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KISALTMALAR

AOA: Anaplastik oligoastrositom

AOD: Anaplastik oligodendrogliom

ATRX: X’e bagl alfa talasemi ve mental gerilik (alpha thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked)

CEP: Sentromerik numaralandirma probu

DAPI: 4’-6-diamidino-2-fenilindol

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

FISH: Floresans in situ hibridizasyon

GBM: Glioblastom

IDH: insan sitozolik NADPH bagimli izositrat dehidrogenaz

NOS: Tanimlanmamis (not otherwise specified)

OA: Oligoastrositom

OD: Oligodendrogliom

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (polimerase chain reaction)

PDFGRA: Trombosit tlirevi biiylime faktorii reseptorii alfa (platelet derived growth factor
receptor alpha)

SSS: Santral sinir sistemi

SSST: Santral sinir sistemi timorleri
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OZET

DIFUZ GLIAL TUMORLERDE HAARLEM ENTEGRE TANI SiISTEMININ
UYGULANABILIRLIiGi VE PDGFR-a AMPLIiFIKASYONUNUN NUKS VE
PROGNOZ BELIRTECIi OLARAK YERI

Amac: Glial tiimorlerde genetik incelemeler 6nemli yer tutmaktadir. Genetik degisikliklerin
1s18inda taniya ulasmak ve prognoz hakkinda bilgi verebilmek, hastanin fayda gorebilecegi
tedavi planlarin1 segmek i¢in ¢ok dnemlidir.

Calismamizda 2016 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) éncesi oligodendrogliom, astrositom ve
oligoastrositom tanist almis olgularin tanimlanan histogenetik Ozellikleri ile tekrar
degerlendirilerek yeni DSO smiflamasina gore kategorize etmek amaglanmistir. Ayrica bu
genetik 6zelliklerin morfoloji ile ne derece uyumlu oldugu, tanisal degeri ve prognostik olup

olmadigi da degerlendirilmek istenmistir.

Materyal ve metod: Calismaya alinan histopatolojik olarak derece II ve derece III

oligodendrogliom (OD), astrositom (A) ve oligoastrositom (OA) tanili 60 vakada giincel
siniflamanin ~ Onerdigi molekiiler  degisikliklerin ~ durumu  degerlendirilmistir.
Immiinohistokimyasal olarak IDH1 (R132H), ATRX, p53 ve Ki-67 antikorlar1 uygulanmustir.
IDH1 ekspresyonu saptanmayan ve kontrol amagh bazi pozitif vakalara Sanger sekans DNA
dizi analizi uygulanmistir. Sanger sekans analizi ile de mutasyon saptanmayan 2 vakaya Yeni
nesil sekanslama yapilmistir. Floresans in situ hibridizasyon (FISH) yontemiyle 1p/19q
durumu ve PDGFR-0/CEP4 amplifikasyonu degerlendirilmistir. Mevcut molekiiler
degisikliklerin diagnostik, prognostik ve prediktif degerleri arastirildi. Bulgularin istatistiksel

analizinde, gereksinime gore secilen testler igin SPSS 21.0 istatistik paket programi kullanildi.

Bulgular: Degerlendirilen 60 olgudan histopatolojik olarak 19’u oligodendrogliom (OD)
(%31.6), 10’u anaplastik oligodendrogliom (AOD) (%16.6), 19°u oligoastrositom (OA)
(%31.6), 8’1 anaplastik oligoastrositom (AOA) (%13.3), 2’si astrositom (A) (%3 ), 2’si
anaplastik astrositom (AA) (%3) taniliydi. Uygulanan molekiiler ¢alismalar sonucu vakalarin
28’inde (%46.6) tan1 tamamen degistirildi. OD/AOD tanili vakalarin 2’sinde (%6.8) ve
OA/AOA tanili vakalarim 26’sinda (%96.2) tan1 tamamen degisti ve vakalar yeniden
siniflandirildi. A/AA tanili vakalarda (4 vaka) tanilarda degisiklik yapilmadi. 60 vaka

icerisinde sadece 1 vaka AOA tanisinda birakildi.



IDH1 ekspresyonu saptanamayan vakalarda Sanger sekans analizi ile IDH1 veya IDH2
mutasyonu saptandi. Immiinohistokimyasal olarak uygulanan IDH1 (R132H) primer
antikorunun sanildigi  kadar spesifik olmadigi sonucuna varildi. IDH mutasyonu
saptanamayan sadece 3 vaka mevcuttu.

1p/19q kaybi oligodendroglial histopatolojik tanili vakalarda, ATRX mutasyonu ve p53
ekspresyonu astrositik histopatolojik tanili vakalarda saptandi.

PDGFR-o/CEP4 amplifikasyonu vakalarin higbirinde saptanmadi. Vakalarin 13’{inde
polizomi saptandi. Bu vakalar astrositik tiimorler ve yiiksek dereceli astrositomlardi.

IDH mutasyonu ve 1p/19q kaybinin daha uzun sagkalimla iliskisi saptandi.

Sonug: 2014 Haarlem ve 2016 DSO Santral Sinir Sistemi (SSST) siniflamasi ile dnerilen
genetik degisiklikler yardimiyla ara derecedeki (derece II ve derece III) glial tiimorlerin daha
dogru smiflanabilecegi anlasildi. Genetik degisikliklerin diagnostik katkilarinin yanisira

prognostik ve prediktif etkileri de saptanmaktadir.

Anahtar_kelimeler: Derece II-III glial tiimdr, DSO 2016 SSST smiflamasi, genetik
degisiklikler
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ABSTRACT

Objectives: Genetic studies have an important role in glial tumors. It is very important to get
diagnosis in the light of genetic changes and to give information about the prognosis in order
to choose the treatment plans that the patient can benefit.

We aimed to categorize the cases according to the new WHO classification by reconsidering
the histologic features of oligodendrogliomas, astrocytomas and oligoastrocytomas. It is also
intended to evaluate how well these genetic features are compatible with morphology,
diagnostic value, and whether they are prognostic.

Materials and methods: The status of molecular changes proposed by current classifications

in 60 cases diagnosed with histologically grade Il and grade Il oligodendroglioma,
astrocytoma and oligoastrocytoma were evaluated. Immunohistochemically, IDH1 (R132H),
ATRX, p53 and Ki-67 antibodies were applied. Some positive cases of Sanger sequence DNA
analysis with no IDH1 expression and for control purposes were performed. A new generation
sequencing was used to generate of 2 cases with no mutation with Sanger sequence analysis.
The 1p / 19q status and PDGFR-a / CEP4 amplification were evaluated by FISH. Diagnostic,
prognostic and predictive values of the present molecular changes were investigated. In the
statistical analysis of the findings, the SPSS 21.0 statistical package program was used for the

tests selected according to the requirements.

Results: Histopathologically, there were 19 OD (31.6%), 10 AOD (16.6%), 19 OA (31.6%),
8 AOA (13.3%), 2 (3% ), 2 of them were AA (3%). In the molecular studies performed 28
(46.6%) of the end-cases were diagnosed completely. 2 of the cases with OD / AOD (6.8%)
and 26 of cases with OA / AOA (96.2%) changed completely and the cases were reclassified.
There were no changes in the diagnoses in A / AA cases (4 cases). Only 1 case was left in the
same diagnosis AOA in 60 cases.

IDH1 or IDH2 mutation was detected by Sanger sequence analysis in cases where IDH1
expression could not be detected. It was concluded that the immunohistochemically applied
IDH1 (R132H) primer antibody is not as specific as expected. There were only 3 cases with
no IDH mutation.

At 1p / 199 loss oligodendroglial histopathologically diagnosed cases, ATRX mutation and
p53 expression were detected in astrocytic histopathologically diagnosed cases.

PDGFR-a / CEP4 amplification was not detected in any of the cases. Polisomia was detected

in 13 of the cases. These cases were astrocytic tumors and high grade astrocytomas.
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The association of IDH mutation and 1p / 199 loss with longer survival was detected.

Conclusion: With the help of genetic changes suggested by 2014 Haarlem and 2016 WHST
SSST classification, it was understood that intermediate grade (grade Il and grade Il1) glial
tumors could be classified more accurately. In addition to the diagnostic contributions of
genetic alterations, prognostic and predictive effects are also identified.

Key words: Grade II-111 glial tumor, WHO 2016 central nervous system classification,
genetic changes
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1.GIRIS

Glial tiimorler en sik goriilen primer beyin tiimorleridir. Merkezi sinir sisteminin difiiz
glial timérleri Diinya Saglik Orgiitii’'nce (DSO) histolojik goriiniimlerine gére astrositom,
oligodendrogliom ve mikst oligoastrositom olarak siniflandirilmaktadir (1). DSO tarafindan
2016’da genetik temellere dayanan yeni bir siniflama yayimlanmistir. Genetik degisikliklerden
1p/19q ve IDH durumuna gore siiflama; difiiz astrositom (A)- IDH mutant, difiiz astrositom-
IDH mutant olmayan, difiiz astrositom-NOS, anaplastik astrositom (AA)-IDH mutant,
anaplastik astrositom- IDH mutant olmayan, anaplastik astrositom-NOS, oligodendrogliom
(OD)-IDH mutant ve 1p/19q kayipli, oligodendrogliom-NOS, anaplastik oligodendrogliom
(AOD)-IDH mutant ve 1p/19q kayipli, anaplastik oligodendrogliom-NOS, oligoastrositom
(OA), anaplastik oligoastrositom (AOA) seklindedir.

OD’ler glial timorlerin %5-6’sin1, tiim beyin tiimorlerinin %2.5’ini olusturmaktadir.
DSO smiflamasina gore oligodendroglial tiimdrler oligodendrogliom, anaplastik
oligodendrogliom, oligoastrositom, anaplastik oligoastrositom gruplarina ayrilmistir (2).
Tanimmasindaki giigliikkler géz oniinde bulundurularak, glial timoérlerin yaklasik %30’unda
oligodendroglial komponentin bulunabilecegi belirtilmektedir (1).

Agirlikli olarak histomorfolojik 6zelliklere gore yapilan bu siniflandirmanin yani sira
molekiiler sitogenetik incelemelerle de bu tiimérlerin tanisina ve prognozunun tahminine
katki saglayacak sonuglara ulasilmigtir. Tiimor hiicrelerindeki 1. kromozom kisa koluna (1p)
ve 19. kromozom uzun koluna (19q) yonelik ¢alismalar, bu tiimdrlerde oligodendroglial
fenotipin 1p kayb ile iligkili oldugunu ve Ip’nin allelik kayiplarinin kemoterapiye olumlu
yanit i¢in gii¢lii bir prediktif bulgu oldugunu gostermektedir (3). 1p ve 19q’nun kombine
kaybinin, klasik oligodendrogliom morfolojisi ve daha iyi prognoz ile yakin iligski gosterdigi
saptanmigtir. Cogu merkezde rutin olarak uygulanmaya baslanmis ve 2016 DSO
siniflandirmasinda tani kriterleri arasinda yerini almistir (3).

Glial timorlerde IDH1 geninde (insan sitozolik NADPH bagimli izositrat dehidrogenaz
1) 132. kodon nokta mutasyonlar1 goriilebilmektedir. En sik goriilen mutasyonu R132H’dir ve
bu mutasyonun {riinii IDH1 proteini immiinohistokimyasal olarak gosterilebilmektedir. Bu
immiinohistokimyasal belirteg; DSO derece II ve III glial tiimérler ile sekonder
glioblastomlarda (GBM) yiiksek oranda pozitif reaksiyon vermekte olup tani algoritmasinda
da yer almaktadir (4). Daha nadir goriilen diger IDH mutasyonu IDH2 olup heniiz
immiinohistokimya i¢in ticari primer antikoru bulunmayan, DNA dizi analizi ile gésterilebilen

bir diger IDH izoformudur. En sik goriilen mutasyonu R172W’dur (5).



Astrositomlar glial tiimorlerin %10-11’ini olusturmakta olup derece II difiiz astrositom,
derece 111 anaplastik astrositom ve derece IV glioblastom (GBM) olarak isimlendirilmektedir.
GBM primer malign beyin tiimorlerinin %45-50’sini olusturmakta olup yetigkinlerde en sik
goriilen malign beyin tiimoridiir (6). Yeni siniflandirmayla derece IlI-I1I astrositik tiimorleri
OD’den ayiran genetik degisikliklerin p5S3 ve ATRX mutasyonlarinin oldugu bilinmektedir
(6). p53 mutasyonu astrositomlarin tiim derecelerinde %30-50 civarlarinda saptanmistir (7).
Alfa-talasemi mental retardasyon sendrom X geni (ATRX) kromozom Xq21.1’de yerlesimli
olup H3.3-ATRX-DAXX kromatin yeniden diizenleyici yolagina ait bir proteini
kodlamaktadir (8). ATRX mutasyonu 2016 DSO smiflamasindaki tanisal olan molekiiler
degisiklikler arasinda olmamakla beraber, gliomlarin ayirici tanisinda kullanilan faydali bir
belirtectir. Siklikla IDH mutasyonu ile beraber bulunmasi ve 1p/19q kaybi ile birbirlerini
dislamalar1 tanit i¢in ¢ok yardimcidir. Ancak prognozu belirlemede diger molekiiler
belirteclerden bagimsiz bir rolii olup olmadigi heniiz net degildir (9).

Ozellikle astrositik yiiksek dereceli glial tiimdrlerin (derece I11-1V) patogenezinde rol
aldig1 disiiniilen trombositten tiiremis biliyiime faktorii reseptorii (platelet derived growth
factor receptor - PDGFR) asir1 aktivitesi klinik uygulamalara yon verebilmesiyle dikkat ¢eken
bir diger inceleme alanidir. PDGFR yolaginda asir1 aktivite saptanmasinin heniiz glial
timorlerde genel kabul gormiis bir prediktif degeri bulunmasa da, bu genetik degisiklik
tanisal ve prognostik agidan biiyiik 6nem tasimaktadir (10).

Oligoastrositik tiimorler; 2016 DSO smiflandirmasinda  ¢ok tartismali  olarak
birakilmistir. Birgok arastirict var olmadiklarmi diisiinmektedir. DSO 2016 siniflamasini
yazan arastiricilardan bir bolimii siniflamadan heniiz ¢ikarilmamasini desteklediginden
simiflamada birakilmistir. Ancak ¢ok kiicliik bir grubu temsil etmektedir. Tim beyin
timorlerinin - %0.9’unu, primer beyin tiimorlerinin ise %3.3’linii  olusturmaktadirlar.
Oligodendroglial ve astrositik genetik degisikliklerin bir arada goriildiigli vakalarda tani

oligoastrositom olmaktadir (6).



2.AMAC

Glial tiimorlerde genetik incelemeler dnemli yer tutmaktadir. Genetik degisikliklerin
1s1¢inda tantya ulagmak ve prognoz hakkinda bilgi verebilmek, hastanin fayda gorebilecegi
tedavi planlarin1 segmek i¢in ¢ok dnemlidir.

Calismamizda patologlar aras1 tan1 uyumsuzluklar1 yasanan ara derece (DSO derece 11-
IIT) diftiz infiltratif glial timdorlerde, ayiric1 tanida kullanilabilecek, taniyr netlestirmeye
yardimc1 olabilecegi diisiiniilen, rutin uygulamalar ve tani1 kriterleri arasinda yerini almis olan
1p/19q kombine kayb1 ve IDH1 ekspresyon durumlari iizerinde durulmustur. Bunlarin yani
sira genellikle 1p/19q kaybi veya IDH1 mutasyonu ile birlikte gézlenmeyen, tersine daha ¢ok
yiiksek dereceli, astrositik tiimorlerde kullanim alani bulan PDGFR-a amplifikasyonu, ATRX
mutasyonu ve p53 ekspresyonu da ayirici taniya katkilarini arastirmak amaciyla ¢alismamiza
dahil edilmistir.

