ve distile suda hidrate edilmistir. Inkiibe edilmeden &nce
antijenin geri kazanilmasi i¢in “antigen retrieval” islemi uygulanmistir. Bunun i¢in 10mM
ve pH8.0 olarak hazirlanan EDTA tampon soliisyonu hazirlanmistir. Kesitler sivi seviyesi
lamlar1 ortecek sekilde hazirlanan EDTA tampon soliisyonuna yerlestirilip (DAKO, PT
link, Denmark) cihazinda 20 dakika kaynatilmistir. EDTA solusyonunun sogumasi i¢in oda
sicakliginda 20 dakika beklendikten sonra kesitler fosfatlanmis tamponlu tuz soliisyonunda
(phosphate buffer salina-PBS) yikanmustir.

Immiinohistokimyasal boyama islemi (Dako Autostainer Link 48, Denmark)
cihazinda otomatik olarak yapilmistir. Yikama isleminin ardindan 1:20 orannda diliie
edilmis konsantre anti MGMT (monoklonal mouse, clone MT3.1, Genetex) ve kullanima
hazir anti p53 (monoklonal rabbit, DO-7, Dako) antikorlari oda isisinda 20 dakika
uygulanmistir. Daha sonra primer antikorla muamele edilmis camlara FLEX/HRP
solusyonlar1 damlatilarak 20 dakika inkiibe edilmistir. Kesitlere kromojen solusyonu olan

Envision FLEX DAB+ ¢alisma solusyonu damlatilip oda 1sisinda 10 dakika bekletildikten
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sonra distile su ile ytkanmistir. En son basamakta hematoksilen ile 5 dakika zit boyama

yapilip alkol, ksilen asamalarindan gegirilerek kapama islemi gerceklestirilmistir.

3.3. immiinohistokimyasal boyal kesitlerin degerlendirilmesi

Immiinohistokimyasal olarak MGMT ve p53 igin niikleer boyanma anlamli kabul
edilmistir. Nikleer dist boyanmalar anlamli kabul edilmemistir. Boyali kesitler, 1s1k
mikroskobunda incelenerek her iki antikor iginde niikleer boyanmanin en yiiksek oldugu
alan sec¢ilmigtir. MGMT ve p53 icin 1000 tiimor hiicresi sayilarak; niikleer boyanma
gosteren timor hiicrelerinin sayilan 1000 timdr hiicresine orani hesaplanarak boyanma
indeksleri yiizde olarak saptanmistir (90). p53 i¢in boyanma indeksi %10’ un altinda ise
negatif, %210-50 arasinda ise 1(+) (hafif-orta), %50’in {lizerinde ise 2(+) (siddetli) olarak
derecelendirilmistir. (90). Benzer sekilde MGMT ig¢in boyanma indeksi %10’un altinda ise
negatif, %10-50 arasinda ise 1(+) (hafif-orta), %50’nin lizerinde ise 2(+) (siddetli) olarak
derecelendirilmistir.

Pozitif kontrol olarak MGMT i¢in kuvvetli niikkleer boyanma gosterdigi bilinen
tonsilla palatina kesitleri, p53 antikoru i¢in ise yine kuvvetli niikleer boyanma gosterdigi

bilinen kolon adenokarsinom kesitleri kullanilmistir.

3.4. istatistiksel analiz

[statistiksel analiz sonuglar1 veri tabanmna girilmis ve istatistiksel paket programi
(SPSS 15.0, USA) kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici degiskenler igin frekans dagilimi
yapilmig, ylizde ve ortalama, + standart sapma (SD), ortanca degerleri sunulmustur.
Tanimlayic1 verilere gore p53 ve MGMT ekspresyon derecelerinin sikliklar1 capraz
tablolar kullanilarak verilmistir. Gruplar arasinda bu sikliklar bakimindan fark bulunup
bulunmadigir Ki-kare ya da Fisher testleri kullanilarak karsilastirilmistir. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri ile incelendi.
Degiskenlerin normal dagilim gostermedigi belirlendiginden parametrik olmayan testler
kullanilmistir. Normal dagilim gostermeyen degiskinler arast iligkiler (p63/MGMT
ekspresyon derecesi-sag kalim siireleri) korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel anlamliliklar
Spearman testi ile hesaplanmistir. MGMT ve p53 boyanma siddetine gore gruplar arasinda
ortalama sag kalim siireleri acisindan farklilik Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastirilmistir. p53 ve MGMT ekspresyon derecelerinin sag kalim iizerine etkileri log

rank analizi kullanilarak incelendi. Sag kalim hizlar1 Kaplan- Meier sag kalim analizi

31



kullanilarak hesaplandi. p degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak

anlamli sonug seklinde degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR

4.1. Klinik parametrelerin sonuclari

Glioblastom tanisi alan olgularin 23’ (%32.4) kadin ve 48’1 (%67.6) erkekdir.
Calisma grubumuzda erkek/kadin orani 2.08/1’°dir. Glioblastom olgularinda tani aninda
ortalama yaststandart sapma 56.40 +15.35 yil olup yas araligi 1 ile 92 arasinda
degismektedir. (Tablo 3). Calismamiz sirasinda hastalarin 59 tanesinin (%83.1) exitus
oldugu ve 6 tanesinin (%8.5) yasadigi tespit edilmistir. Olgularin 59’nun ortalama sag
kalim stireleri hesaplanmistir. Buna gore ortalama sag kalim siiresi 10.54 £11.09 ay (0.39-
63,05) olarak hesaplanmustir.

En sik goriilen timor lokalizasyonlar1 temporal lob (%32.9), parietal lob (%31.4)
olup, bu lokalizasyonlar1 frontal lob (%21.4) takip etmektedir (Tablo 3). Klinikopatolojik

bilgileri igeren detayli tablo ek 1’ de sunulmustur.

Tablo 3. Glioblastom tanili olgularin cinsiyet, yas ve lokalizasyon 6zellikleri

Tan1 aninda yas Tan1 aninda yas
n (%) ortalamasi + standart  ortanca (min,
sapma max)
Cinsiyet
Kadin 23 (32.4) 59+18.09 58 (21,92)
Erkek 48 (67.6) 55.16+£13.89 58.5(1-77)
Tan1 aninda yas gruplarn
<50 yas 19 (26.8)
>50 yas 52 (73.2)
Tiimor lokalizasyonu
Parietal bolge 22 (31.4)
Frontal bolge 15 (21.4)
Temporal bolge 23 (32.9)
Oksipital bolge 5(7.1)
Talamik bolge 1(1.4)
Ventrikiil i¢i 2 (2.8)
Korpus kallozum 1(1.4)
Serebellum 1(1.4)
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Glioblastom hastalarinda standart tedavi modeli tiimor rezeksiyon ve takiben
radyoterapidir (total doz 60 Gy). Buna son yillarda alkilleyici ajan temozolamid
eklenmistir. Hastanemizde Radyasyon Onkolojisi boliimii olmadigindan olgular
radyoterapi i¢in dis merkezlere yonlendirilmistir. Bu nedenle radyoterapi bilgisine
ulagilamamistir. Olgularin kemoterapi tedavisi semalari incelendiginde cerrahi tedaviye ek
olarak kemoterapi alanlarin sayist 9’ dur (%12.6). Bu 9 hastadan 2’sinin temozolamid
tedavisi aldig1 bilgisine ulasilmistir. Diger 7 hastanin hangi kemoterapotik ajan kullandig:
bilinmemektedir. Kemoterapi alan hastalarin 2’si hayattadir. Takip siireleri sirasiyla 11 ve
73 ay’dir. Temozolamid tedavisi alan 2 hastadan biri takip siiresi 11 ay olan hastadir.
Kemoterapi alan diger 7 hastanin tiimii ilk 2 yil i¢inde Olmiistiir. Sag kalim siireleri

ortalama 10.57 ay’dur.

4.2. immunohistokimyasal p53 ekspresyon sonuclari ve klinik veriler ile iliskisi

Immunohistokimyasal p53 ekspresyonu, 33 olguda (%46.5), 1(+) boyanma
(Resim 5), 14 olguda (%19.7) 2 (+) boyanma (Resim 6) izlenmis olup, 24 olgu (%33.8)
negatif (Resim 7) olarak kabul edilmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Glioblastom olgularinda immiinohistokimyasal p53 ekspresyon siddetleri

p53 ekspresyon siddeti n %
Negatif 24 33.8
1(+) 33 46.5
2(+) 14 19.7

n: olgu sayisi

Glioblastoma olgularinda immiinohistokimyasal p53 ekspresyonu yas gruplari ve
cinsiyet ile karsilastirnlmistir (Tablo 5). Olgularda 50 yasin altindaki hastalarin 8’inde
(%42.1) p53 ekspresyonu 1(+), 6’sinda (%31.6) 2(+) ekspresyon saptanmis olup 50 yas ve
tizerindeki hastalarin 27’sinde (%30.8) 1(+), 9’unda (%17.3) 2(+) ekspresyon saptanmistir.
50 yas ve lizerindeki gruptaki olgularin %30.8’inde, 50 yas altindaki olgularin %42.1’inde
p53 negatif saptanmistir. Olgularda yas artist ile p53 ekspresyon siddetinde artis izlenmis
olmasina ragmen yas gruplarina gore p53 ekspresyon derecelerinin sikligi arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p=0.31). Kadin hastalarin 7’sinde (%30.4)
p53 ekspresyonu 1(+), 7’sinde (%30.4) ise +2 saptanmustir. Erkek hastalarin ise 26’sinda
(%54.2) p53 ekspresyonu 1(+), 7’sinde (%14.6) 2(+) olarak tespit edilmistir. Erkek
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cinsiyetinde p53 ekspresyonunda minimal artig goézlense de cinsiyete gore pS3 ekspresyon

siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (p=0.125).

Tablo 5. Glioblastom olgularinda yas gruplari ve cinsiyete gére immiinohistokimyasal p53

ekspresyonu
p53 ekspresyonu P degeri
Negatif 1(+) 2(+)
Yas gruplart n % n % %
<50 yas 8 42.1 6 31.6 26.3
0.31*
>50 yas 16 30.8 27 51.9 17.3
Cinsiyet
Kadin 9 39.1 7 30.4 30.4
0.125*
Erkek 15 31.3 26 54.2 14.6

* Pearson ki-kare testi kullanilmigtir. n: olgu sayisi

Resim 5. Niikleer p53 ekspresyonu 1(+) (x200 biiyiitme)
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Resim 6. Niikleer p53 ekspresyonu 2(+) (x100 biiyiitme)

Resim 7. p53 negatifligi ( X200 biiyiitme)
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4.3. immunohistokimyasal MGMT ekspresyon sonuclari ve klinik veriler ile iligkisi

Glioblastoma olgularinda immiinohistokimyasal olarak olgularin 22’sinde (%31.0)
1(+) boyanma (Resim 8), 4’tinde (%5.6) 2(+) boyanma (Resim 9) izlenmis olup 45 olgu
(%63.4) (Resim 10) negatif olarak kabul edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Glioblastom olgularinda immiinohistokimyasal MGMT ekspresyon siddetleri

MGMT ekspresyon siddeti n (%)
Negatif 45 (63.4)
1(+) 22 (31.0)

2+ 4 (5.6)

n: olgu sayisi

Olgularin yas gruplar1 ve cinsiyetine gore MGMT ekspresyon derecelerinin
sikliklar1 karsilastirilmistir (Tablo 7). Yasi 50’nin altindaki hastalarin 6’sinda (%31.6)
MGMT ekspresyonu 1(+), 1’inde (%5.3) 2(+) ekspresyon saptanmistir. Yast 50’nin
tizerindeki hastalarin 16’sinda (%30.8) MGMT ekspresyonu 1(+) olup 3’tinde (%5.8) 2(+)
ekspresyon saptanmistir. Yas artisi ile MGMT ekspresyon derecesinde azalma goze ¢arpsa
da iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.99). Kadin
hastalarin  8’inde (%34.8) MGMT ekspresyonu 1(+), 2’sinde (%8.7) 2(+) olarak
saptanmistir. Erkek hastalarin ise 14’tinde (%66.7) MGMT ekspresyonu 1(+), 2’sinde
(%4.2) 2(+) olarak tespit edilmistir. Kadin cinsiyetinde MGMT ekspresyonunda minimal

artig gozlense de bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p=0.61).