Calismamizda 2016 DSO 6ncesi oligodendrogliom, astrositom ve oligoastrositom tanisi
almis olgularn tanimlanan histogenetik ozellikleri ile tekrar degerlendirilerek yeni DSO
siiflamasina gore kategorize etmek amaglanmistir. Ayrica bu genetik 6zelliklerin morfoloji
ile ne derece uyumlu oldugu, tanisal degeri ve prognostik olup olmadigi da degerlendirilmek
istenmistir.

Floresans in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile 1p/19q kaybi ve PDGFR-a
amplifikasyonu gosterilebilmektedir. Caligmamizda oligodendrogliomlarda FISH yontemi ile
1p ve 199 kayiplari, yiiksek dereceli astrositomlarda PDGFR-o amplifikasyonu,
immiinohistokimyasal yontemle IDH1 mutasyon varligi ve DNA dizi analizi yontemi ile
IDH1 ve IDH2 mutasyon varligi, immiinohistokimyasal yontem ile ATRX mutasyonu ve p53
ekspresyon varligi, bunlarin birbirleriyle iliskileri ve prognostik olup olmadiklari, diger

parametrelerle iligkileri incelenmistir.



3. GENEL BILGILER

3.1.SANTRAL SINiR SISTEMi TUMORLERININ (SSST)
TARIHI GELIiSIM SURECI

Beyin timorleri ilk olarak 1829°da Cruveilhier tarafindan makroskopik olarak
tanimlanmis 1836’da ise Bressler tarafindan makroskopik olarak smiflandirilmistir. Ancak
beyin tiimorleri siniflamasinin temelini Wirchow atmistir. 1860°da beynin hiicreler arasi
matriksi olarak norogliay1 tariflemistir. Yine Virchow tarafindan tiimdrlerin makroskopik ve
mikroskopik o6zellikleri arasinda baglanti kurulmasi saglanmis ve “gliom” tarifi de ilk kez
yapilmustir (11).

1926 yilinda Bailey ve Cushing ilk kez gliomlarin simiflamasini yapmustir (12). Bu
simiflama 14 timor tipini icermekte olup siniflama karmasikligi dolayisi ile genis kabul
goérmemistir. Kernohan yirminci yiizyilin ortasinda (1949 yilinda) yeni ve basit bir siniflama
gelistirmistir (13). Bu siniflamaya gore 5 glial timor kategorisi mevcuttur. Bunlar, astrositom,
ependimom, ndroastrositom, medulloblastom ve oligodendrogliomdur. Kernohan bu siniflama
ile birlikte, glial timorlerdeki 4’li histolojik derecelendirme sistemini de gelistirmistir.
Derecelendirme anaplazi ve hiicrelerin diferansiasyonuna gore yapilmistir. Ancak 1., 2.
derece tlimorlerle 3., 4. derece tiimorler arasinda anlamli bir biyolojik davramis farki
saptanamamasi nedeniyle Ringertz 1950’de 3 dereceli bir derecelendirme sistemi ortaya
atmistir (14). Doumas ve Duport 1980’lerde simdi St Anne-Mayo diye bilinen hiicre
morfolojik 6zelliklerine dayanan 4 basamakl bir derece sistemini ileri stirmistiir (15).

[k olarak 1993°te ise Diinya Saglk Orgiitii (DSO) smiflamasi yayinlanmis ve beyin
tiimorleri benignden maligne “’derece 1-4” olarak smiflanmustir (16). DSO Santral Sinir
Sistemi Timorleri  (SSST) smiflamasi, tipki diger sistem tiimorlerinde oldugu gibi
uluslararas1 standartlarda belirli araliklarla gilincellenen ve tiim diinyada genel olarak kabul
goren bir siniflamadir (17).

1993 DSO SSST smiflamasi histopatolojik ozellikler yani sira tiimérlii hastalarda
beklenen yasam siiresi verilerine de dayandirilarak derecelendirme sistemini ortaya atmustir.
DSO Siniflamalari 2000 ve 2007 yillarinda giincellenmistir.

2007 DSO SSST siniflamasi ilk olarak beyin tiimérlerindeki genetik heterojeniteyi
ortaya koyan, pek ¢ok arastirmanin sonuglarmin da en azindan bilgi diizeyinde dahil edildigi

bir simiflamadir. Ancak gelismis tilkeler dahil birgok iilkenin laboratuar imkanlarinda genetik



ozellikleri kanitlayacak alt yap1 olmadigindan tiimdrlerin molekiiler- genetik temelleri igeren
smiflama yapma zorunlulugu getirilememistir (1).

2014 yilma kadarki siirecte smiflamada en Onemli sorun, glial tiimor tanilarinda
gozlemciler arasi uyumsuzluk yasanmasi ve hatta gozlemcinin ayni tiimorii iki kez
degerlendirdiginde farkli yorumlamasiydi (18). Ayrica son yillarda OD ve A’nin tamamen
farkli tiimorler oldugu, sanildiginin aksine birlikte ¢ok ¢ok nadir gelistigini gosteren ¢ok
degerli arastirmalar da yayinlanmistir (19,20). Bu nedenle 2014 yilinda Uluslararasi
Noropatoloji Birligi (ISN) Hollanda’nin  Haarlem sehrinde bir toplanti diizenlemistir.
Toplantida DSO SSST simiflamasinda ara derecedeki difuz glial tiimérler olan astrositomlar,
oligodendrogliomlar , oligoastrositomlar ¢ok detayli olarak tartisilmigtir. Bu tiimorlerin
histolojik 6zellikleri yani sira molekiiler bilgilerin siniflamaya entegre edilmesinin gerekliligi
vurgulanmisgtir. Difuz glial tiimorlerin genetik 6zelliklerini ortaya koyan bagimsiz farkh
arastirmalarda oligoastrositomun var olmadigi kesinlik kazanmustir (19,21). Bu yeni
molekiiler verilerin histopatolojik taniya katkis1 yan1 sira prognostik ve prediktif degerlerinin
oldugu, boylece siniflandirma ve derecelendirmeye biiylik kolaylik saglayacagi goriisii
kesinlesmigtir. SSST Haarlem entegre smiflamasi Onerisinde tiimorlerin  histolojik
siniflandirma ve derecelendirme sonrasinda molekiiler ¢aligmalar yapilmasi ve molekiiler
bulgularla birlikte bir entegre tan1 verilmesi gerektigi karar1 verilmistir (21).

2016 yilinda SSST smiflamas1 Haarlem entegre smiflama kararlarina dayanilarak
yenilenmistir. Haarlem’de vurgulandigi gibi genetik degisikliklerin tani ve tedavi siirecinde
saptanmast  gerektigi One siirlilmiistiir. BoOylece klinik olarak da arastirmalarin ve

epidemiyolojik ¢alismalarin daha kolay yapilabilecegi anlagilmistir (22).

3.2.GLIAL TUMORLERDE PATOLOGLAR ARASI
UYUMSUZLUK

Histopatolojik taninin 6n planda oldugu donemlerde ndropatologlar arasinda tanida ¢ok
biiylik bir uyumsuzluk mevcuttu. Yanlis tan1 verilme oranlar1 yiiksekti ve bunun sonucunda
yetersiz ya da agresif tedaviler verilmisti. Hastanin klinik gidisatin1 degerlendirmek ve
tedaviye yanit1 6ngorebilmek de ¢ok zordu (23).

Tanm1 uyumsuzluklariin giizel bir 6rnegi olan “CATNON” c¢alismasinda 500 beyin
timorlii hastada noéropatologlar arast tant uyumsuzlugu orani %42.8 olarak saptanmistir.

Bunlarin da %8.8’inde ciddi tan1 farkliliklart olmustur. Aldape ve ark. 457 vakalik San



Francisco Yetiskin Gliom Calismasinda uyumsuz tani1 orani %23 olarak bulunmustur. Bu
vakalarin %16’sinda hastanin tedavisi ve prognozu etkilenmistir. Bu ¢alismada uyumsuz tani
oranlar1 sehir hastanelerinde %26, liniversite hastanelerinde %12 olarak saptanmistir. Sehir
hastanelerinde néropatolog olmayisi uyumsuz tani oraninin daha yiiksek olusunu agiklamistir
(18).

Coons ve arkadaslarinin yaptig1 prospektif ¢alismada 4 patolog tarafindan 244 vaka ele
alinmistir. {1k bakista 4 patologun ayni taniy1 verme oranlar1 %52 iken , 4 patologun da tiim

vakalar1 degerlendirmeleri sonucu bu oran %69°a yilikselmistir (24).

3.3.GLIAL TUMORLERIN GENEL OZELLIKLERI VE DSO
SSST 2016 SINIFLAMASI

Glial timorler santral sinir sistemi tiimdrlerinin biiylik ve heterojen bir grubunu
olusturmaktadir. Normal glial dokuda astrositler, oligodendrositler ve ependim hiicreleri
bulundugundan, bu hiicrelerden kdken alan tiimdrler astrositomlar, oligodendrogliomlar ve
ependimomlar seklinde adlandirilmaktadirlar.

Tiimérler biyolojik davramslarina gére histolojik olarak derecelendirilmektedir. DSO

SSST smiflamasinda dortlii derecelendirme sistemi kullanilmaktadir. Derece 1 tiimorler;
genellikle cevre dokular: iterek biiyliyen (=ekspansif); proliferasyon potansiyelleri diisiik,
cerrahi eksizyon ile iyilesme olasiliklart bulunan ve bagka bir tedavi gerektirmeyen
timorlerdir. Derece 1I tiimdrler genellikle difiiz olup proliferasyonlar: diisiik diizeyde
olmasina ragmen eksizyon sonrasi niiks edebilen; derece I1I tlimorler niikleer atipi ve belirgin
mitoz gibi histolojik malignite 6zellikleri igeren, ¢cogu zaman kemoterapi veya radyoterapi
gerektiren tlimorlerdir. Derece IV tiimorler ise morfolojik olarak malign karakterde, mitozu
belirgin, nekroz iceren, eksizyon dncesi ve sonrasinda hizli ilerleme gosteren tiimorler olarak
tarif edilmektedir (1).
DSO 2016 SSST smiflamasma kadar glial tiimoér smiflamasi histopatolojik temellere
dayanmaktaydi. DSO 2007 SSST smflamast her ne kadar tiimérlerin  molekiiler
ozelliklerinden bahsetmekte ise de, molekiiler degisiklikler tani kriteri olarak kullanilmamakta
idi (Tablo 1) (1).



ASTROSITIK TUMORLER

DIFUZ ASTROSITIK VE OLIGODENDROGLIAL
TUMORLER

Pilositik astrositom

Difiiz astrositom, IDH mutant

Pleomorfik ksantoastrositom

Difiiz astrositom, IDH mutant olmayan tip

Difiiz astrositom

Difiiz astrositom, NOS

Anaplastik astrositom

Anaplastik astrositom, IDH mutant

Glioblastom

Anaplastik astrositom, IDH mutant olmayan tip

Gliomatozis cerebri

Anaplastik astrositom, NOS

Glioblastom, IDH mutant olmayan tip

|OLIGODENDROGLIAL TUMORLER

Glioblastom, IDH mutant

Oligodendrogliom

Glioblastom, NOS

Anaplastik oligodendrogliom

Difiiz midline gliom, H3 K27M-mutant

Oligoastrositom

Oligodendrogliom, IDH mutant ve 1p/19q kayiph (kodelesyonlu)

Anaplastik oligoastrositom

Oligodendrogliom, NOS

Anaplastik oligodendrogliom, IDH mutant ve 1p/19q kayipli

Anaplastik oligodendrogliom, NOS

Oligoastrositom, NOS

Anaplastik oligoastrositom, NOS

DiGER ASTROSITIK TUMORLER

Pilositik astrositom

Subependimal dev hiicreli astrositom

Pleomorfik ksantoastrositom

Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom

Tablo 1: DSO 2007 ve DSO 2016 glial timér siniflamalart

Molekiiler patoloji alanindaki gelismeler, gerek tanida, gerek prognoz ve tedaviye

yanitin belirlenmesinde kullanilabilecek bir¢ok molekiiler teste imkan saglamaktadir. Difiiz

gliomlarda yaygin olarak bulunan molekiiler degisiklikler farkli kombinasyonlarda bir araya

getirilerek, morfolojinin 6tesine gecen bir¢ok alternatif siniflama sistemi 6nerilmistir (9).




Glial tiimorlerde yeni siniflamayla terminoloji de degismistir. Entegre siniflamaya gore
histopatolojik isimden sonra genetik 6zellikler belirtilmistir. Difiiz astrositom, IDH mutant
gibi. Eger tiimorde IDH  mutasyonu yoksa  mutant olmayan terimini kullanmak
gerckmektedir. Difiiz astrositom, IDH mutant olmayan gibi (23). Ancak hala bazi
merkezlerde genetik parametrelere bakilabilecek teknik imkanlar olmadigr icin 2016
siiflamasinda “NOS (tanimlanmamis)” olarak adlandirilan bir grup tiimore yer verilmistir.
Gliomda genetik degisiklikler olan molekiiler parametrelere bakilamadiginda ya da tanitici bir
genetik degisiklik saptanamadiginda “NOS” tanis1 verilmektedir (23). “NOS” spesifik bir tan1
verememek anlamina gelmektedir (23).

Yeni DSO smiflamasindaki degisikliklerin &nemli bir kismi difiiz glial tiimérlerin
tanisin1 ve raporlandiriimasini igermektedir. Erigkinlerdeki en yaygin difliz glial tiimdr olan
glioblastomun tani kriterlerinde fazla bir degisiklik olmamis, molekiiler siniflandirma
yapilmis ve yeni kategoriler eklenmistir (Epiteloid Glioblastom ve Difuz orta hat gliomu).
Diisiik dereceli gliomlar (derece II ve III) “oligodendrogliom, IDH-mutant, 1p/19q kayipli”,
“anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant, 1p/19q kayipli”, “difiiz astrositom, IDH-mutant”
ve “anaplastik astrositom, IDH-mutant” olarak kesin tani kriterleri ile tanimlanmis gruplara
ayrilmaktadir. IDH mutasyonu gostermeyen (IDH1 ve IDH2 gen siralamasini takiben) difiiz
gliomlar, morfolojik 0&zelliklerinden bagimsiz olarak, “difiiz astrositom, IDH mutant
olmayan” ve “anaplastik astrositom, IDH mutant olmayan” seklindeki gegici antiteler olarak
tamimlanmaktadir.  Bu  tamilarin = gegerlilikleri  gelecek  simiflamalarda  tekrar
degerlendirilecektir. Antite tanimlayici molekiiler 6zelliklerin test edilmedigi veya test
sonuclarinin belirsiz oldugu vakalar bu dar gruplara dahil edilmemeli ve “tanimlanmamig”
(“not otherwise specified”, NOS), olarak smiflanmalidir. Her ne kadar yeni siniflama
sisteminin temelinde morfoloji yer almaya devam etmekte ise de, histoloji ile molekiiler
ozellikleri arasinda uyumsuzluk olan vakalar molekiiler 6zelliklerine gore siiflanmaktadir
(23).

Bir difiiz gliom morfolojik olarak astrositom ile uyumlu olsa bile, IDH mutasyonu ve
1p/19 kayb1 varliginda “oligodendrogliom, IDH-mutant, 1p/19q kayipli” olarak siniflanmali
ve bu taniya gore derecelendirilmelidir. Benzer sekilde, bir difiiz gliom morfolojik olarak
oligodendrogliom ile uyumlu olsa bile, sadece IDH mutasyonu tasiyor ve 1p/19q kaybi
bulundurmuyor ise “astrositom, IDH-mutant” olarak siniflanmali ve bu taniya gore
derecelendirilmelidir. Bu tiimorler siklikla ATRX (X’e bagh alfa talasemi ve mental gerilik,

“alpha-thalassemia mental retardation”) ve/veya TP53 gen mutasyonlar1 tasimakta,



imminohistokimyasal boyalarla ATRX kayb1 ve/veya p53 ekspresyonu artisi
gostermektedirler.