Tablo 7. Glioblastom olgularinda yas gruplar1 ve cinsiyete gore immiinohistokimyasal

MGMT ekspresyonu
MGMT ekspresyonu P degeri
Negatif 1(+) 2(+)

Yas gruplart say1 % say1 % say1 %

<50 yas 12 63.2 6 31.6 1 5.3
>50 yas 33 63.5 16 30.8 3 5.8 0.99%

Cinsiyet

Kadin 13 56.5 8 34.8 2 8.7

Erkek 32 66.7 14 29.2 2 4.2 0.61*

*Pearson ki-kare testi kullanilmistir. n: olgu sayisi
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Resim 9. Niikleer MGMT ekspresyonu (2+) (x200 biiyiitme)
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Resim 10. MGMT negatifligi (x200 biiyiitme)

4.4. MGMT ve p53 ekspresyon diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Her iki antikora ait immunohistokimyasal ¢alisma sonuglari karsilastirildiginda pS3

negatif olan gruptakilerin %62.5’sinda MGMT negatif iken p53 1(+) ve 2(+) olanlarin
%63.8’inde MGMT negatif olarak izlenmektedir (Tablo 8). Sikliklar arasinda farklilik

goriilmesine ragmen p53 ekspresyon derecelerine gére MGMT ekspresyon dereceleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p=1.00).

Tablo 8. Glioblastom olgularinda p53 ekspresyon derecesine gére immiinohistokimyasal

olarak MGMT ekspresyon derecesinin karsilagtiriimasi

MGMT ekspresyonu (%)
p 53 ekspresyonu (%) Negatif 1(+) ve 2(+) p degeri
n % N %
Negatif 15 62.5 9 37.5 1.00*
1(+) ve 2(+) 30 63.8 17 36.2

* Yates diizeltmeli ki-kare testi kullanilmistir. n: olgu sayisi
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4.5. MGMT ve p53 ekspresyon diizeylerinin sag kalim ile iliskisi

MGMT negatif grubundaki hastalarin ortalama sagkalim siireleri 11.28 + 12.80 ay,
1(+) olan hastalarin ortalama sag kalim siireleri 8.95 +£7.79 ay, 2(+) olan hastalarin
ortalama sagkalim stireleri 11.594+5.90’dir (Tablo 9). MGMT ekspresyon dereceleri
arasinda ortalama sagkalim siireleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0.76).

Tablo 9. MGMT ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri

n Ortalama sagkalim Ortanca p degeri
MGMT ekspresyonu sliresi+ SS (ay)
Negatif 37 11.28 +12.80 8.57
1(+) 19 8.95 + 7.79 7.39 0.76*
2(+) 3 11.59 +5 .90 10.11

* Kruskal-Wallis testi n: olgu sayisi

p53 negatif grubundaki hastalarin ortalama sagkalim siireleri 7.71+6.66 ay, 1(+)
olan hastalarin ortalama sag kalim siireleri 9.49 £7.69 ay, 2(+) olan hastalarin ortalama sag
kalim stireleri 17.27+18.22 aydir (Tablo 10). p53 ekspresyon dereceleri arasinda ortalama

sagkalim siireleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.33).

Tablo 10. p53 ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri

n Ortalama sag kalim Ortanca p degeri
p53 ekspresyonu stiresi+ SS (ay)
Negatif 21 7.71+6.66 7.78
1(+) 26 9.49 +7.69 7.90 0.33*
2(+) 12 17.77+18.93 10.36

* Kruskal-Wallis testi. N: olgu sayisi
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4.6. MGMT ve p 53 ekspresyon dereceleri ile sagkalim siirelerinin korelasyonu

MGMT ve p53 ekspresyon dereceleri ile olgularin sagkalim siireleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli korelasyon saptanmamustir (Tablo 11).

Tablo 11: MGMT ve p 53 ekspresyon dereceleri ile ortalama sag kalim siirelerinin

korelasyonu

n Korelasyon katsayisi p degeri
(r)
MGMT ekspresyonu 59 0.02 0.84
p53 ekspresyonu 59 0.19 0.14

n: olgu sayisi

4.7. Hastalarin sagkalim hizlar

Yapilan Kaplan Meier analizinde 65 hastanin 3. ayda sagkalim hiz1 0.73, 6. ayda
0.63, 9.ayda 0.50, 12.ayda 0.35 olarak hesaplandi. Ortalama sagkalim siiresi 17.023 ay,

ortancas1 9.922 ay olarak hesaplandi (Sekil 3).
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Sekil 3. Sagkalimin Kaplan Meier egrisi ile gosterilmesi
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4.8. p53 ekspresyon derecelerine gore gruplarim Kaplan-Meier yontemi ile takip
siireleri ve sagkalim hizlarinin karsilastirilmasi

Immiinohistokimyasal p53 ekspresyon derecesi 1(+) olan grubun ortalama sagkalim
stireleri 24.26 ay, 2(+) olan grubun 19.10 ay‘dir (Sekil 4). p53 negatif olan grubun
ortalama sagkalim siireleri 8.00 ay olup, gruplar i¢inde en diisiikk sagkalim ortalamasina
sahiptir (Tablo 12). Ekspresyon dereceleri ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliski saptanmamustir (p=0.16)