IDH mutasyonunun varligi tek basma oligodendrogliom ve astrositom arasinda ayirim
yapmaya yeterli olmamakla beraber, DSO her difiiz gliom vakasinda 1p/19q bakilmasini sart
kosmamaktadir. Bu nedenle, astrositom tanisini destekleyici diger molekiiler bulgularin
(ATRX velveya TP53 mutasyonu) olmadig1 vakalarda 1p/19q kaybinin test edilmesi 6zellikle
Oonem tasimaktadir.

Onceki smiflama sisteminin en ¢ok tartisilan gruplar1 olan oligoastrositom ve anaplastik
oligoastrositom vakalarinin biiyiik kism1 molekiiler 6zelliklerine gore yukarida gegen dort ana
gruptan birine dahil edilebilmektedir. Bu timorler arasinda IDH mutasyonu ve 1p/19q kaybi
tastyanlar, astrositik komponentinin varligindan bagimsiz olarak, IDH-mutant 1p/19q kayiplh
oligodendrogliom ve anaplastik oligodendrogliom olarak siniflanmaktadir. Benzer sekilde,
IDH mutasyonu olup, 1p/19q kaybi1 bulunmayanlar, oligodendrositik komponentinin
varligindan bagimsiz olarak, IDH-mutant difliz ve anaplastik astrositom olarak
siniflanmaktadir. IDH mutasyonu gostermeyen tiimorler, IDHI ve IDH2 gen siralamasini
takiben bir diger gecici antite olan “difiiz gliom, IDH mutant olmayan” olarak
siniflanmaktadir. Bu yaklasim ile “oligoastrositom, tanimlanmamis” ve ‘“anaplastik
oligoastrositom, tanimlanmamis” tanilar1 tipik molekiiler degisikliklerin goriilmedigi ender
vakalarla sinirli kalmaktadir.

DSO 2016 SSST siiflamasiyla néropatologlar arasindaki subjektif tani farklilig
ortadan kalkmis ve daha spesifik bir tani verme olasiligi artmustir. Ozellikle oligoastrositom
tanis1 baz1 merkezlerde ¢oke¢a verilen bir taniyken yeni siiflamayla oligoastrositom tanisi
azalmistir (23). Genotipik ve fenotipik bulgularin birlikte degerlendirilmesiyle bu tanidan
uzaklasilmis ve oligodendrogliom veya astrositom tanisina gidilmistir. Hala oligoastrositom
tanis1 var olmakla birlikte artik ¢ok nadir saptanmaktadir (6).

Yeni smiflamayla hem fenotipik hem de genotipik o6zelliklere bakilmasi gerekiyorsa
yeni bir soru ortaya ¢ikmaktadir. Histolojiyi dikkate almadan sadece genotipik bulgulara
dayanarak glial timdr siniflamasi yapilabilir mi? Su anki bilgilerle bu miimkiin degildir.
Timordeki spesifik  genetik  degisiklikleri saptayabilmek i¢in Oncelikle histolojik
siniflandirmay1 dogru yapmak gerekmektedir. DSO smiflamasina gére de derecelendirme hala
histolojik kriterlere gore yapilmaktadir. Diger bir neden de genotipik olarak tam karsiligini

bulmayan tiimérler hala mevcuttur (6).



3.4. 2016 DSO SSST SINIFLAMASINDA HISTOLOJIK
DERECELENDIRMENIN ROLU

Santral sinir sistemi (SSS) tiimérlerinin derecelendirmesi diger solid organ tiimdrlerinin
derecelendirmesinden farkli olarak, tiim SSS tiimorlerine bir biitiin olarak uygulanan ve her
bir tiimdrden beklenen klinik sonucu da isaret eden bir sistemle yapilmaktadir. Son DSO
smiflamas1 birgok yenilik igermekle beraber gliomlarin derecelendirmesindeki geleneksel
yaklasimi korumakta, her Ozgiin tan1 antitesi kendine ait bir DSO derecesine karsilik
gelmektedir. GBM tanisina astrositik morfoloji gosteren bir tiimorde mikrovaskiiler
proliferasyon ve/veya nekroz saptanmasi ile ulasilmaktadir (6). IDH mutant olan ve olmayan
diisiik dereceli astrositomlarin derecelendirmesi anlamli miktarda mitoz saptanmasina
dayanmaktadir. Bu tanim muglakligin1 korumakta ve gerekli mitoz sayisi i¢in net bir mitoz
esigi verilmemektedir. Ancak yeterli biiytiklikkteki bir kesitte tek bir mitoz bulunmasi
anaplastik astrositom tanis1 ig¢in yeterli goériilmemekte, en az 2 yada daha fazla mitoz
gereklidir denilmektedir. En 6nemlisi, 6nceki siniflama sisteminden alinan bu kriterin yeni
entegre siniflama sisteminde de gegerli oldugunu gosteren bir ¢aligma mevcut degildir. Tam
tersine, bir ¢alismaya gore derece II Difliz Astrositom-IDH mutant ile derece 111 Anaplastik
Astrositom-1DH mutant arasinda sag kalim ag¢isindan bir fark gozlenmemistir (25).

Son smiflamaya gore anaplastik astrositom-IDH mutant olmayan, DSO SSST 2016’ya
gore derece III olarak kabul edilmesine karsin, daha onceki birkag arastirma bu tiimoriin
klinik seyrinin glioblastoma benzer oldugunu géstermistir (26).

Tiim bu nedenlerle IDH mutant olmayan derece Il ve Il Astrositomlar gegici antiteler
olarak kabul edilmekte ve gelecek smiflamalarda daha dogru ve tutarli  tan1 ve
derecelendirme hedeflenmektedir. Oligodendroglial morfoloji gosteren, IDH mutant ve
1p/19q kayipli gliomlar mitozda belirgin artis ve/veya mikrovaskiiler proliferasyon varliginda
anaplastik olarak derecelendirilmektedir (6).

DSO mitoz esigi i¢in kesin bir say1 vermezken, genel olarak kabul géren say1 yiiksek
biiylitmede ardisik 10 alanda 6 ve lizerinde mitoz izlenmesidir. Nekroz varligi derece IV
GBM’lerde goriilmekte olup derece II ve III glial tiimdrlerde olmayisi 6nemli bir
derecelendirme belirtecidir. Astrositomlarda oldugu gibi, hali hazirda mevcut derecelendirme
sisteminin, entegre DSO simiflamasimi  takiben uygulandiginda klinik  sonuglarin
belirlenmesinde faydali oldugunu gosteren herhangi bir ¢calisma mevcut degildir. Aksine, bir
calismada IDH-mutant 1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin derece Il ve Il olarak

ayrilmasinin prognostik bir ayirim saglamadigi gosterilmistir (27).
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Dereceyi belirlemede en sik kullanilan Ki67 antikoru ile boyanma orani da derece ile

dogru orantilidir; derece I1I’de %1-6, derece I1I’te ise %5-20 tizeri bir oran beklenmektedir (2).

3.5. OLIGODENDROGLIAL TUMORLERIN GENEL
OZELLIKLERI

Ik olarak 1926 yilinda tanimlanmis olan OD, tiim beyin tiimé&rlerinin yaklasik
%1,7’sini, tiim glial timorlerin ise %5.9°unu olusturmaktadir (12). insidansi son yillarda artis
gostermistir. OD tipik olarak geng-orta yash eriskinlerde goriilmektedir. En sik 35-45 yaglar
arasinda izlenmektedir. Cocuklarda ¢ok nadir olup tiim beyin tiimorleri iginde %0.8 oraninda
goriilmektedir. Diger difiiz gliomlarda oldugu gibi hafif bir erkek predominansi izlenmektedir
(1.3:1). En ¢ok lokalize oldugu yer frontal lobtur (6).

OD’ler histopatolojik olarak tiniform yuvarlak niikleuslu, parafin kesitlerde perintikleer
halolu, monomorfik hiicrelerden olusan, orta derecede hiicresellige sahip difiiz infiltratif glial
timorler olarak tarif edilmektedir. Dallanan kapillerlerden olusan belirgin damar agi,
mikrokalsifikasyon ve mukoid Kistik dejenerasyon da ek ozellikleri arasindadir. OD’de
"klasik morfoloji" tarifi; timor hiicrelerinin monoton, yuvarlak cekirdekli oldugu; ince,
dallanan vaskiiler catiya sahip; mikrokalsifikasyonlarin izlenebildigi durumlar icin
kullanilmaktadir (3). Giincel siniflamayla OD’ler; OD IDH mutant, 1p/19q kayipli, OD NOS,
AOD-IDH mutant, 1p/19q kayipli ve AOD-NOS olarak incelenmektedir (6).

OD’lerde tanitict genetik degisiklikler IDH mutasyonu ve 1p/19q kaybidir.
Oligodendroglial histoloji ve 1p/19q kaybi arasindaki iliski ilk olarak 1994 ve 1995 yillarinda
yaymlanmistir (28). Sonrasinda 2008 ve 2009 yillarinda IDH mutasyonuyla iliski de
gosterilmistir (29). IDH mutasyonu tasimayan OD’ler IDH mutant olmayan OD, 1p/19q kayb1
olmayan OD’ler de 1p/19q intakt OD olarak tanimlanmaktadir (6).

OD NOS tanmis1 ¢ok kiigiik bir grup oligodendrogliomu icermektedir. Tiimorde
oligodendroglial histoloji, IDH mutasyon varligi olmasma ragmen 1p/19q kayb1 basarili bir
sekilde test edilemediyse ya da molekiiler ¢alisma imkan1 olmadiysa tan1 OD NOS olmaktadir
(6).

Histopatolojik olarak AOD diisiiniilen vakada eger tanitici genetik sonuglar yoksa altta
yatan GBM olasilig1 akilda tutulmalidir. Histolojik olarak benzer 6zellikler gosteren Pilositik
Astrositom, Disembriyoplastik Noroepitelyal Tiimor ve Berrak Hiicreli Ependimom da ayirict
tan1 i¢ine alinmalidir (23). Oligodendroglial tiimorlerin astrositomlara gorece daha spesifik bir
histolojik goriiniimleri oldugu i¢in 1990’larin sonlarina dogru oligodendroglial tiimdr tanisi

giderek yiikselmisti. Ancak 1p/19q kaybinin tanidaki yeri gosterildikten sonra hem

11



oligodendroglial timdr tanis1 dogru verilmis hem de kaybin terapotik etkisi gosterilmistir

(28).

3.6.,ASTROSITIK TUMORLERIN GENEL OZELLIKLERI

Astrositomlar normal beyin dokusuna goére artmis hiicresel aktivite gdsteren ve hafif,
orta veya agir derecede niikleer pleomorfizm gosteren tiimorlerdir. Astrositik tiimorlerde
derecelendirme; DSO tanimlamasina gore yalmizca histolojik atipi iceren tiimorler derece 11
Difiiz Astrositom, buna ek olarak anaplazi ve mitotik aktivite gosteren tiimorler derece 111
Anaplastik Astrositom, bunlarla birlikte mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz izlenen
tumorler ise derece 1V Glioblastom olarak tanimlanmustir (6).

Astrositik tiimorlerin, oligodendroglial timorler gibi en ¢ok lokalize olduklari yer
frontal lobtur. Tiim astrositik beyin tiimorlerinin %11-15"ini difuz astrositom olusturmaktadir
(30). Erkeklerde daha sik goriilmekte olup erkek kadin orani 1.3:1°dir (31). Derece Il Difuz
astrositomlar derece Il Anaplastik astrositomlara gére daha geng yasta goriilmektedir ve
yasam siireleri daha uzundur (25).

AA’lar tim astrositik tiimorlerin yaklasik %10’unu olusturmakta olup ortalama yas
38’dir. Erkek kadin orani 1.6:1°dir (32).

GBM’ler intrakranial neoplazilerin % 15’ini , primer malign beyin tiimorlerinin % 45-
50’sini olusturmaktadir. Yetigkinlerde en sik goriilen malign beyin tiimoridiir. Hastalar
genelde 55-85 yas araligindadir ve erkek kadin orani 1.6:1°dir (6).

Astrositomlar histopatolojik olarak ince ve kalin ¢ok sayida hiicre uzantilar1 olan rasgele
dagilmis hiicrelerden olusur. Hiicreler normal fibriler astrositlerden daha biiyiik, diizensiz-
angiiler, kaba ve hiperkromatik ¢ekirdekli hiicrelerdir. Gii¢li GFAP immunoreaktivitesi
gosterirler. Kan damarlarinda endotel belirginligi goriilmez ya da minimal olur.

Giincel smiflama ile Astrositomlar; A-IDH mutant, A-IDH mutant olmayan, A-NOS,
AA-IDH mutant, AA-IDH mutant olmayan ve AA-NOS olarak incelenmistir (6).

Fenotipik olarak astrositomlarda tipik olarak beklenen genetik degisiklikler IDH
mutasyonu, p53 mutasyonu ve ATRX mutasyonudur. IDH mutasyonu tasimayan
astrositomlar IDH mutant olmayan astrositom olarak tanimlanmaktadir (6).

Morfolojik olarak oligodendrogliom benzeri alanlar igeren glial tiimorle karsi karsiya
kalmirsa 1p/19q kaybinin olmayisi astrositom tanisini desteklemektedir (6).

Gliomlar i¢inde tekrarlama ve malignlesme egilimi en ¢ok olan grup astrositik

tiimorlerdir. Malign astrositik timorler, 6zellikle GBM, en 6ldiiriicli intrakranial timorlerdir.
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Cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapiye ragmen ¢ogu astrositik tiimor hizlica biiyiir ,
derecesi yiikselir ve hastanin 6liimiiyle sonuglanir (33). Prognoz, tan1 anindaki yasa, klinik
duruma, tiimoriin rezeksiyon genisligine, histolojik tipine, timor derecesine ve IDH
mutasyonu gibi baz1 molekiiler belirteglere baghdir (34).

A ve AA’larin biiyiik bir boliimii dogal seyirlerine birakilacak olur ise Glioblastoma

kadar progrese olabilirler.

3.7.IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMENIN
TANIDAKI YERI

Glial tiimorlerin tanisinda, bulgularin iki farkli tiimor simifi arasinda net bir yere
oturtulamadig1 bazi "gri bolge"ler bulunmaktadir. Bazi 6znel kriterler patologlar arasinda
farkli yorumlanabilmektedir. Anaplaziyi igsaret eden ve dereceyi yiikselten artmis hiicresellik,
niikleer atipi, pleomorfizm ve mitotik aktivite bu kriterler arasindadir (6).

Bugiine kadar gliomlarin tan1 ve derecelendirmesindeki altin standart histopatolojik
ozellikler olarak kabul edilmistir (hiicresellik, artmis mitoz, vaskiiler endotelyal proliferasyon
ve nekroz). Bununla beraber gliomlarin histolojik siniflamasi gézlemciler arasinda belirgin
farkliliklar icerebilmektedir. Ayrica, birgok tiimor klinikte cok farkli davraniglar
sergileyebilmektedir. Daha iyi bir 6ngorii ve uygun bir tedavi planlamasi i¢in daha ileri ve
objektif bir simiflamaya duyulan ihtiyagla, gliomlardaki genetik degisiklikleri ortaya koyan
bilgiler son yillarda hizla artmistir (6,23). Bu ¢aligmalar sayesinde gliomlardaki epigenetik,
genetik ve molekiiler degisiklikler hakkinda daha ¢ok bilgiye sahip hale gelinmistir. Boylece
hedefe yonelik tedavi aragtirmalarinin ilerlemesi de saglanmistir (35).

Yapilan calismalarda noropatologlar arasinda glial tiimor degerlendirmesinde tani
uyumsuzluklarmin oldugu gorilmistir (2). Bu durum g6z Oniine alindiginda, taniyi
netlestirebilmek adina histomorfolojinin yani sira yardimci tam1 yontemlerine de ihtiyag
duyulur olmustur. Yaygm bir sekilde kullanilan immiinohistokimya ile giderek
yayginlagsmakta olan ve pek ¢ok gelismis merkezde rutin kullanilan in situ hibridizasyon bu
yardimc1  yontemlerin  baginda  gelmektedir.  Genetik  degisiklikleri  gdstermede
immunohistokimya uygulamalari taniya gitmede yardimci, uygun fiyatli, saglam ve yaygin
kullanilan bir yontemdir (36) .

Immiinohistokimyasal olarak uygulanan Olig2 antikorunun baslangicta oligodendroglial
hiicreler ve tiimorlere spesifik oldugu diisliniilmiis, taniya ulasmada faydali olabilecegi

saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda Olig2 antikorunun oligodendroglial seriye 6zgiin olmadig,
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astrositik timorlerde de pozitif reaksiyon verdigi gozlenmistir (37). Giiniimiizde Olig2, iyi bir
glial hiicre isaretgisi olarak kullanim yeri bulmustur (37).

Oligodendroglial tiimorlerin ayirici tanisinda yeri olan baglica immiinohistokimyasal
belirtegler S-100 proteini, nérofilament, p53 proteini, olig2 ve sox2 (sex determining region
Y-box 2)’dir. Sox2 bir transkripsiyon faktoridiir, farklilasmis hiicreleri yeniden programlama
yetenegine sahiptir. Ozellikle GBM ve derece III gliomlar olmak iizere gesitli kanserlerde
asir1 eksprese edilmektedir (38).

Klasik OD hiicrelerinin GFAP (-) olmasi astrositomdan ayirmada faydali
olabilmektedir, ancak rutinde astrositomla ayirmada kullanilamamaktadir. OD’de tiimor
hiicreleri S-100 proteini ile de genellikle pozitif reaksiyon vermektedir. Norofilament tiimor
hiicrelerinin arasinda kalmis aksonal wuzantilar1 boyayarak infiltratif paterni belirgin
kilmaktadir (2).

Son siniflama ile vurgulanan, kombine immiinohistokimyasal IDH1/2, ATRX, p53 ve
Ki-67 indeksi derece II ve III gliomlarin tanisinda ve prognozunu belirlemede en kullanish

immiinohistokimyasal molekiiler yontemlerdir (36).

3.8. MOLEKULER GENETIK DEGISIKLIKLER

Gliomlarin biiyiik olasilikla glial kok hiicreden koken aldigi diistintilmektedir. Son
donemde gliom gelisim siirecinde ¢esitli molekiiler mekanizmalarin ve sinyal yolaklarinin da
etkili oldugu gosterilmistir. Bilinen tedavi yontemlerinin, benzer histomorfolojik 6zellige
sahip olsa bile, baz1 hastalarda iyi sonuclar verirken bazilarinda etkili olmamasi da gliom
hiicrelerinin fonksiyonel heterojeniteye sahip oldugunun bir kanitidir. En fazla sayida genetik
cesitlilik ise yiiksek dereceli gliomlarda saptanmaktadir. Ancak gliomlarin hiicresel orijini
heniiz net olarak bilinmemektedir. Edinilen bilgiler 1s181inda patogenezden sorumlu hiicrelerin
astrositler, noéronal kok hiicreler, bipotansiyel prekiirsér hiicreler ve oligodendroglial
prekiirsor hiicreler olabilecegi varsayilmaktadir (39). Glial hiicrelerin gliom hiicreleriyle
histomorfolojik olarak benzerlik gostermeleri ve bu benzerligin immiinohistokimya
boyalariyla desteklenmis olmasi, gliomagenezde ortaya atilan ilk teoridir. ilerleyen yillarda
glial kok hiicrelerin ve progenitdr hiicrelerin kesfedilmesiyle birlikte aragtirmalar bu yonde

yogunlagmistir (39).
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Glial 6ncl hicre

: > Yenilenme

IDH1 mutasyonu

Neoplastlk
oncu hicre

TP53 mutasyonu 1p/19q kaybi

ATRX mutasyonu

Astrositom Oligodendrogliom

Sekil 1: Gliom olusum siirecinde ilk asamada meydana gelen IDH1 degisikligi ve devaminda

gelisen genetik degisiklikler (Atay Uludokumaci’nin tezinden izniyle alinmistir)

Gliomlarda su ana kadar tanimlanan en temel mutasyonlar TP53 mutasyonunun ¢esitli
kombinasyonlari, ATRX mutasyonu, EGFR amplifikasyonu, IDH1 ve IDH2 mutasyonu,
1p/19q kaybi, PTEN delesyonu, BRAF mutasyonu sayilmaktadir (Sekil 1) (6).

Derece 11 ve Il astrositik, oligodendroglial ve oligoastrositik gliomlar ve sekonder
GBM'’lerde siklikla IDH1 ve IDH2 genlerinde mutasyon izlenmektedir. Bu veriye dayanarak
bu tiimorlerin ortak ancak heniiz tanimlanmamisg bir progenitor hiicreden kaynaklanabilecegi
sOylenebilmektedir (5).

Astrositomlar i¢in IDH, p53 ve ATRX mutasyonunun, oligodendrogliomlar igin ise
IDH mutasyonu, 1p ve 19q kaybinin spesifik oldugu vurgulanmistir (6,23). 1p/19q kayb1
gliomagenezde IDH’dan sonra ilk olarak tanimlanan molekiiler degisiklik olmustur. Bu
asamadan sonra gelisen, daha sonra ayrintili olarak bahsedilecek olan bir takim genetik

degisiklikler ile timorlerde progresyon meydana gelmektedir. Bu genetik degisiklikler,
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timorlere hiicre siklus kontrol kaybi, klonal genisleme, invazyon ve anjiogenez Yyetenekleri
kazandirarak malign progresyon gelisimini saglamaktadir. Difiiz gliomlar oncelikle diistik
dereceli maligniteler olarak gelismekte ve genetik degisiklikler sayesinde neredeyse tamami

yiiksek dereceli (anaplastik) maligniteye progresyon gostermektedir (6).
3.9.GLIOMLARDA ONE CIKAN GENETIK OZELLIKLER

Gliomlarda genetik Ozelliklerin tanisal, prognostik ve prediktif anlamlar1 iizerine
yapilan arastirmalarda pratik uygulamalarda da yer bulan Onemli sonuglara ulasilmistir.
Calismamizda konu edilen kromozom kayiplar1 ve gen mutasyonlarinin saptanmasinin, tant

dogrulugunu artirabilecegi ve hastalarin daha etkili tedavi almasinin Oniinli acabilecegi

bildirilmektedir (40).
3.9.1.1p ve 199 kaybi

1. kromozomun kisa kolu (1p) ve 19.kromozomun uzun kolu (19q)’unda bulunan, bir
kism1 net olarak tanimlanmis, ancak biiyiik bir kismi1 heniiz tam olarak tanimlanamamis olan
baz1 tiimor baskilayict genlerde kayip (LOH-heterozigosite kaybi), glial tiimorlerde genetik
yolakta, Ozellikle de oligodendrogliomlarda tiimorogenezden sorumlu en Onemli genetik
degisiklik olarak bilinmektedir. Vakalarin biiyilk bir kisminda 1p ve 19q’da LOH’unun
birlikte bulundugu izlenmis, bu durum bu bolgelerdeki timor baskilayic1 genlerin
inaktivasyonunun oligodendrogliom onkogenezinde temel rol oynadigini diigiindlirmiistiir
(412).

Oligodendrogliomda sik goriilen 1p ve 19q heterozigosite kaybi bu kromozom
kollarinin heniiz bilinmeyen, bu tiimorlerin gelisiminde 6nemli rol oynayan bir timor
stipresor geni tagidigini bize gostermektedir (41).

Ip ve 199’nun heterozigositik kaybi telomerik, interstisyel, sentromerik veya tiim
kromozom kolunda olabilmektedir. Bu farkli paternlerin tiimor tipleriyle, diger molekiiler
belirteclerle baglantist ve hasta prognozuna etkisi belli degildir. 1p kolundaki kayipla 19q
kolundaki kayip %90 birbiriyle iliskili bulunmustur (17).

Glial tiimorlerde 19q kaybmi inceleyen ¢aligmalar 1991°de Ransom, 1992°de von
Deimling tarafindan yayinlanmistir. Bu caligmalar1 1994°te Reifenberger’in 19 nun yani sira
Ip delesyonunu da giindeme getiren calismasi izlemistir (28). Zaman iginde rutin
uygulamalarda da kendine yer bulan bu genetik degisiklikler DSO SSST 2016 siniflamasinda

tiimdrlerin histomorfolojik 6zellikleri ile birlikte tan1 kriterleri arasinda yer almstir (3).
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OD’lerde 19¢’nun allellik kaybi yaklasik %50-80 olguda gozlenmektedir. 19q kayip
insidansi, diisiik ya da yiiksek dereceli OD’ler arasinda farkli degildir. Bu durum 199 kaybinin
OD’lerde erken genetik degisiklik oldugunu diisiindiirmektedir. Olgularin ¢ogunda 19q” daki
LOH’ un parsiyel oldugu bilinmektedir (42). Astrositomlarda ise 19q LOH yalnizca yiiksek
dereceli timorlerde gozlenmektedir (43).

1p LOH OD olgularinin %40-90’inda saptanmaktadir ve genellikle parsiyel kayip
seklindedir (44,45). Kromozom 1p kaybinin oligodendroglial fenotipe 6zgii bir degisiklik
oldugu ve hem diisiik dereceli hem de anaplastik oligodendrogliomlarda tek basina iyi
prognostik ve prediktif bir belirteg oldugu 1994 yilindan beri yapilan ¢ok sayida calisma ile
kanitlanmistir (46).

Sonraki yillarda kromozom 1p kaybt ile kromozom 19q kaybinin birlikte
degerlendirilmesinin oligodendrogliomlarda daha kuvvetli bir prognostik belirte¢ oldugu
anlasilmistir (17).

OD’ler disinda diger glial timorlerde 1p kolunda parsiyel kayip daha sik GBM’lerde,
19q kolunda parsiyel kayip daha ¢ok AA’larda goériilmektedir. 1p kolunda parsiyel kayip kotii
prognozla iligkili, 1p kolunun tiimiinde kayip ise OD’de iyi prognozla iligkili bulunmusgtur
(17).

Yapilan bagka calismalarda glial tiimorlerde 1p kaybi goriilme orant %56-%76; 19q
kaybi1 goriilme oran1 %56-%87.5 olarak verilmekte; yalnizca 1p kayb1 %0-%3.8; yalnizca 19q
kayb1 %0, %4.7 ve %19 oranlarinda bildirilmektedir (28). 19q kayb1 oranlarinin 1p kaybina
gore yiiksek olusu nedeniyle 19q kaybinin 1p kayb1 dncesinde oldugu diisiiniilmektedir (45).

Molekiiler sitogenetik ¢alismalarda kromozom 1p ve 19q’daki kombine kaybin, OD
(%80) ve AOD’de (%60), diger primer beyin tiimorlerinden anlamli olarak daha sik oranda
goriildiigli ve oligodendrogliom patogenezinde erken bir genetik degisiklik oldugu
belirtilmektedir (1,28).

Kromozom 1p/19q kombine kaybi ile klasik oligodendroglial histolojik 6zellikler
(periniikleer halo, tavuk kiimes teli seklinde vaskiiler patern) arasinda kuvvetli bir korelasyon
vardir ancak timdr histomorfolojisi tek bagina 1p/19q durumunu 6ngérememektedir (40).

2016 DSO siniflamasina gore eriskin tipi OD ve AOD tamist igin test edilmesi ve
kombine kaybin saptanmasi mutlaka gerekmektedir (6).

Oligodendroglial tiimorlerde 1p/19q kaybiyla iligkisi gosterilmis iki tiimor siipresor
gende inaktive mutasyonlar tanimlanmistir. Drosophila capicua (CIC) ve farupstream binding
protein 1 (FUBP1) homologu isimleriyle bilinen genlerdeki mutasyonlar OD’lerde sirasiyla

% 53 ve % 15 oraninda goriilmektedir (47).
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CIC, 19q kolu tizerinde bulunur ve FUBPI1 1p kol iizerinde bulunmaktadir. 1p/19q
kaybmin CIC ve FUBP1’i etkisiz hale getiren bir mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (48).

1p/19q kayb1 oligodendroglial tiimdrleri gdsteren bir genetik belirteg olmasina karsin
gegmiste astrositik gliomlarda da saptanmustir (17).

1p/19q kayiph tiimorler, ikincil glioblastom ve diisiik dereceli astrositomlarda siklikla
goriilen TP53 ve ATRX mutasyonlarint ve primer glioblastomlarda yaygin olan epidermal
biiyiime faktori reseptorii (‘Epidermal Growth Factor Receptor’- EGFR) amplifikasyonunu
tasimazlar. Boylece astrositik tiimorlerden ayrimi kolayca yapilabilmektedir (9,49).

1p ve 19q kayb1 immiinohistokimya ile saptanamamaktadir (36). 1p ve 19q kromozom
kollarindaki es zamanli kayip aralarinda sitogenetik analiz, tek niikleotid polimorfizmi analizi,
dizin karsilagtirmali genomik hibridizasyon (‘array comparative genomic hybridization’,
aCGH), polimeraz zincir reaksiyonuna dayanan (‘polimeraz zincir reaksiyonu’-PCR)
heterozigozite kaybi1 (‘Loss of heterozygosity’- LOH) ve floresans in situ hibridizasyon
(FISH) yontemlerinin de bulundugu bir¢cok yontem ile tespit edilebilmekte, tercih edilen
yontem ¢ogunlukla laboratuarin alt yapisina dayali olarak secilmektedir. Siklikla FISH ve
PCR (mikrosatellit heterozigosite kaybi) yontemleri kullanilmaktadir. Bu iki yOntem
arasindaki uyum OD’lerde %81 olarak bildirilmistir (50).

Sadece iki boyanmamis kesite ihtiya¢ duyulmasi ve 60 ile 100 tiimoéral hiicrenin yeterli
olmas1 sayesinde FISH oldukca kiiciik biyopsi materyallerine bile basar1 ile
uygulanabilmektedir. 1p ve 19g kromozom kollarinin subtelomerik bolgelerini (1p36/1g25 ve
19p13/19q13) taniyan ve piyasalarda yayginca bulunan ¢ift renkli isaretleyiciler ile
yapilmaktadir. Genel olarak 1p ve 19q kollarinin tamaminin kaybini belirlemede duyarli bir
test olmasina ragmen, genis kismi kayiplarda yalanci-pozitif sonuglar verebilmektedir (50).
Clinkii giiniimiizde kullanilan ¢ift renkli problar sentromerden uzak bolgeyi incelemektedir.
Ozellikle 1p kromozom kolu ¢ok uzun yapiya sahip oldugu igin tamamim incelemek FISH
yontemi ile miimkiin olmamaktadir.

Degerlendirmede bir baska problem de esik deger sorunudur. Calismalarda verilen esik
degerlere gore sinyal sayiminda 1p/19q’da %75-80’ten fazla kayip varsa veya kayip
hiicrelerin %30 undan fazlasinda hiicrede goriildiiyse kayip mevcut denilmektedir (50).

FISH, yanlis pozitif sonug riskine sahip olsa da 1p/19q kaybini saptamak i¢in, ¢ogu
laboratuarda da rutin test olarak kullanilabildigi icin, en basarili yontemdir. Yanlis pozitif
sonug verme olasilig1 giinliik deneyimde c¢ok sik karsilagilan bir durum degildir, ancak yiiksek

dereceli gliomlarda yanlis pozitiflikler goriilebilmektedir (50).
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Kullanim1 daha zor olan yontemlerden, heterozigosite kaybi analizi, karsilastirma
amagh referans normal doku gerektirmesi dezavantajina sahip olmakla beraber, 1p ve 19q
kromozom kollarinin tamaminin degerlendirilmesine imkan tanimakta, kaybin gercekten tiim
kolu etkileyip etkilemedigini gosterebilmektedir. Kullanimi daha az yaygin ve FFPE
(Formaline fixed parafine embedded-formolle fikse parafine gomiilii doku) doku orneklerinde
standardizasyonu daha zor olan karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) (comparative
genomic hybridization) yontemi ise tim kromozomlarin es zamanli degerlendirilmesine
imkan tamimaktadir. Bir tiimorde, 1p/19q sonuglari ile diger molekiiler degisiklikler arasinda
uyumsuzluk oldugunda (6rnegin 1p/19q kaybi olan bir tiimoérde es zamanli ATRX mutasyonu
veya EGFR amplifikasyonu saptanmasi gibi), 1p/19q sonuglarinin daha 6zgiin alternatif bir
yontem ile kontrol edilmesini diistinmek gerekmektedir.