Tablo 12. p53 ekspresyon derecelerine gore ortalama sagkalim siireleri

n 3.ay sag 6. ay sag Ortalama
p53 kalim hiz1 kalim hiz1 sag kalim p*
stiresi (ay)
Negatif 22 0.54 0.50 8.00 0,16
1(+) 30 0.80 0.66 24.26
2(+) 13 0.76 0.61 19.10

*Log Rank tesi kullanilmistir. n: olgu sayis1

1,07
o, e P53
l M so-10
'$11-50
£51-100
? 1 4— 30-1l0-censored
pD'E_ T %ll-S0-censored
'; $L51l-1l00-censored
W
80,4
2
0,27
0,0
T T T I
0,00 20,00 40,00 &0,00 80,00 100,00 120,00 140,00

sure(ay)

Sekil 4. p53 ekspresyon derecelerine gore sagkalim hizlarinin Kaplan Meier egrisi ile

karsilastirilmast
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4.9. MGMT ekspresyon derecelerine gore gruplarin Kaplan-Meier yontemi ile takip
siireleri ve sagkalim hizlarinin karsilastirilmasi

MGMT ekspresyon derecesi 1(+) olan grubun ortalama sagkalim siireleri 9,29 ay
olup, 2(+) olan grubun ortalama sag kalim siireleri 11,59°dir. MGMT negatif olan grubun
ortalama sagkalim siireleri 21,03 ay olup, diger gruplardan daha yiiksek sagkalim
ortalamasina sahiptir. Ekspresyon dereceleri ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak

anlaml iligki saptanmamistir (p=0.40) (Tablo 13) (Sekil 5).

Tablo 13. MGMT ekspresyon derecelerine gore ortalama sag kalim siireleri

n 3.ay sag 6. ay sag Ortalama
MGMT kalim hiz1 kalim hiz1 sag kalim p*
stiresi (ay)
Negatif 42 0.66 0,61 21,06 0,40
1(+) 20 0.80 0.55 9,29
2(+) 3 - 0,66 11,59

* Log Rank tesi kullanilmistir. n: olgu sayisi
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Sekil 5. MGMT ekspresyon derecelerinin sagkalim hizlarinin Kaplan Meier egrisi ile

karsilastirilmast

43



5 TARTISMA

Glioblastom en sik goriilen ve en agresif beyin timoridir. Glial kékenli timor
spektrumunun en malign iiyesi olup DSO “grade” IV tiir. Cerrahi tedavi yani sira
kemoterapi ve radyoterapideki gelismelere ragmen tedaviye oldukga direngli olup
prognozu kotiidiir. Ortalama yasam siiresi nadiren 12 ay1 bulur (2). Glioblastom
hastalarinda sagkalimin artirilmasi amaciyla yeni kemoterapétiklerin bulunmasi ve bu
ajanlarin  hangi hastalara uygulanacagi, bir¢cok arastirmanin konusu olmustur. Bu
calismalarm bir kismmin sonucu olarak 2005 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan yeni glioblastom tanis1 almig eriskin hastalara radyoterapi esliginde alkile edici
bir ajan olan temozolamid tedavisi verilmesi onerilmistir (114). Bu ¢alismada glioblastom
olgularinin tedavisinde son yillarda 6nem kazanan alkile edici ajanlarin ortaya ¢ikmasina
neden olan MGMT ekspresyonunun bizim olgularimizdaki goriilme sikliginin belirlenmesi
ve glioblastom tiimorigenezinde énemli rol oynayan p53 timor siipresor gen ekspresyonu
ile iligkisini arastirmak yani sira hastalarin sag kalimina etkileri incelenmistir.

0O6-Metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) promutajenik alkil gruplarini
guaninin O6 pozisyonundan uzaklastiran bir tamir proteinidir (7). Boylelikle hiicreleri
mutajenik ve sitotoksik alkile edici ajanlara karsi korur. MGMT inaktivasyonu akciger,
kolon ve rektum kanserlerinde gosterilmistir (115). MGMT aktivitesinin azalmast hiicreleri
alkile edici ajanlara duyarli hale getirir. Guaninin 06 pozisyonunun alkilizasyonu
temozolamid aktivitesinin temel etki mekanizmasidir. Promotdr hipermetilasyonu, bu
genin invaktivasyonuna ve MGMT protein ekspresyon kaybina yol agar (115). Promotdr
metilasyon diizeyi hastanin temozolomid tedavisine verecegi yanit ve sag kalim siiresine
dair 151k tutar (115). Burada MGMT promotér metilasyon diizeyi hangi hastalarin
kemoterapiden yarar gorecegini belirlemede yeterli mi sorusu akla gelir (116). Bu nedenle
MGMT ekspresyonunun regiilasyonunu saglayan, molekiiler yontemler ile tespit edilebilen
promotdr metilasyonu yanisira diger etmenler de arastirilmalidir. Onceki ¢alismalarda,
over kanserlerinde (117), kolorektal tiimorlerde (118) ve hepatoselliiler karsinomda (119)
MGMT downregulasyonun p53 mutasyonu ile iliskili oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada
glioblastom hastalarinda degerlendirilen mutant p53 ekspresyonu, MGMT regiilasyonuna
151k tutabilecek muhtemel adaylardan biridir.