Kromozom 1p/19q kombine kaybinin AOD’li hastalarda kemoterapiye yanitta prediktif
ve daha uzun sagkalimda etkili bir pozitif prognostik faktor oldugu ilk defa 1998’de
Cairncross ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanmistir (44). Daha sonra yapilan ¢alismalar ile,
kromozom 1p/19q kombine kaybinin kemoterapiye yanit, sagkalim ve niiks goz Oniine
alindiginda iyi prognozla iliskili oldugu sonucuna varilmistir (51). Bu calismalardan ikisi
prospektif, randomize faz III ¢alismalardir ve bu galigmalarin sonucunda 1p/19q kaybinin
DSO derece 111 gliomlu hastalarda giiglii bir prognostik belirte¢ oldugu belirtilmektedir. Ayni
zamanda, bu calismalarda 1p/19q kaybinin prognostik giiciiniin adjuvan tedavi tipinden
(radyoterapi, kemoterapi, kombine radyo-kemoterapi) bagimsiz oldugu saptanmustir (40).

Derece II gliomlar1 iceren ¢aligmalarda 1p/19q kaybi gosteren vakalarin erken
kemoterapi/radyoterapi tedavisine daha iyi sonug verdigi, ancak bu molekiiler degisikligin sag
kalim tizerinde tedaviden bagimsiz bir etkisinin olmadigi yayinlanmistir (52).

Farkli olarak van den Bent ve ark. calismasinda ise derece Il AOD ile ilerleme gdsteren
derece Il A’larin dahil oldugu genis ¢apli klinik ¢aligmalar, 1p/19q kayipli timorlerin adjuvan
tedaviye daha 1yi yanit verdiklerini ve bu hastalarda genel ve hastaliksiz sag kalimda iyilesme
oldugunu belirtmektedir (53).

Timoériin OA ya da OD olarak tan1 almast 1p/19q kaybinin prognostik ve prediktif
degerini degistirmemektedir (20). Astrositik tiimorlerde ise vaka sayisindaki azlik nedeniyle
prognostik ve prediktif degerinin varligi belirsizdir (54).

1p/19q kayb1 olan hastalarin yaklasik %87’sinde 6liim riski diisiikken, kayip olmayan
hastalarda her sene artan yasla birlikte 6liim riski yiikselmektedir (55).

Sagkalim degerlendirilecek olursa 1p/19q kayb1 olan tiimorlerde yaklagik 7 yillik yasam

saptanmisken 1p/19q kayb1 olmayan tiimorlerde sagkalim siiresi 2.8 yil bulunmustur (55).
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3.9.2.TERT (telomerase reverse transcriptase-telomeraz ters

transkriptaz) Mutasyonu

Telomeraz, RNA’ya bagli, TERT (katalitik altbirim) ve TERC (Telomer genisletme i¢in
bir kalip gorevi goren telomeraz RNA bilesen) alt birimlerinden olusan polimerazdir.

TERT, telomerazin katalitik alt birimini kodlayan enzimdir. C228T ve C250T olmak
tizere TERT yiikseltici iki nokta mutasyonu tanimlanmistir (56). Bu mutasyonlar diger SSS
dis1 tiimorlerde de yaygin goriilmekte olup C228T (~% 80), C250T den (~% 20) c¢ok daha
yaygindir (57).

Diffiiz glioma kategorisinde, TERT’in promoter mutasyonlari, IDH mutasyonlari ve 1p
/19q kaybi varligina ilave olarak prognostik fayda saglamaktadir. OD tanisinda spesifik olan
1p/19q kaybi ile TERT mutasyonu arasinda siki bir iligki bulunmaktadir (56).

Primer GBM’lerin %70-80’inde, OD’lerin %70’inde ve daha az siklikta derece 11 ve Il
Astrositomlarda saptanmaktadir. Astrositik seride sik goriilmedigi ve ATRX mutasyonu ile
birbirini diglayici genetik degisiklikler oldugu bilinmektedir (57).

Sanger sekans dizi analizi yontemiyle yada diger PCR yontemleri dnerilmektedir (56).

3.9.3. TP53 Mutasyonu (p53 Proteini -artmis p53 protein

ekpresyonu)

p53 proteini transkripsiyon faktorii islevine sahip 393 amino asitten olusan bir
proteindir. 17. kromozomun kisa kolu iizerinde yaklasik 20 kb’lik bir alana yayilmig 11
ekzondan olusan bir gen tarafindan kodlanmaktadir. p53 proteini DNA tamiri, hiicre
dongiisiiniin ~ kontrolli, genomik kararliligin  saglanmasi, kromozom ayrilmasinin
diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve programli hiicre 6liimii gibi bir¢cok
hiicresel olayda rol almaktadir. p53, bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili
genlerin transkripsiyonlarimi diizenleyerek ya da diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile
fiziksel olarak etkileserek gergeklestirmektedir (58).

p53 proteini normal hiicrelerde diisiikk diizeyde, pek ¢ok transformasyona ugramis
hiicrede ise yiiksek oranda eksprese edilmektedir. P53 proteinin malignite gelisiminde rol
oynadigi diistiniilmektedir (59).

p53, hiicre dongiisiiniin GO/G1 evresinde rol alan bir¢ok siklin bagimli kinazin islevini

engelleyen p21 protein ekspresyonu, p21WAF2/Cipl geninin transkripsiyonunu uyararak
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diizenlemekte ve boylece p21 proteini araciligi ile hiicre dongiisiinii G1 asamasinda
durdurmaktadir (58) .

p53 proteini ilk olarak 1979 yilinda timor gelisimi lehine islev gosteren bir protein
olarak tanimlanmistir (58). 1989 yilina kadar kabul gérmiis olan bu durum, daha Once
tanimlanmis olan p53 proteininin normal olmayan, yani mutant p53 oldugunun anlasilmasiyla
son bulmustur. p53 proteininin tiimor baskilayici roliiniin ortaya konulmasi sonrasinda, p53
proteinini kodlayan gen TP53 (Tumor protein 53) olarak isimlendirilmistir (58). p53
proteininin tiimor baskilanmasindaki roliiniin anlasilmas1 sonrasindaki siiregte gerceklestirilen
cok sayidaki caligma, p53 proteinin hiicresel islevlerinin aydinlatilmasinda da 6nemli rol
oynamistir. Bu c¢aligsmalar, p53 proteinin hiicre dongiisiiniin kontrol edilmesi, gen ifadesinin
diizenlenmesi, yaslanma ve programli hiicre 6liimii gibi birgok hiicresel olayda rol aldigini
gostermistir (58).

Mitoz bolinme igin gerekli proteinleri kodlayan c¢-MYC ve c-FOS gibi genlerin
transkripsiyonlarin1 diizenleyen E2F transkripsiyon faktorii ile fiziksel olarak etkileserek
hiicre dongiisiiniin G2 evresinde durdurulmasinda da rol almaktadir (58,60). DNA tamiri ve
DNA sentez mekanizmasinda rol alan PCNA (proliferating cells nuclear antigen: prolifere
olan hiicrelerin niikleer antijeni), GADD45 (growth arrest and DNA damage inducible 45:
biiyiime arresti) ve DNA hasar1 ile indiiklenebilir proteinlerini ve programli hiicre 6liimiinde
rol alan PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis= p53 ile diizenlenen apoptoz
modiilatorii), Noxa (Latince “hasar”), Bax (Bcl-2 associated X protein: Bcl-2-ile iligkili X
proteini) ve Fas (apoptosis stimulating fragment: apoptoz uyarici fragman) gibi proteinlerin
transkripsiyonlarii da diizenlemektedir. TBP (TATA binding protein: TATA baglayici
protein)’e baglanarak 6zendirici bolgesinde TATA dizisi bulunduran Bcl-2 gibi birgok genin
transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol almaktadir (58).

P53 geni normalde inaktiftir. Hiicre stres altindayken veya DNA hasar1 oldugu
durumlarda aktive olmaktadir (61). DNA hasari s6z konusu oldugunda TP53 tiimor
baskilayict gen iiriinii olan P53 aktive edilmekte ve bu da hiicre siklus inhibisyonu, apoptozis,
DNA tamiri ve yaslanmayi iceren antiproliferatif bir etkiye neden olmaktadir (61). DNA
hasarmin ardindan P53 aktive olmakta ve p21Wafl/Cipl gibi transkripsiyon genlerini
indiiklemektedir (62). Mdm2, “Murine Double-Minute” onkoproteini P53’{in potansiyel
inhibitoriidiir. Mdm?2, P53’ {in transkripsiyonel aktivasyon domainine baglanmakta, hedef
genlerin diizenlenmesini saglamakta ve antiproliferatif etkiyi bloke etmektedir. Diger yandan
P53, Mdm2’nin ekspresyonunu aktive etmekte ve boylece geri-bildirim mekanizmasiyla

otoregiilasyonu gerceklestirmektedir (62).
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p53 proteini, DNA’da p53 baglanma bolgesine baglandiginda biiyiime ve/veya
invazyonu inhibe eden asagi akim genlerinin ekspresyonunu aktifler ve tiimor supresyonunda
rol oynar. TP53 gen mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikan mutant p53 proteini, DNA baglanma
bolgesine baglanamaz ve boylelikle tiimor supresor aktivitesi ortadan kalkar. TP53 genindeki
en sik goriilen mutasyon missens mutasyonlardir (63). Bu gendeki mutasyonlarin kolon,
meme, akciger, karaciger ve beyin gibi insan malignitelerinde sik goriilen genetik degisiklik
oldugu kanitlanmistir (63).

TP53 mutasyonu insan gliomlarinin gelisiminde ve malign transformasyonunda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Gliomagenezde, 0Ozellikle astrositom ve sekonder glioblastom
olusumunda karsilastigimiz erken degisikliktir (63).

IDH-mutant ancak 1p/19q kaybi gostermeyen derece II ve III gliomlarin %88 ile
%94’iinde p53 yolagini etkileyen mutasyonlar bulunmaktadir (9,49).

Tp53 mutasyonu astrositomlarin tiim derecelerinde %30-50 civarlarinda saptanmistir
(7). Astrositik tiimorlerle karsilastirildiginda, oligodendroglial tiimoérlerde p53 mutasyonu gok
nadir goriilmektedir (59).

Oligodendrogliomda genel olarak p53 proteini niikleer pozitifligi gériilmemektedir. Bu
bulgu, timérde p53 gen mutasyonunun nadir goriilmesine isaret etmektedir. Yapilmig
caligmalarda, p53 mutasyonu ve p53 immiinpozitifligi ile kromozom 1p/19q kaybi izlenen
oligodendrogliom vakalar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (17,64).

P53 mutasyonu ATRX mutasyonu gibi derece Il ve Il astrositomlarda IDH1/2
mutasyonu ile birlikte sik¢a goriilmekte ve 1p/19q kaybr ile birbirini dislayic1 oldugu igin
molekiiler belirteg olarak tercih edilmektedirler (36).

P53 mutasyonunu saptamada immiinohistokimyasal yontem orta derecede sensitif,
ancak oldukga spesifik bir yontemdir. Immiinohistokimyasal olarak p53 immiinreaktif olarak
degerlendirebilmek i¢in %10 ve daha fazla hiicrede giiglii, niikleer boyanma goriilmesi
gerekmektedir (36). Esik degerinin tiimor hiicrelerinin %10’u olarak belirlendigi ¢aligmalarda
p53 immiinohistokimya yonteminin duyarliliginin %77,4 ile %91,8 ve 6zgiinligiiniin %78,6
ile %92,5 oldugu bildirilmistir (65).

Hiicre ¢ekirdeginde anormal miktarda p53 birikimine neden olan mutasyonlar siklikla
yanlis anlamli (‘missense’) mutasyonlardir. Tiim TP53 mutasyonlarmin %30’unu olusturan
anlamsiz (‘nonsense’) mutasyonlar protein birikimine neden olmazlar. p53 yolagindaki diger
proteinlerdeki degisikliklerin de c¢ekirdekteki p53 depolanmasina katkisi olabilecegi gibi,
yaygin p53 boyanmasi gosteren her olgunun timdr olmadigr da akilda tutulmalidir (66).

Sonug olarak p53 immiinpozitifligi TP53 mutasyonu ig¢in sensitif veya spesifik degildir (65).
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IDH mutasyonu, ATRX mutasyou ve 1p/19q kaybindan farkli olarak tani koydurucu ve
prognostik 6zelligi ¢ok sinirlidir (7).

TP53 mutasyonunun daha gen¢ yasla ve daha kisa yasam siiresiyle iliskili oldugu
diistiniilmektedir.

Sonug¢ olarak TP53 mutasyonlarinin prognoz {izerindeki etkisi tartismalidir. Bazi
caligmalara gére TP53 mutasyonlart olumsuz klinik sonuglarla iligkilendirilmekte ise de,
morfolojik Ozelliklerin dahil edildigi cok degiskenli analizlerde bagimsiz bir etki
olusturmadigi gosterilmistir (65). Diger ¢alismalar IDH-mutant ve TP53-mutant tiimérlerin
klinik sonuglarini IDH-mutant ve 1p/19q kayiph tiimérlere gore olumsuz bulmuslardir. Ancak
bu sonuclarin TP53 mutasyonunun olumsuz etkisi mi yoksa 1p/19q kaybinin olumlu etkisi mi

oldugu tartismalidir (67).
3.9.4.1zositrat Dehidrogenaz (IDH) Gen Mutasyonu

Izositrat dehidrogenaz, peroksizomlarda ve difiiz olarak sitoplazmada lokalize,
izositratin alfa keto glutarata oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden ve bdylelikle
NADP-+’den NADPH olusturan, ii¢ izoforma sahip bir enzimdir. Ilk iki izoform (IDH1 ve
IDH2) NADP+ bagimlidir. IDH1 sitozolik, IDH2 ise mitokondrial bir enzimdir. Ugiincii
izoform, IDH3 ise NAD+ bagimli mitokondrial bir enzimdir. Kromozom 2q33.3’de lokalize
izositrat dehidrogenaz-1 (IDH1) geni insanlarda sitozolik NADP+ bagmli izositrat
dehidrogenaz enzimini kodlayan gendir (Sekil 3) (68).
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23



IDH, izositrat1 alfa ketoglutarata doniistiirerek, NADPH’nin indirgenmesini saglar. Bu
iiriin 6nemli bir hiicre i¢i anti oksidan olan indirgenmis glutatyonun yeniden iiretilmesinde
kullanilir. Indirgenmis glutatyonun artmasiyla apoptoza ve oksidatif hasara karsi korunma
saglanir. Bu durum; oksidatif hasar yoluyla etki eden kemo-radyoterapiye diren¢ anlamina da
gelmektedir. IDH’de mutasyon varsa bu reaksiyonlar sekteye ugrar ve hiicre oksidatif hasara
acik hale gelir. Bunun sonucunda genetik instabilitenin yan1 sira, tiimor hiicrelerinde kanser
tedavilerine duyarlilik da gozlenmektedir (69).

Parsons ve ark. ilk olarak 22 glioblastom vakasinda IDH mutasyonuna dikkat ¢ekmistir.
2008’de GBM’lerin %12’sinde IDH mutasyonu saptandigi belirtilmis ve IDH mutasyonunun
glial timorogenezdeki roliine vurgu yapilmistir (70). Takip eden donemde 6 merkezden 1010
glial timor iizerine yapilan genis bir calismada Reifenberger ve ark. tarafindan IDH
mutasyonunun glial tiimérogenezde yer aldigi kesinlestirilmistir. Bu caligsmalarda IDH
mutasyonunun diisiik dereceli ve anaplastik oligodendroglial, astrositik ve mikst
oligodendroglial tiimdrlerin biiyiik gogunlugunda bulundugu ortaya konulmustur (71).

IDH mutasyonunun 1p/19q kaybindan ya da TP53 mutasyonundan 6nce ortaya
ciktigmmin  kanitlart g6z Oniine alindiginda, IDH mutasyonlarinin glial dncii hiicrelerde bir
erken onkojenik faktor oldugu, IDH mutasyonunu oligodendrogliomlarda sirastyla 19q ve 1p
delesyonlarmin takip ettigi disiliniilmektedir. Glial tiimoérogenezde, glial Oncii hiicrede
meydana gelen bir somatik IDH mutasyonu sonrasinda; 1p/19q kaybi olmasi halinde
oligodendrogliom yoniinde, tiimor baskilayici isleve sahip TP53’te mutasyon olmasi halinde
ise astrositom yoniinde diferansiyasyon oldugu kabul edilmektedir (4).

Glial tiimorlerde IDH1 mutasyonlarinin yaklasik %90’1in1 arginin yerine histidinin
geldigi R132H mutasyonu olusturmakla birlikte, 132G, 132C, 1328 gibi mutasyonlar da ¢ok
daha az oranda goriilebilmektedir (72). IDH1’de goriilen farkli mutasyon tipleri arasinda
sagkalim agisindan fark goriilmedigi bildirilmektedir (72). IDH mutasyonlarinin yaklasik
%3’den azi ise mitokondrial izoform olan IDH2’de (R172 alaninda) goriilmektedir (73).
IDH2 mutasyonunun daha c¢ok oligodendroglial histoloji ile iliskili oldugu da belirtilmektedir
(74). IDH1 mutasyonu ve IDH2 mutasyonu birbirini diglayicidir (73).

Xu ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, prolil hidroksilazin, IDH1 gen
mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan 2 hidroksiglutarat ile kompetitif olarak inhibe edilen alfa-
ketoglutarat bagimli ve yapisal olarak alfa-ketoglutarata benzeyen dioksijenazlardan sadece

bir tanesi oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu c¢aligmada alfa-ketoglutarat bagiml
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dioksijenazlarin inhibisyonunun histonlarda ve DNA metilasyonunda “genom wide” degisime
sebep oldugu, bunun da tiimor olusumunda etkili oldugu sonucuna vartlmigtir (49).

IDH1-R132H ile iliskili birka¢ hipotez 6ne siiriilmiistiir. Mutasyona ugramis IDH1 hem
fonksiyon kaybi hem de fonksiyon kazanimina sebep olabilmektedir. Fonksiyon kaybi sz
konusu oldugunda izositratin oksidatif dekarboksilasyonu sonucunda azalma olur. Boylece
alfa-ketoglutarat ve NADPH diizeyleri diismektedir. Fonksiyon kazanimi oldugunda ise alfa-
ketoglutaratin 2-hidroksiglutarata NADPH bagimli rediiksiyonu meydana gelmekte, 2
hidroksiglutarat diizeyleri yiikselmektedir. Bu bilgiye gore IDH mutasyonunun bir onkogen, 2
hidroksiglutaratin da onkometabolit oldugu sdylenebilmektedir (73). Normalde bu metabolit
hiicrelerde ¢ok diisiik oranda mevcuttur (35).

Difiiz gliomlarda sitozolik NADP +/- bagimli izositrat dehidrogenaz (IDH1) enzimini
kodlayan gende meydana gelen cok sayidaki spontan mutasyonun varligt ortaya konulmustur
(70). Mitokondriyal NADP +/- bagimli izositrat dehidrogenaz (IDH2) enzimini kodlayan
genin mutasyonu ise daha az oranda goriilmektedir (73).

IDH mutasyonuna bagli gliom olusumunda rol aldig1 diigiiniilen mekanizmalar arasinda
artan oksidatif stresin mutajenik etkisi ile, HIF1a (Hipoksi ile indiiklenebilir faktor, alfa)’nin
stabilizasyonu sonucu artan anjiogenez ile histon ve DNA hipermetilasyonuna neden olan
epigenetik degisimdir (75).

Gliomlarda goriilen CpG boélgelerinin metillenmesi fenotipi (‘glioma-CpG island
methylator phenotype’-G-CIMP) ile IDH mutasyonlar1 arasinda siki bir korelasyon
bulunmaktadir ve bu fenotip DNA ve histon demetilazlarini inhibe eden 2-hidroksigluteratin
birikmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir (75).

IDH1/2 mutasyonu en ¢ok derece II-111 gliomlarda ve sekonder GBM’de saptanmustir
(76). Primer GBM’de ise yok denecek kadar az siklikta gériilmektedir ve diisiik dereceli diger
gliomlarda izlenmemektedir. Bu sayede difiiz gliomlarin pilositik astrositom, pleomorfik
ksantoastrositom ve diger diisiik dereceli glial timorlerden ayirici tanmisinda kullanilmaktadir
(73).

IDH mutasyonlari, ¢ogunlukla primer GBM’lerde gozlenen 10. kromozom kaybi ve
EGFR amplifikasyonu ile ters yonde iligkilendirilmistir. Bu durum morfolojik benzerliklerine
ragmen primer ve sekonder GBM’lerin farkli kokenden tiimorler oldugu diislincesini
desteklemektedir (76).

IDH mutasyonu olan gliomlar IDH mutant olmayan gliomlara gore daha geng yaslarda
goriilmektedir (77). Cocuklardaki gliomlarda ¢ok nadir olmakla birlikte 14 yas ve daha biiyilik
adolesanlardaki gliomlarda sik¢a goriilmektedir (73).
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IDH1 mutasyonu oranlari1 ilk yayinlarda OD’de %42.9-%100, AOD’de %46-%100,
OA’da %49-%100, AOA’da %63-%100, primer GBM’de %1.8-%19.4; sekonder GBM’de
%15.4-%84.6 olarak verilmektedir (33).

IDH mutasyonlar1 glial tiimorler disinda kartilajindz timorler ve AML gibi diger
neoplazilerde de goriilmektedir. Ancak IDHI mutasyonu olan gliomlu hastalarda iyi
prognostik bir belirtegken, AML’li hastalarda prognostik etkisi s6z konusu degildir (75).

Bugiin patoloji laboratuarlarinda glial tiimorlerde IDH mutasyonu aragtirmasi olarak en
cok kullanilan yontem, en sik nokta mutasyonunu, oldukg¢a duyarli olarak saptayan IDHI
R132H primer antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal incelemedir. IDH mutasyonunu
saptamada Sanger metodu, altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak mutasyonun tespiti
icin en az %20 oraninda mutant alel gerekmekte, bu da DNA analizi i¢in kullanilacak
kesitlerdeki hiicrelerin %40’indan fazlasinin tiim6r olmasimi gerektirmektedir. Timor
iceriginin disiik oldugu oOrneklerde yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir. Alternatif
siralama metodu olarak kullanilan “pyrosequencing” potansiyel olarak daha duyarli bir
yontem olarak nitelendirilmistir (71).

Kullanilan yontem patoloji laboratuarinin imkanlarina ve alt yapisina gore degisiklik
gostermektedir ve immiinohistokimya yontemleri genel olarak en yaygin uygulama olmaya
devam etmektedir. Tekrar onemle belirtilmelidir ki, immiinohistokimya yontemi ile tiim
mutasyonlar degerlendirilemediginden, bir tiimoriin “IDH-mutant olmayan” seklinde
siniflanabilmesi i¢in IDH1 R132H immiinohistokimya boyanmasi negatifse takiben IDH1
geninin 132. dizininin ve IDH2 geninin 172. Dizininin gen siralamast yontemlerinden biri ile
degerlendirilmesi gerekmektedir. DSO 2016 SSST smiflamasina gore, gen siralamasimin
yapilamadig1 vakalara “difiiz gliom, NOS” seklinde tani1 konulmalidir (1).

DNA dizi yontemlerinin ve immiinohistokimyanin karsilagtirildigi bir c¢alismada
immiinohistokimyanin  duyarliigi %94, ozgilligli %100 olarak bildirilmis ve
immiinohistokimyanin gegerli bir yontem oldugu sonucuna varilmigtir (73).

IDH mutasyonunun difiiz gliomlarda histolojik dereceden bagimsiz olarak kuvvetli bir
prognostik etken oldugu gosterilmistir (72). Daha uzun sagkalim, daha iyi prognoz ile iliskili
oldugu, bagimsiz ve kuvvetli bir prognostik faktdr oldugu, ancak tedavi yanitini tahmin edici
bir yonii bulunmadig bildirilmektedir (72).

IDH mutasyonunun diger genetik degisikliklerle iliskisine bakildiginda TP53
mutasyonu (%94) ve ATRX inaktivasyonu (%86) ile giiclii bir iligkisi oldugu saptanmistir (6).

IDH mutant olmayan derece Il ve Ill gliomlarda ise daha az oranda p53 mutasyonu

(%15-25) goriilmektedir ve ¢ogunlukla 1p/19q kayb1 bulunmamaktadir (78).
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IDH mutant olmayan tiimorlerle mitotik indeks yakindan iligkiliyken, IDH mutant
timorlerle mitotik indeks iligkisi saptanmamustir (22).

Ki-67 proliferatif indeksi ile, dereceden bagimsiz olarak, IDH1 mutasyonu arasinda
giiclii bir korelasyon vardir. Bununla birlikte IDH1 mutasyon durumu ne olursa olsun

Ki67<30 olan hastalar Ki-67>30 olan hastalara gore daha uzun yasamaktadirlar (77).
3.9.5.ATRX mutasyonu

Alfa-talasemi mental retardasyon sendrom X geni (ATRX) X kromozomunda g21.1°de
yerlesimlidir. H3.3-ATRX-DAXX kromatin yeniden diizenleyici yolagina ait bir proteini
kodlar. ATRX genindeki mutasyonlar gesitli gelisimsel anomalilere sebep olur. Bunlar;
mental retardasyon, fasial dismorfizm, iirogenital anomaliler ve alfa talasemidir (8).

Tiim 6karyotik kromozomlarm 3 ucunda bulunan ve tekrarlayan niikleotid dizilerinden
olusan telomerler, her mitoz bolinme ile biraz kisalarak hiicre émriiniin belirlenmesinde rol
oynar. Telomeraz kendi RNA molekiiliinii tasiyan, bu RNA’y1 kalip olarak kullanip
telomerlere yeni niikleotidler ekleyen bir ters transkriptaz enzimidir. Tiimdr hiicreleri sinirsiz
bliyiime amaci ile telomer uzunluklarim1 koruyan mekanizmalar gelistirmektedirler. Bu
mekanizmalardan biri telomeraz enziminin devamli islevselligine dayanirken, digeri
telomerazdan bagimsiz alternatif telomer uzamasi (‘alternative lengthening of telomeres’-
ALT) seklindedir. ALT yolagini kullanan kanserin bir ¢ogunda ATRX veya DAXX (death-
domain associated protein) genlerinde mutasyonlar izlenmektedir. Mutasyonlar genin
tamamina yayilmis durumdadir ve ¢gogunlukla aminoasit sentezinin erken sonlanmasina neden
olan gergeve kaymasi veya anlamsiz (nonsense) nokta mutasyonlari seklinde, daha ender
olarak da yanlig anlamli (missense) nokta mutasyonlar1 seklindedir (79).

ATRX, perisentrik heterokromatin ve telomerdeki H3.3 histon varyanti
birlestirilmesinin yani1 sira ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgeleri i¢in de
gereklidir. ATRX ve DAXX (death-domain associated protein) histon protein H3.3 ile
etkilesen bir kompleks olustururlar. Bu kompleks, kromatini ve telomeri birlestirir. Bu
birlesme gergeklesmediginde genom stabilizasyonunu yitirir ve DNA metilasyonu
bozukluklari, mitozda anormal kromozom kiimelenmesi, mayozda kromozom ayrisma
anomalileri ve telomer disfonksiyonu gibi pek ¢ok anomali meydana gelir (80).

ATRX mutasyonu ilk olarak a-talasemi mental retardasyon X sendromunda saptanmissa
da, daha sonra bir dizi neoplazmda bu mutasyonun varlig1 gosterilmistir. Bunlar pankreatik

noroendokrin tiimor, ndroblastom, myelodisplastik sendrom ve SSS timorleridir (81-83).
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ATRX mutasyonu glial tlimoérlerde de saptanmis ve gliomagenezde rolii oldugu
belirlenmistir. Ik defa 2011 yilinda eriskin ve pediatrik GBM’lerde ve astrositik tiimorlerde
ATRX mutasyonu tespit edilmis ve bu mutasyonun genomik instabiliteden sorumlu oldugu
diistintilen telomerazin alternatif uzatilmasi (alternative lengthening of telomeres (ALT) ) ile
anlamli bir iligkisi oldugu gosterilmistir (79).

ATRX mutasyonu, protein inaktivasyonu ve ekspresyon kaybiyla sonuglandigi i¢in
immiinohistokimyasal olarak negatif goriilmektedir. Dolayisiyla Astrositik seri tiimorlerde
ATRX mutasyonu var ise c¢evre nonneoplastik damarda, noronal, glial ve mikroglial
hiicrelerde de pozitif olarak ekspresyon goriilmektedir. Boylece immiinohistokimyasal
caligmalarda internal kontrol olarak kullanilmaktadir (6). ATRX proteini fizyolojik olarak
mutant olmadiginda ise hiicre nukleusunda eksprese olmaktadir.

ATRX mutasyonlarinin tespitinde de Sanger dizileme yontemi altin standart olarak
kabul edilmekle beraber, mutasyonlarin genin tiim eksonlarina yayilmis olarak bulunmasi bu
yontemin rutin patoloji laboratuarlarinda kullanimin1 zorlagtirmaktadir. Telomere 6zgiin FISH
yontemi ile test edilebilen ALT fenotipi ile pankreatik ndroendokrin tiimorlerdeki ATRX ve
DAXX mutasyonlar1 ve gliomlardaki ATRX mutasyonu arasinda miikemmele yakin
korelasyon goriilmektedir. Benzer sekilde, ALT fenotipi ile immiinohistokimyasal boyamada
ATRX kaybr1 arasinda miikkemmele yakin korelasyon goriilmektedir (84). Uyusmazlik izlenen
vakalarin ¢ogunda yanlis anlamli mutasyonlar sonucu fonksiyon gdstermeyen anormal bir
ATRX proteini sentezlenmekte, ancak immiinohistokimya boyama yontemleri proteininin
varligin1 gosterdigi i¢in yanlis negatif sonu¢ alinabilmektedir. Bu durumda FISH ile ALT
caligsmast yapilabilmektedir. Bunun disinda, gen siralamasi yontemi ile tespit edilebilen
mutasyon gostermeyen ancak immiinohistokimya yontemi ile protein kaybi gosteren
vakalarda, ATRX ekspresyonunu diizenleyen diger genetik ve epigenetik mekanizmalar
oldugu diistiniilmektedir. Bu vakalarda mutasyon olmamasina ragmen ALT fenotipi de
izlenmektedir (84). Bu nedenle, bu son grubun “yanlis pozitif” sonug¢ olarak yorumlanmasi
yerine, ATRX immiinohistokimya boyasimin ALT fenotipinin belirlenmesinde ATRX gen
siralamasindan daha duyarli oldugunu kabul etmek de yanlis olmayacaktir.

Immiinohistokimyasal niikleer ATRX ekspresyon kaybi oranlar1, oligoastrositom
tanisin1 da igeren Onceki c¢alismalarda, AA’larda %80.8, AOA’larda %68.4, A’larda %56,
primer GBM’lerde %26.3, AOD’lerde %37.5, OD’lerde %20 ve OA’larda % 0 olarak
verilmektedir (36).

ATRX mutasyonunun giincel yaklasimda astrositik tiimorlere 6zgii oldugu sdylenebilir

(79). Immiinohistokimyasal olarak uygulanan ATRX ile OD hiicrelerinde niikleer pozitifligin
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devam etmesi, ekspresyon kaybinin olmamasi astrositomdan ayirici onemli bir genetik
degisikliktir (6).