p53 proteini, 17. kromozomun kisa kolunda yer alan (17p13) TP53 geni tarafindan

kodlanir. TP53 geni genomun gardiyan1 yakistirmasi yapilan timor supresor genidir. TP53
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geni; hiicre dongiisti, hiicrelerin DNA hasarina karst cevabi, hiicre oliimii, hiicre
diferansiyasyonu ve neovaskiilarizasyon gibi siireglerde rol oynar (87). TP53 insanlarda
goriilen kanserlerde en stk mutasyona ugrayan gendir. Glioblastom hastalarinin %40°1nda
TP53 geninde G:C-A:T tip transisyon mutasyonlar1 izlenir (23). TP53 mutasyonu
sekonder glioblastomlarin genetik bir o6zelligidir ve %65’in {izerinde gorilir (92).
Sekonder glioblastomun prekiirsér lezyonlar1 olan diffiiz astrositom ve anaplastik
astrositomlarin neredeyse tiimiinde izlenir. TP53 mutasyonlar1 primer glioblastomlarda
daha az goriiliir ve oran1 %25 civarindadir (31). Bu ¢alismada 71 glioblastom olgusunun
immiinohistokimyasal p53 ekspresyon diizeyleri degerlendirilmistir. immiinohistokimyasal
olarak kuvvetli niikleer p53 ekspresyonunun diffiiz astrositik tlimorlerde TP53
mutasyonunu yiikksek oranda gosterdigi bilinmektedir (120). Olgularin tiimiiniin
kesitlerinde prekiirsor bir lezyonu gosteren diisiik dereceli alanlar izlenmedigi gibi bilinen
bir glial tiimdr hikayesi ve bilgisi yoktur. Timi de novo glioblastom seklinde prezente
olmustur. Bu verilere ragmen ¢alismamizda immunohistokimyasal p53 ekspresyonu
(%66.2) literatiire gore daha yiiksek bulunmustur. Glioblastomlarda p53 mutasyonun
prognostik degeri yeterince agiklia kavusmamistir. Bazi arastirmacilara gore p53
mutasyonunun prognostik bir degeri yoktur (108). Literatiirde baz1 ¢aligmalarda “wild” tip
p53 pozitifligi gosteren tiimor hiicreleri kemoterapiye daha duyarli bulunmustur (121,
122). Bizim c¢aligmamizda genetik analiz yapilmadigindan olgularimizin wild-tip p53
ekspresyon diizeyleri saptanamamugtir.

Calismamizda 71 glioblastom olgusunda immiinohistokimyasal MGMT ekspresyon
diizeyleri degerlendirilmistir. Olgularin 45’inde (%63,4) MGMT negatif bulunurken, 22
hastada (%31.0) 1(+), 4 hastada (%5.6) 2(+) izlenmistir. Bu sonuglar literatiirdeki benzer
calismalardaki MGMT ekspresyon oranlari ile uyumludur (8, 9, 10, 99, 108). Ayrica
literatlirde p53 ve MGMT diizeylerini karsilastiran bir¢ok arastirma vardir (8, 9, 10, 99,
108, 123, 124). Lotfi ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada p53 pozitif olan hastalarin
%84,6’sinda MGMT negatifken, p53 negatif olan hastalarin % 54,1’inde MGMT negatiftir
(99). Bu calismada p53 ekspresyon diizeyi arttikgca, MGMT ekspresyon diizeyinin distiigi
goriilmektedir (99). Mutant pS3 ve MGMT ekspresyon diizeyleri arasinda negatif bir
korelasyon vardir (p<0.05) (99). Literatirde MGMT ve p53 ekspresyon diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon saptayan calismalar da mevcuttur (123,124). Ancak hangi protein
diizeyinin digerini regiile ettigi tam ac¢ikliga kavusmamistir. Bir hipoteze gére DNA
hasarinin indiikledigi MGMT ekspresyonu ancak wild-tip p53 eksprese eden hiicrelerde
mimkiindiir (123). Diger goriise gore diisiik diizeyde MGMT eksprese eden hiicrelerde,
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ozellikle G:C-A:T transisyon mutasyonlar1 olmak iizere, p53 mutasyonlari1 birikmektedir
(125). Calismalarin bir kisminda glioblastom hiicrelerinde “wild” tip p53 ekspresyon
artisinin MGMT ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (103, 126). Bu ¢alismalarda otorler
glioblastom olusumunun erken evresinde “wild” tip p53 ekspresyon artisi, MGMT
downregiilasyonuna yol agtigini 6ne siirmektedir (103, 126). Ayrica glioblastomun
progresyonu ilerledikge promotor metilasyonunun MGMT ekspresyonunu daha da azalttig
distiniilmektedir (127, 128). MGMT downregiilasyonu ise dereceli olarak p53
mutasyonuna yol agmaktadir (127, 128). Aymi c¢alismalarin sonuglarina gore promotor
metilasyonu irreversible oldugundan hiicrede bir noktadan sonra “wild” tip p53 proteinin
downregiilasyonun, MGMT ekspresyonunu upregiile etmesi miimkiin olmamaktadir ve
promotér metilasyonu izlenen tiimér 6rneklerinin birgogunda mutant p53 izlenmektedir.
Ancak hiicre kiiltiirinde “wild” tip p53 proteinin indiikklenmesi MGMT ekspresyon
diizeyini azaltmaktadir (128). Bizde calismamizda yukarida verilen bilgiler 1s18inda
olgularmizda izlenen immiinohistokimyasal mutant p53 ekspresyonu ile MGMT
ekspresyon diizeylerini karsilastirdik. Literatiir ile uyumlu olarak olgulardan, p53 pozitif
olan gruptakilerin %63.8’1 MGMT negatif iken; p53 ekspresyonu negatif olanlarin %62.5’i
MGMT negatiftir. Ancak p53 ve MGMT ekspresyon diizeyleri arasinda negatif bir
korelasyon goriilmesine ragmen p53 ve MGMT ekspresyon dereceleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki saptanmamistir (p=1.00).

Calismamizda ayrica MGMT ve mutant p53 ekspresyon diizeylerinin hastalarin yas
ve cinsiyetleri ile iliskisinin olup olmadigina bakilmistir. Mutant p53 ekspresyon diizeyi 50
yasin lizerindeki kadinlarda daha yiiksek bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p>00,5). Yine MGMT ekspresyon diizeyi ile yas ve cinsiyet arasinda
anlamli bir iligki izlenmemistir (p>0,05). Rolhion ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise geng
hastalarda ve erkek hastalarda MGMT ekspresyon seviyesinin daha yiliksek oldugu
bulunmustur (6). Yine ayni caligmada p53 ekspresyon diizeyi ile yas veya cinsiyet arasinda
anlamli bir iligki saptanmamastir (6).