Astrositik tiimorlerde ATRX kaybi Tp53 mutasyonundan daha sik goriilmektedir.
Haarlem konsensusunda da fikir birligine varildigi gibi genetik degisiklikleri saptarken
ATRX, p53’e tercih edilmektedir (85).

ATRX mutasyonu 2016 DSO SSST smiflamasindaki tanisal olan molekiiler
degisiklikler arasinda olmamakla beraber, gliomlarin ayirici tanisinda kullanilan faydali bir
belirtegtir. Siklikla IDH mutasyonu ile beraber bulunmasi ve 1p/19q kaybi ile birbirlerini
dislamalar1 nedeni ile tanitya ¢ok yardimcidir. Ancak prognozu belirlemede diger molekiiler
belirteglerden bagimsiz bir rolii olup olmadigi heniiz net degildir (9) (49). Derece Il ve IlI,
IDH-mutant olan, 1p/19q kaybi olmayan difiiz gliomlar (=Astrositom) arasinda, ATRX
degisikliginin varligi olumlu prognostik sonuglarla iliskilendirilmistir (86). ATRX ekspresyon
kayb1 olan tiimorlerin daha iyi prognoza sahip oldugunu gosteren calismalarda ortalama
yasam 31-55 ay bulunmustur (87).

Bu sonuglarin gelecekteki ¢alismalar ile dogrulanmasi durumunda IDH-mutant diisiik
dereceli gliomlari, IDH-mutant/ 1p19q kaybi olan, IDH-mutant/ATRX-mutant ve sadece
IDH-mutant olarak {ige ayirmak miimkiin olabilecektir. ATRX mutasyonunun prognostik
degerinin her tiimor tipi i¢in farkli oldugu bilinmektedir. Pankreatik ndroendokrin tiimdrlerde
ATRX ekspresyon kaybi daha agresif fenotipken gliomlarda ATRX ekspresyon varligi iyi
prognozla iligkilendirilmistir (79).

3.9.6.PDGFR (Trombosit tiirevi biiyiime faktorii reseptorii)
Amplifikasyonu

PDGF bag dokusu ve glia i¢in major mitojendir. A ve B zincirlerinin
kombinasyonundan olusur. Bu ligandlar tirozin kinaz reseptor ailesinden olan PDGFR- a
PDGFR-B reseptorleri tarafindan taninir (88). PDGFR- a, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-AB ve
PDGF-C formlarin1 baglarken, PDGFR-83, PDGF-B formunu daha yiiksek, AB formunu daha
diistik afinitede baglar (89).

PDGFR-a geni, kromozom 4q12 iizerinde lokalizedir. PDGFR- o geni reseptor tirozin
kinazlar (RTK’ler) adi verilen protein ailesinin iiyesi olan PDGFR-o yapimini saglar.
Reseptor tirozin kinazlar, sinyal iletimi yoluyla hiicrenin yiizeyinden hiicrelere c¢ogalma,
metastaz yapma, apopitozdan kagis sinyalleri gonderir. PDGFR-a proteini, hiicre yiizeyindeki

reseptore baglandiginda PDGFR-o proteinini aktive eder, sonucta belirli pozisyonlara bir
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oksijen ve fosfor atomu kiimesi (fosfat grubu) ekleyerek hiicre i¢indeki diger proteinleri
aktive eder (fosforilasyon adi verilen bir siire¢). Bu siireg, ¢coklu sinyal yolaklarinda bir dizi
proteinin aktivasyonuna neden olur (Sekil 3) (89).

PDGFR-a proteini tarafindan uyarilan sinyal yollari, hiicre ¢ogalmasi, boliinmesi ve
hiicre sagkalimi gibi birgok Onemli hiicresel islemi kontrol eder. PDGF sinyali gonadlar,
akciger, barsak, deri, santral sinir sistemi, iskelet, damar, kardiyak ve kranial noral krest
gelisimi i¢in Onemlidir (90). PDGFR-a noral krest migrasyonu ve patogenezinde rol
almaktadir. Buna ragmen PDGFR-’nin rolii ve birbirleri arasindaki iligki tam olarak belli
degildir (90).

PDGF disinda da PDGFR-a’y1 aktive eden molekiiller de mevcuttur. PDGF olmayan
proteinler, kendi reseptorlerine baglanirlar ve PDGFR-a monomerlerinin kinaz aktivitesini
baski altina alan hiicre i¢i olaylar tetiklerler. PDGFR-a’y1 dolayl olarak aktive eden hiicre ici
olaylar arasinda, PDGFR-a’y1 fosforile eden Src ailesinin kinazlarini aktive eden reaktif
oksijen tiirlerinin yiikselmesi bulunmaktadir. Aktivasyon modu, PDGFR-o’nin aktif kalma
stiresini belirler. PDGFR-o’nin kalic1 aktivasyonu (yarilanma omrii 120 dakikanin iistiinde),
PDGFR-a monomerler aktive edildiginde olusur (91).

PDGFR-o genindeki nokta mutasyonlari, ligand baglanmadan harekete gegirilen bir
PDGFR-a proteinine neden olabilir. Sonu¢ olarak, sinyal yolaklar1 siirekli olarak agilir
(yapisal olarak aktive edilir) ve bu da hiicrelerin cogalmasini ve uzun siire hayatta kalmasini
saglar. PDGFR-o gen mutasyonlar1 sonucu olusan hastaliklar arasinda en bagta
Gastrointestinal stromal timér (GIST) gelmektedir (92). GIST li hastalarda, kinaz aktivitesini
aktive eden PDGFR-o’da mutasyonlar vardir. Bu gibi hastalar PDGFR’ler de dahil olmak
iizere ¢esitli tirosin kinazlarin kinaz aktivitesini bloke eden inhibitdrlerden yararlanmaktadir.
Dolayistyla, PDGFR-a’nin yapisal aktivasyonuyla sonuglanan mutasyonlar, hastalardaki
tiimorlerin gelisiminde rol oynar. PDGFR-a’y1 aktive etmenin diger yollar1 (asir1 ekspresyon
veya PDGF’lerle birlikte ekspresyon), glioblastom ve sarkomu igeren diger tiimor tiirleri ile
iliskilidir (93). PDGFR-a iligkili bir diger hastalik kronik eozinofilik 16semidir (94).

2010 yilinda Ozawa ve ark. yaptigi calismada tim PDGFR-a amplifikasyonlari
glioblastomlarda saptanmistir (95).

PDGFR-a sinyal yolunun gliom gelisimi ve progresyonunda 6nemli bir yiiriitiicii oldugu
bilinmektedir (96).
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Sekil 3: Glial tiimor olusumunda PDGFR- o’ nin sinyal yolaklari

PDGFR-a’nin asir1 ekpresyonu, yiiksek dereceli astrositomlarda daha sik olmakla
birlikte diisiik dereceli astrositomlarda da bulunmaktadir. PDGFR-o’nin amplifikasyonu ve
asir1 ekspresyonu, sekonder GBM olusum yolu igin tipiktir ve p53 mutasyonu gibi ilk goriilen
degisikliktir. OD ve OA’larda beklenen bir genetik degisiklik degildir (88).

Yetiskin yiiksek dereceli astrositomlarda PDGFR-a amplifikasyonu reseptor tirozin
kinaz ailesi tyelerinden EGFR’den sonra goriilen 2. en sik genetik degisikliktir (96).
PDGFR-a amplifikasyonu pediatrik gliomlarda %29,3, yetiskin gliomlarda %20,9 oraninda
saptanmaktadir (96).

PDGFR-a ekspresyonu gliom hiicreleri igin spesifik degildir, az da olsa nonneoplastik
gliotik dokuda da ekspresyon goriilmektedir (96).

PDGFR-a gen bolgesindeki degisiklikleri saptamak igin kullanilan yontemlerin basinda
FISH ve DNA dizi analizi yontemleri gelmektedir. FISH, PDGFR-a kopya sayisini
belirlemek igin en basit ve en sensitif yontemdir (96). FISH ile AA’larin %20,9’unda
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PDGFR-o amplifikasyonu saptanmis olup, %9,5’inde yiiksek seviye amplifikasyon,
%11,4’linde diisiik seviyede amplifikasyon izlenmistir (96).

PDGFR-a amplifikasyonu denovo GBM’lerde astrositomlardan daha sik goriilmektedir.
GBM’lerin %22,5’inde amplifikasyon varken, bunlarin da %10,6’s1 yiiksek seviye, %11,9°u
diistik seviye amplifikasyon seklindedir (96). Yine ayni1 ¢alismada PDGFR-o amplifikasyonu
ile IDH1 (R132H) ekspresyonu birlikte degerlendirilmis ve IDH1 eksprese eden denovo
GBM’lerin %50’sinde PDGFR-a amplifikasyonu saptanmigtir. AA’larda bu oran oldukga
diisiik goriilmiis ve sadece %18,3’linde PDGFR- a amplifikasyonu saptanmustir (96).

PDGFR-a amplifikasyonunun prognostik etkisi tam olarak belli degildir (10). ilk tanm
aninda amplifikasyon saptanmasinin kotii sagkalimla iliskili oldugunu séyleyen caligsmalar
mevcut olup AA tanili hastalarda tanidan sonraki ortalama yasam siiresi 3 yil olarak
verilmistir (89). Pediatrik yiiksek dereceli astrositik tiimorlerde amplifikasyon prognostik
degilken yetigkinlerde genellikle GBM’lerde tanimlanan PDGFR-o amplifikasyonu ve IDH1
mutasyon birlikteligi bagimsiz prognostik faktorlerdir. IDH1 mutant denovo GBM’lerde
PDGFR-a amplifikasyonu kotii yasam siiresiyle iliskilidir (96).

3.9.7.EGFR Amplifikasyonu

Epidermal biiylime faktorii reseptérii (EGFR), transmembran tirozin kinaz
reseptorlerinin ErbB ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin iiyeleri ErbB1 (EGFR ya da HER1),
ErbB2 (Neu ya da HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4’tiir (HER4). EGFR’nin uyarilmasi
sonucu Ras ve PI3K yolaklar1 araciligiyla hiicrenin ¢ogalmasi saglanir. EGFR’nin asir1
etkinligi ozellikle malign glial tiimorlerde tiimoral gelismeden sorumludur. EGFR
amplifikasyonu glial tlimoérlerde agirlikli olarak yliksek dereceli olanlarda saptanmaktadir.
GBM’lerin %36-40’1inda EGFR amplifikasyonu gozlenmektedir (97).

EGFR ekspresyon durumunu tespit etmede immiinohistokimyasal yontem ve FISH
yontemi en sik olarak kullanilan yontemlerdir. DNA dizi analizi de kullanilabilecek bir diger

yontemdir (98).
3.9.8.BRAF Mutasyonu

BRAF mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolagini kullanan bir serin/treonin
kinazdir. Gliom dahil olmak tizere ¢esitli kanserlerde protoonkogen olarak islev gormektedir
(99). Baska bir genin flizyonu veya mutasyonu ile aktive olabilmektedir. En sik goriilen

mutasyonel varyant BRAF-V600E olup, pleomorfik ksantoastrositomlarin %350-60’1nda,
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pilositik astrositomlarin yaklasik %10’unda, gangliogliomlarin %20-75’inde ve anaplastik
gangliogliomlarin %50’sinde goriilmektedir (100). Eriskin yiiksek dereceli astrositomlar ve

diger difiiz gliomlarda ¢ok nadir goriilmektedir (%2-5) (99).

BRAF geni, 7. kromozomun uzun kolu (7q34) iizerinde yer alir ve 18 ekzondan olusur.
Mutasyonlar, siklikla ekzon 15 igerisinde yer alan kodon 600 bolgesinde (V600A, V600D,
V600E ve V600KRM) ve 11. ekzonda gozlenir. Siklikla DNA dizi analizi yontemiyle tespit
edilmektedir. Ayrica son yillarda bu nokta mutasyonuna spesifik gelistirilmis VEI primer

antikoru ile immiinohistokimyasal yontemin de yararli oldugu belirtilmektedir (100).
3.9.9.PTEN Delesyonu

Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), insanlarda PTEN geni tarafindan kodlanan bir
proteindir. PTEN geni 10g23 bolgesinde lokalizedir. PTEN geninin mutasyonlari, birgok
kanser gelisiminde rol oynamaktadir. Bu gen, yiiksek frekansli ¢ok sayida kanserde
mutasyona ugramis bir tiimor baskilayici olarak tanimlanmistir. PTEN tarafindan kodlanan
protein, fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat 3-fosfatazdir. Hiicrelerdeki fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfatin hiicre igindeki diizeylerini olumsuz sekilde diizenler ve Akt / PKB sinyal yolunu
negatif olarak diizenleyerek bir tiimor baskilayici olarak islev gortir (101).

Glial timorlerde PTEN ile ilgili olarak delesyon ve mutasyon incelemeleri ile PTEN
alani1 da iceren 10q heterozigosite kaybi incelemeleri yapilmaktadir. Oligodendroglial
timorlerde nadir olarak goriilebilen 10q heterozigosite kaybinin, kotii prognoz ile iliskili
oldugu disiinilmektedir (102).

PTEN delesyonu daha ¢ok GBM’lerde, 6zellikle de primer GBM’lerde goriilmektedir.
Yayinlarda PTEN delesyonunun klasik GBM’lerde %60-%100, OD’de %4.5-%12; AOD’de
%10-58; OA’da %0-%3; AOA’da %0-%13 oraninda goriildiigi bildirilmektedir (103).

PCR veya FISH yontemiyle PTEN delesyonu saptanan ¢aligmalar mevcuttur (103,104).

3.10.PRATIK PATOLOJIK YAKLASIM

Yeni DSO smiflamasindaki bircok taniya ulasmak icin molekiiler degisikliklerin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu molekiiler belirte¢lerden hangilerinin yapilacagi ve nasil
bir sira ile uygulanacagi her patoloji laboratuarinin altyapisina bagli olarak belirlenmesini
laboratuarin kendisine birakmistir. Genel olarak, morfolojik agidan oligodendrogliom ile

uyumlu bir difiiz gliomun tanisinda IDH mutasyonunun ve 1p/19q kaybinin gosterilmesi
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gerekmektedir. IDH1 R132H mutasyonunu gésteren immiinohistokimya negatif ise, taninin
dogrulanmasi i¢in IDH1 ve IDH2 genlerinin arastirilmasi gerekmektedir. Morfolojik olarak
astrositom ile uyumlu vakalarda ise IDH mutasyonu 6nce immiinohistokimya sonra gerekirse
gen siralamasi ile degerlendirilmelidir. Yine astrositomlarda immiinohistokimya
degerlendirmesinde ATRX kayb1 ve/veya p53 artis1 taniy1 desteklemede kullanilabilmektedir.
Morfolojik olarak astrositom ile oligodendrogliom ayirimi yapilamayan tiimorlerde IDH
saptanmasi gerekli iken, immiinohistokimyasal ATRX ve FISH ile 1p/19 kaybinin test
edilmesi tanida Onem tasimaktadir. IDH mutasyonu tasimadigr negatif IDH1 R132H
immiinohistokimya sonucunu takiben gen siralamasi ile teyit edilmis bir difiiz gliom, erken
tan1 almis veya yetersiz drneklendirilmis bir GBM olabileceginden, secilmis vakalarda primer
GBM’ye ait molekiiler degisikliklerin (TERT mutasyonlari, EGFR amplifikasyonu, PTEN
kayb1 velveya 9q kaybi gibi) arastirilmasi imkan dahilinde ise tani igin yararli olacaktir.
Ozellikle geng eriskinlerde, IDH mutasyonu tasimayan difiiz gliomlar “pediatrik tip
gliomlar” olabileceginden, se¢ilmis vakalarda H3K27M mutasyonu ve BRAF fiizyonu gibi

molekiiler testlerin yapilmasi uygundur.
3.11.GLIiIAL TUMORLERDE PROGNOZ VE SAGKALIM

Glial tiimorlerde klinik ya da patolojik pek cok faktdr prognostik ya da prediktif degere
sahiptir. Tiimdriin derecesi prognostik faktorlerden biridir. DSO derecelendirme sistemi ile
sagkalim ve tedaviye cevap ongoriilebilmektedir. Derece II timdrlerde sagkalim genellikle 5
yildan fazlayken, derece IIl tiimorlerde 2-3 yil, derece IV tiimorlerde ise 1 yildan az
olmaktadir (6).