Calismamiz sirasinda olgularin 65’inin sagkalim bilgilerine ulagilmis olup 59
hastanin (%83.1) exitus oldugu ve 6 olgunun (%8.5) yasadig1 tespit edilmistir. Olgularin
59’nun ortalama sagkalim siireleri hesaplanmistir. Buna gore Kaplan-Meier yontemine
gore hastalarin ortalama sagkalim siireleri 17.023 ay, ortancast 9.922 ay olarak
hesaplanmustir.

Calismamizda Kaplan-Meier yontemine gore MGMT ekspresyon derecesi 1(+)

olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 9.29 ay MGMT ekspresyon derecesi 2(+)
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hastalarin ortalama sagkalim siiresi ise 11.59 ay olarak bulunmustur. MGMT negatif olan
hastalarin sag kalimi 21.03 aydir. MGMT ekspresyon diizeyi azaldik¢a sagkalimda artis
gozlenmektedir. MGMT ekspresyon dereceleri arasinda ortalama sagkalim siireleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.40). Literatiirdeki
calismalara gore MGMT ekspresyon diizeyinin azalmasiyla sagkalim artmaktadir (108,
129). Bizim ¢alismamizdaki MGMT negatifligi izlenen hastalardaki sagkalim artis egilimi
literatiirdeki benzer ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Calismamizda Kaplan-Meier yontemine gore p53 ekspresyon derecesi 1(+) olan
hastalarin ortalama sagkalim siiresi 24.26 ay, p53 ekspresyon derecesi 2(+) hastalarin
ortalama sagkalim siiresi ise 19.10 ay olarak bulunmustur. p53 negatif olan hastalarin
sagkalimi 8.00 aydir. Olgularimizda mutant p53 ekspresyon diizeyi azaldik¢a sagkalimda
azalma gozlenmekle birlikte pS3 ekspresyon dereceleri arasinda ortalama sagkalim siireleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.60). Literatiirdeki
caligmalarda p53 mutasyonun sagkalima etkisi hakkinda fikir birligi yoktur. Bu konudaki
yaygin kanaat p53 ekspresyon diizeyi ile sagkalim arasinda iligski olmadig1 yoniindedir (6,
10, 31, 108).

Bu calismada literatiir ile uyumlu olarak glioblastomlarda p53 ekspresyonu yiiksek
olan olgularin yaklasik 2/3’tinde MGMT ekspresyonu diisik bulunmustur. Dolayisiyla
calismamiz bu konuda literatiire katkida bulunmustur. Ayrica her iki protein
ekspresyonunun sagkalim ile iligkisi Kaplan-Meier yontemi ile karsilagtirilmig olup
ekspresyon dereceleri ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

saptanmamistir.
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6.SONUC

Son yillarda kanserin genetik ve ayni zamanda epigenetik bir hastalik oldugu
anlasilmistir. Insan vucudunun en agresif malign tiimérlerinden biri olan glioblastomun,
cerrahi tedavi yanisira kemoterapi ve radyoterapi alanlarindaki gelismelere ragmen
prognozu kotiidiir. Bu nedenle de bu tiimoriin karsinogenezis basamaklari ve bu
basamaklarda rol alan proteinlerin belirlenmesi terapotik tedavi agisindan onemlidir. Bu
calismada glioblastom karsinogenezinde rol oynayan p53 protein ekspresyonu ve tedavide
alkilleyici ajanlarin kullanilmasinin 6niinii agarak sagkalimin artmasina katkida bulunan
MGMT ekspresyon kaybi degerlendirildi. Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak p53 ve
MGMT ekspresyonlar1 arasinda negatif bir korelasyon bulduk. Diger ¢aligmalarda oldugu
gibi p53 mutant hiicrelerde MGMT ekspresyonunun diisiik oldugu saptanmistir. Ancak
calismamizda kisith sayida olgu olmasi nedeniyle bu iki protein ekspresyonu ve sagkalim
oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski bulunmamustir.

Ayrica calismamiz bu iki proteinin immiinohistokimyasal paternlerinin
degerlendirilmesi ile sinirli kalmistir. Genetik analiz yapilamadigindan iki proteinden
hangisinin digerinin regiilatorii oldugu saptanamamustir. Bir diger kisitlamada hastalarin
cogunda tedavi semalarina ulasilamamis olup kemoterapi etkinligi ile bu proteinlerin
ekspresyon paternleri arasindaki iligkinin arastirilamamis olmasidir. Bu nedenle tedavi
protokolleri ve asamalari bilinen daha fazla olgu iizerinde immiinohistokimyasal ve genetik

analiz birlikte yapilarak planlanacak gelecek ¢alismalara gerek duyulmaktadir.
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7. OZET

Bu caligmada primer beyin tiimdrleri arasinda en sik goriilen ve en agresif timor
olan glioblastom olgularinin tedavisinde son yillarda 6nem kazanan alkile edici ajanlarin
ortaya ¢ikmasina neden olan MGMT ekspresyonunun bizim olgularimizdaki goriilme
sikliginin belirlenmesi, glioblastom tiimdrigenezinde diger bir énemli rol oynayan p53
timor slipresor gen ekspresyonu ile iligkisini aragtirmak yani sira hastalarin sagkalimina
etkilerini degerlendirip literatiire katkida bulunmay1 amagladik.

Bu c¢alismada 1995-2015 yillar1 arasinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi,
Patoloji Anabilim Dali’nda glioblastom tanisi almig 71 olgunun parafin bloklarindan
hazirlanacak kesitlerine immiinohistokimyasal olarak p53 ve MGMT antikorlari
uygulanmistir. Klinik, histopatolojik, immiinohistokimyasal bulgular ile prognostik
parametreler istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Immiinohistokimyasal olarak her iki antikor i¢in niikleer boyanma anlamli kabul
edilmistir. Boyanan her kesit 151k mikroskobunda incelenerek her iki antikor i¢inde niikleer
boyanmanin en yiikksek oldugu alan seg¢ilmistir. MGMT ve p53 i¢in 1000 tiimor hiicresi
sayilarak; niikleer boyanma gosteren tiimor hiicrelerinin sayilan 1000 tiimor hiicresine
orani hesaplanarak boyanma indeksleri ylizde olarak saptanmistir. p5S3 icin ara degerler
%10 ve %50 olarak belirlenip boyanma indeksi %10’un altinda ise negatif, %10-50
arasinda ise 1(+), %50-100 arasinda ise 2(+) olarak smiflandirilmistir. MGMT ig¢in de ayni1
sekilde ara degerler %10 ve %50 olarak belirlenmistir. Boyanma indeksi %10’un altinda
ise negatif, %10-50 arasinda ise 1(+), %50 nin iizerinde ise 2(+) olarak siniflandirilmistir.

Bu ¢aligmada olgularda mutant p53 ekspresyonu ile MGMT ekspresyon diizeyleri
immiinohistokimyasal olarak karsilastirilmistir. p53 negatif olan gruptakilerin %62.5’sinda
MGMT negatif iken p53 pozitif olanlarin %63.8’inde MGMT negatif olarak izlenmektedir.
p53 ve MGMT ekspresyon diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon goriilmesine ragmen
pS3 ve MGMT ekspresyon dereceleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (p=1.00).

Hastalarin MGMT ve p53 ekspresyon diizeylerine gore sagkalim siireleri Kaplan-
Meier yéntemine gore karsilastirilmistitr. immiinohistokimyasal p53 ekspresyon derecesi
1(+) olan grubun ortalama sagkalim siireleri 24.26 ay, 2(+) olan grubun 19.10 ay‘dir. p53

negatif olan grubun ortalama sagkalim siireleri 8.00 ay olup, gruplar iginde en diisiik
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sagkalim ortalamasina sahiptir. Ekspresyon dereceleri ile sagkalim arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki saptanmamistir (p=0.16)

MGMT ekspresyon derecesi 1(+) olan grubun ortalama sagkalim siireleri 9,29 ay
olup, 2(+) olan grubun ortalama sagkalim siireleri 11,59 ‘dir. MGMT negatif olan grubun
ortalama sagkalim siiresleri 21,03 ay olup, diger gruplardan daha yiiksek sagkalim
ortalamasina sahiptir. Ancak ekspresyon dereceleri ile sagkalim arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmamaistir (p=0.40).

Prognozu oldukc¢a kotii olan glioblastom hastalarinda sagkalim artis1 saglayan
temozolamid tedavisinin hangi hastalara verileceginin belirlenmesinde MGMT protein
ekspresyon diizeyi 6nem tasir. Ciinkii MGMT ekspresyon kaybinin (MGMT promotor
metilasyonu), alkilleyici kemoterapdtiklere yaniti artirdigi bilinmektedir. p53  tiimor
stipresor geni mutasyonu, MGMT proteini sentezi regiilasyonunda dnemli bir yere sahiptir.
Bizim ¢alismamizda bulgular, bu iliskiyi destekler niteliktedir. Ancak kisitli sayida olgu
olmasi nedeniyle bu iki protein ekspresyonu ve sagkalim oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli iliski bulunmamustir. Tedavi protokolleri ve asamalar1 bilinen daha fazla
olgu iizerinde immiinohistokimyasal ve genetik analiz birlikte yapilarak planlanacak

gelecek galismalara gerek duyulmaktadir.
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8.SUMMARY

Glioblastoma is the most common and the most malignant primary tumor of the
brain. O°-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT) gene has been shown to be
associated with improved outcome in glioblastoma and may be a predictive marker of
sensitivity to alkylating agents. The aim of this study was to evaluate the correlation and
prognostic significance of MGMT and p53 protein expression in patients with

glioblastoma.

Seventy-one patients, who were diagnosed with glioblastoma between the years
1995-2015 in the Pathology Department of Bagkent University Faculty of Medicine were
selected for the study. Paraffin embedded tumor tissues were immunohistochemically
evaluated with monoclonal antibodies for MGMT and p53 protein. The correlation

between the exprresion of MGMT and p53 protein and the survival was also examined.

Only nuclear staining was considered positive for both antibodies.
Immunoreacitivity was quantified by counting the stained nuclei expressed as a percentage
of the positive cells. The immunoreactivity of the MGMT and the p53 protein was
evaluated by estimating the fraction of positive cells, and a level of less than 10 % was
regarded as negative, between %10 and % 50 as 1(+) and more than %50 as 2(+).

In this study, the expression of MGMT and p53 was examined to eluciate the
relationship between their immunostaining intensity. MGMT immunuhistochemistry was
negative in 15 (%62,5) patients of p53 immunuhistochemistry negative group and in 30
(%63,8) p53 immunuhistochemistry positive group. There is no statistically significant
correlation between MGMT and p53 expression. (p=1.00)

We analysed the overall survival according to MGMT and p53 expression levels
with Kaplan-Meier analysis. Mean survival time of group with p53 immunohistochemical
expression level 1(+) is 24.26 months and group with 2(+) expression is 19.10 months. The
mean survival time of p53 negative group is 8.00 months and this group has the lowest
survival time among the other ones. There is no statistically significant relation between

p53 expression levels and survival (p=0.16)

Mean survival time of group with MGMT immunohistochemical expression level

1(+) is 9.29 months and group with 2(+) expression is 11.59 months. The mean survival
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time of MGMT negative group is 21.03 months and this group has the highest survival
time among the other ones. There is no statistically significant relation between MGMT

expression levels and survival (p=0.40).

Since MGMT promoter methylation is a strong predictive marker for the response
to alkylating chemotherapy agents, MGMT protein expression level is important for
determining the patient who will get the temozolamide therapy that promotes the overall
survival of the glioblastoma patients with poor prognosis. The mutation of p53 tumor
supressor gene has an important role in the regulation of MGMT protein synthesis. The
findings of our study support this relationship. However, because of the limited number of
the cases, no statistically significant correlation between MGMT and p53 expression and
the survival ratio was observed in our study. More cases with well known treatment
protocoles should be enrolled to further studies which will be designed by

immunohistochemical and genetic analysis.
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Ek 1. Olgularin Klinikopatolojik Tanimlayic1 Verileri

Olgu Cinsiyet Yas (y1l) | Sag Canl/ Lokalizasyon p53* | MGMT** | Histopatojik tan Tedavi sekli
(kadin/erkek) kalim(ay) | EKksitus
1 K 70 4.06 E sag parietal 1+ 1+ GBM yok
2 K 69 1.03 E sag frontal 2+ - GBM yok
3 E 43 7.83 E sol temporal 1+ - GBM yok
4 K 58 10.8 E sag oksipital 1+ - GBM yok
5 E 72 2.2 E sol parietal 1+ - GBM yok
6 K 69 60.03 E sag temporal 2+ - GBM yok
7 E 77 9.76 E sol temporal 2+ 1+ GBM yok
8 E 40 14.33 E sag parietal - - GBM yok
9 K 40 28.06 E sag temporal 2+ - GBM yok
10 E 63 12.76 E sol oksipital 1+ - GBM yok
11 E 58 12.2 E sag temporal 1+ - Dev hiicreli GBM kt
12 E 66 2.76 E sol temporal - - GBM yok
13 K 21 30.83 E frontal 2+ - GBM yok
14 E 54 6.6 E sag frontal 1+ 2+ GBM yok
15 K 82 2.13 E sag temporal - - GBM yok
16 K 25 - - sol talamus - - GBM yok
17 K 61 4.16 E sag parietal 1+ 1+ GBM yok
18 K 72 7.93 E sag parietal 1+ 1+ GBM yok
19 E 51 26.06 E sag temporal 1+ - GBM yok
20 K 29 2.00 E sol parietal - 1+ GBM yok
21 K 57 3.03 E sol frontal 1+ - GBM yok
22 E 1 - - sol parietal - 2+ GBM yok
23 E 61 1.53 E sol temporal - - GBM

yok
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24

42

sol frontal

1+

1+

GBM-O

E c yok
25 K 48 19.1 E sol temporal - 1+ GBM yok
26 E 38 16.6 E sag parietal 1+ - GBM yok
27 E 62 0.56 E beyin - 1+ GBM yok
28 E 51 11.26 E sol frontal - - GBM kt
29 E 60 - - sol frontal 1+ 1+ GBM yok
30 K 67 0.56 E sag parietal - - GBM yok
31 E 73 7.16 E sol parietal 1+ 1+ GBM yok
32 E 53 - C sol temporal - - GBM yok
33 E 69 - - sol oksipital 1+ 1+ GBM yok
34 E 59 9.9 E sag temporal 1+ - GBM yok
35 E 62 2.33 E Sag temporal 1+ - GBM yok
36 K 92 0.86 E sag ventrikiil - - GBM yok
37 E 69 0.6 E sol frontal - 1+ GBM yok
38 E 38 18.2 E oksipital - - GBM yok
39 E 49 10.9 E sag parietal - 1+ GBM yok
40 K 55 14.76 E parietal - - GBM kt
41 E 58 1.76 E sag parietal - - GBM yok
42 E 35 - - sol temporal 2+ - GBM yok
43 E 36 9.9 E sag temporal - - GBM yok
44 E 71 0.4 E sag parietal - - GBM yok
45 E 62 10.33 E Sol parietal 1+ 1+ GBM yok
46 K 78 10.13 E sag parietal - 2+ GBM yok
47 E 45 11.00 E sag frontal 2+ - GBM yok
48 E 54 13.96 E sag parietal - 1+ GBM

yok
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49 E 63 0.96 E temporal 1+ - GBM yok
50 E 54 39.00 E sol frontal 2+ - GBM yok
51 K 56 16.93 E sag frontal - - GBM yok
52 E 57 1.86 E sol frontal 1+ - GBM yok
53 E 65 33.13 E sag temporal 1+ 1+ GBM yok
54 E 59 8.56 E sag temporal 1+ - GBM kt
55 K 77 5.93 E sag frontal 2+ 1+ GBM yok
56 E 66 - - sag parietal 1+ - GBM yok
57 K 53 34 E sol temporal 1+ 1+ GBM yok
58 K 55 18.06 E sol oksipital 1+ 2+ GBM-0O yok
59 E 34 7.43 E sag temporal 1+ 1+ GBM yok
60 E 53 - C sol parietal 1+ - GBM kt
61 E 61 3.23 E korpus kallozum - 1+ GBM yok
62 E 60 1.7 E sol parietal 1+ - GBM yok
63 K 73 6.1 E sol temporal 2+ 1+ GBM yok
64 E 48 - Cc sag frontal 1+ - GBM-O yok
65 E 65 12.46 E sag temporal 1+ 1+ GBM yok
66 E 41 15.2 E sag frontal 1+ 1+ GBM kt
67 E 43 3.1 E 3.ventrikiil i¢i 2+ - GBM yok
68 K 50 - C sol parietal 2+ - GBM temo
69 E 75 1.3 E serebellum 2+ - GBM-O kt
70 E 64 - C sag temporal 1+ - GBM yok
71 E 69 14.13 E sol parietal 2+ - GBM temo

*p53ekspresyon derecelendirmesi : (-) negatif ; %0-10 oraninda ekspresyon, 1+; %10-50, 2+; %51-100, **MGMT: (-) negatif ; %0-10, 1+;
%10-50, 2+; %51-100, GBM: Glioblastoma, GBM-O; Oligodendroglial komponent i¢eren glioblastom