Glial timorlerde diger prognostik faktorler klinik bilgiler (hastanin yasi, performansi,
timoriin lokalizasyonu), radyolojik oOzellikler, cerrahi rezeksiyon genisligi, proliferasyon
indeks degeri ve genetik degisikliklerdir. Ozellikle genetik degisiklikler giin gectikce daha
onemli hale gelmeye baslamistir. Difiiz gliomlarda sik goriilen genetik degisikliklerin
prognostik derecelerinin 6zeti Tablo 2°de Ozetlenmistir. Her tiimdr i¢in bu parametrelerin

tlimiiniin birlikte degerlendirilmesiyle prognoz hakkinda daha dogru bilgi edinilmektedir (6).
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DSO Derece II-I11 difiiz gliom

IDH 1/2 mutant IDH 1/2 mutant olmayan tip

1p/19q kayipsiz

1p/19q kayiph ATRX mutasyonu
PDGFR-a amplifikasyonu

TP53 mutasyonu

Molekiiler Molekiiler Molekiiler yiiksek dereceli astrositom-
oligodendrogliom astrositom GBM
En iyi prognoz Ara prognoz En kotii prognoz

Tablo 2: Molekiiler degisikliklerin prognoz ile iliskisi

Son doénemde yapilan ¢alismalarda hastanin yasinin sagkalim {izerinde ¢ok kuvvetli bir
etkisi oldugu saptanmustir. 18-30, 30-40, 40-50 ve 50 {istii yaslarindaki 4 grup hasta
incelendiginde en kotli prognozlu, sagkalim siiresi en kisa olan grup 50 yas {istii grup olarak
bulunmustur. Ancak gelisen molekiiler inceleme yontemleriyle, IDH mutasyonu saptanan
hastalarin yasinin sagkalima daha az etkili oldugu goriilmiistiir (25).

Genetik 6zelliklerden bagimsiz olarak glial tiimorlerin prognostik siralamasi yapilacak
olursa en 1yi prognozlu oligodendrogliom, sonra oligoastrositom ve en kotii prognozlu da
astrositomdur. Oligodendroglial tiimorlerde ortalama yasam siiresi 11,6 yil, astrositik
tiimorlerde de 5.6 yil olarak bildirilmektedir (105).

Oligodendroglial tiimdrler, astrositom ve oligoastrositom grubu tiimorlere gore daha iyi
klinik gidisli ve kemosensitif timorlerdir (105). Kolayca fark edilecek kadar yavas
biiyiimektedirler (47). AOD’de OD’ye gore sagkalim daha belirgin olarak etkilenmektedir
(44).

Kromozom 1p/19q kayipli OD’lerin MGMT promoter, IDH1 mutasyonlart ve son
yillarda tanimlanan CpG adacik metilator fenotipi (G-CIMP) gibi birtakim pozitif prognostik
belirtegleri de igerdigi gosterilmistir (73). Bu belirtegler diisiik dereceli A’lardan kaynaklanan
sekonder GBM’lerde de gozlenmektedir ancak diigiik dereceli A’lart disiik dereceli
OD’lerden aywran, molekiiler patogenezde rol oynayan en O6nemli fark 1p/19q kombine
kaybinin siklikla oligodendrogliomda, p53 mutasyonunun ise siklikla astrositomda

gozlenmesidir (47).
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Astrositom ve ependimom gibi diger gliomlardan farkli olarak oligodendrogliom
kemosensitiftir (alkilleyici ajanlardan temozolomid, PCV ya da prokarbazin ile 1-(2-kloretil)-
3-siklohegzil-L-nitroziire ve vinkristin ile kombinasyon tedavisine iyi yanit verir), yavas
ilerler ve prognozu 6nceden tahmin edilebilir (47).

A’larda ise tam1 koydurucu molekiiler parametrelerin varligina karsin prognostik
faktorler sinirhidir. Genetik degisiklikler icinde IDH mutasyonu ve 1p/19q kaybinin varligi iyi
prognostik belirteglerdir. Bu iki molekiiler belirtece gore prognoz siralamasi yapilacak olursa
IDH mutant ve 1p/19q kayb1 olan tiimérler en iyi prognozlu, IDH mutant olmayan tiimorler
en kotii prognozlu, IDH mutant ve 1p/19q kayipsiz olan tiiméorler ara prognozludur (Tablo2)
(52).

IDH mutant olmayan gliomlarin primer GBM’ye benzer sekilde genetik karakteristik
ozellikleri ve agresif klinik davranis gosterdikleri bildirilmistir. Bu mutasyona sahip AA ve
GBM’de genel sagkalimin belirgin olarak yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu mutasyon
ozellikle gen¢ hastalarda uzun siireli sagkalimi gosteren bagimsiz bir prognostik faktdrdiir
(106).

Giniimlizde  anaplastik  gliomlar i¢in mevcut olan tedavi  segenekleri
degerlendirildiginde IDH mutasyonlarinin tedaviye yanitta bir etkisi olmadig1 gosterilmistir
(=prediktif degil). Prognostik faktor olan 1p/19q kaybinin OD’lerde, terapiye olumlu yanit
alinacaginin (=prediktif degeri) gostergesidir (6).

3.12.FLORESAN IN SiTU HIBRIDIiZASYON (FISH)

Floresans in situ hibridizasyon (FISH) belli DNA veya RNA alanlarinin, iizerlerine
baglanabilen floresans (151ma) gosterebilen problar araciligi ile goriinebilir hale getirilmesi
yontemidir. Fikse edilmemis, taze Ornekler kullanilabilecegi gibi, formolde fikse edilmis,
parafine géomiilmiis 6rneklerde de calisilabilir. Metafaz ya da interfaz evresindeki hiicreler,
uygun problarla isaretlenerek degerlendirilir. Problarin i1simasi1 floresans mikroskobunda
incelenir. Yiksek Ozgiinliige sahip FISH problart kromozom iizerinde sentromerlere
(sentromer sayim probu [centromere enumeration probe — CEP]), kromozomun biitiiniine ya
da ilgilenilen gen bolgesine (lokusa 06zgii belirteg [locus specific identifier — LSI])
baglanabilecek sekilde tiretilebilir. Elde edilen 1s1manin yeri ve sinyal sayisi ile translokasyon,
amplifikasyon, delesyon durumlar1 gozlemlenebilir. FISH tekniginin One ¢ikan avantaji
morfolojik degerlendirmeye de izin veriyor olusudur. Karsit boya olarak kullanilan DAPT (4'-

6-diamidino-2-fenilindol)  goriintiisii, incelenen materyalin morfolojik  &zelliklerinin
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secilebilmesine olanak tanir. Incelenecek hiicrelerde deterjan etkili Tween 20 ve NP-40 gibi
sollisyonlar ve proteinaz K gibi proteazlar ile permeabilite saglanir. DNA denatiirasyonu igin
formamid ya da benzeri soliisyonlar kullanilir. Sonrasinda uygulanan prob, DNA’da hedef
bolgeye baglanir. Cift iplikli ise, probun da denatiirasyonu gereklidir. Prob uygulandiktan
sonra yiiksek sicaklik ile hem DNA’daki hedef bolgenin hem de probun birlikte
denatiirasyonu saglanir ve hibridizasyon olur. Problar kendilerine has belirlenen dalga
boylarinda 1s1ma yaparlar ve bu 1s1ma uygun filtreler altinda degerlendirilir (107).

Delesyon ve amplifikasyon degerlendirmeleri i¢in hedef gen alani sayisi, ayni
kromozomun sentromer bolgesi ile veya diger kolda farkli bir gen bolgesi ile sayisal olarak
kiyaslanir. Amplifikasyon ve delesyon degerlendirmelerinde laboratuarlarin kendi ¢alisma
kosullarina gore esik degerler belirlemeleri 6nerilmektedir. Olagan sayida sinyal igermesi
beklenen doku ve hiicrelerden ortalama degerler ve standart sapmalar elde edilir.
Amplifikasyon degerlendirmelerinde amplifiye hiicre sayisi, tiimor dis1 materyallerden
yapilan sayimlarda elde edilen ortalamanin en az 2 standart sapma iizerinde ise pozitif kabul
edilebilir (107).

Bir caligmada hedef ve referans sinyal oran1 amplifikasyon i¢in >2.0, delesyon igin ise
%20 ya da daha fazla hiicrede <0.85 olarak tespit edilmistir. Bir baska merkezde bu sinirlar
delesyon i¢in 0.80, amplifikasyon i¢in 1.30 olarak kabul edilmistir (108). Avrupa
Noropatoloji Dernekleri Konfederasyonu Arastirma Komitesi'nin destegiyle yapilan bir
prosediir ve protokol calismasinda Ip ve 19q delesyonlart i¢in, delesyon esik degerinin,
ortalamanin 3 standart sapma tizerinde olmasi 6nerilmektedir (50).

FISH ile PDGFR-o amplifikasyonu degerlendirmesi yapilan g¢alismada vakalar su
sekilde skorlanmistir; normal (artmis sinyal yok veya <%10 hiicrede <6 sinyal), polizomi
(>%10 hiicrede 2-6 sinyal), diisiik seviye amplifikasyon (<%10 hiicre >12 veya sayillamayan
sinyal veya >%40 hiicrede 6-12 sinyal), yliksek seviye amplifikasyon (>%10 hiicrede >12
veya sayllamayan sinyal). Hem diisiik hem de yiiksek seviye amplifikasyon PDGFR-a
amplifikasyonu olarak tanimlanmistir. 2013 yilindaki bu ¢alisma, PDGFR-o sinyalini
gosteren su ana kadar yapilmis en genis kapsamli yiiksek dereceli astrositom c¢alismasi
olmustur (96).

Diger calismada FISH yontemiyle gen amplifikasyonu, her nukleusta 6 veya daha fazla
sinyal varsa pozitif kabul edilmistir. Nukleustaki 3-5 sinyal andploidi, 2 sinyal ise diploid
(normal kopya sayisi) olarak kabul edilmistir (89).

Amplifikasyon tanimi igin bir baska Oneri de amplifikasyonun Klinikopatolojik

kullaniminin  Onciisii olan meme karsinomlarinda HER2 amplifikasyon kriterlerini
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kullanmaktir. Meme tiimorlerinde FISH ile HER2/CEP17 sentromer sinyal orani
degerlendirilmis ve >2 sinyal orani veya tek basina her hiicrede ortalama HER2 sinyal
oraninin >6 olmasi ile amplifikasyon sonucu verilmistir. PDGFR-o kopya sayisini
degerlendirmek i¢in de benzer oran kullanilabilmektedir. PDGFR-a /CEP4 sentromer oranina

gore ya da tek basina PDGFR-a sinyal sayisinda artisa gore amplifikasyon yorumunda

bulunulabilmektedir (109).
3.13.PCR YONTEMI

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA igerisinde yer
alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in
uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir.

Metot basitce tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda g¢ogaltilmasi esasina
dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da tanimlanan PCR; 94 °C-98 °C araliginda
gergeklestirilen denatiirasyon, 37 °C-65 °C araliginda gergeklestirilen tavlama ve 72 °C’de
gerceklestirilen uzama asamalarindan olusur ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasina
dayanur.

PCR yonteminin gelismesinde en biiylik katkiyir Taq Polimeraz enziminin bulunmasi
yapmistir ¢linkli bu enzim yiiksek sicakliklarda dahi dayanabilen tek enzimdir. Dr. Kary B.
Mullis 1980°li yillarda yaptigi PCR c¢alismalart ile 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel
Odiilii almustir.

Gen c¢ogaltilmas1 dahil PCR’nin bircok uygulamasi i¢in kalip DNA’ya tamamen
tamamlayici olan primerlere ihtiya¢ vardir.

PCR yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda kalitsal hastaliklarin
teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve DNA hesaplamasi gibi degisik konularda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. DNA  dizilemesi, bir DNA molekiiliindeki niikleotit
bazlarmin (adenin, guanin, sitozin ve timin) sirasinin  belirlenmesidir. ilk DNA dizileri
1970’lerin baslarinda tiniversite arastirmacilari tarafindan iki-boyutlu kromatografiye dayanan
zahmetli yontemlerle elde edilmistir. Otomatik analizle ¢alisan boya-tabanli dizileme
yontemlerinin gelisimiyle DNA dizilemesi ¢ok daha kolaylasmis ve birkag biiyiiklik
mertebesi hizlanmigtir (110).

Sanger ve ark. ¢aligmasinda DNA polimeraz ile tek sarmalli DNA’daki niikleotid

dizilerini belirlemek i¢in basit ve hizli bir yontem anlatilmigtir (111).
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“Pyrosekans”, sentezleme ile siralama ilkesine dayanan bir DNA sekanslama metodudur
(DNA'da niikleotidlerin sirasin1  belirleme). Sanger dizilimlerinden farklidir, ¢iinki
dideoksiniikleotitlerle zincir sonlandirmasi yerine, niikleotid birlesmesinde pirofosfat
salimmminin saptanmasina dayanir. Bir defada tamamlayici seridi, bir defada bir baz g¢ifti
sentezleyerek ve her adimda hangi tablonun eklendigini tespit ederek tek bir DNA zincirinin
dizilimine izin verir. Sablon DNA hareketsizdir ve A, C, G ve T niikleotidlerinin ¢ozeltileri
sirayla eklenir ve reaksiyondan ¢ikarilir. Isik, yalnizca niikleotid ¢oziimii sablonun
eslenmemis ilk tabanini1 tamamladiginda tretilir.

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak ig¢in kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas 6l¢iim aletleriyle birlestirilmesi, gergek zamanli(real-time)
PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. “Real-time” PCR’da
tirtinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir (110,111).

Yeni nesil sekanslama (NGS) teknigi son zamanlarda giindeme gelmis, DNA dizi
analizinde daha hizli, verimli ve giivenilir bir tekniktir. Gliniimiiziin karmagsik genetik
arastirma sorulari, geleneksel DNA siralama teknolojilerinin kapasitesinin 6tesinde bir bilgi
derinligi istemektedir. Yeni nesil siralama bu boslugu doldurdu ve bu sorular1 ¢6zmek i¢in
giinliik bir aragtirma arac1 haline geldi.

Yeni nesil sekanslama ile numune hazirlama ve veri analizi segenekleri, genis bir
uygulama araligina olanak tanir. Yeni nesil siralama ile;

e Biitlin genomlarin hizla dizilmesi

e Hedef bolgeleri derine dizmek i¢in yakinlagtirmak

e Yeni RNA varyantlarin1 ve ekleme yerlerini kesfetmek i¢in RNA diziliminden

yararlanmak veya gen ekspresyon analizi i¢cin mRNA’lar1 tam olarak 6lgmek

e Genom capinda metilasyon veya DNA-protein etkilesimlerini analiz etmek

e Insanlarda veya ¢evrede mikrobik cesitliligi incelemek miimkiin olmaktadir.
NGS'yi kullanarak, biitiin bir insan genomu tek bir giin i¢erisinde dizilenebilir. Buna karsilik,
insan genomunun sifresini ¢6zmek icin kullanilan 6nceki Sanger siralama teknolojisi ile on
yila ihtiya¢ vardir. Genom arastirmasinda NGS ¢ogunlukla konvansiyonel Sanger diziliminin
ne Real-time dizi analizinin yerini almasina ragmen, heniiz rutin klinik uygulamaya

doniistirilmemistir (110,111).
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3.14. IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI

Hiicredeki antijenleri veya proteinleri, isaretlenmis bir antikor ile baglayarak saptama
islemidir. Doku kesitleri iizerine belli antikorlar damlatilarak gercgeklestirilen ve pek ¢ok
asamasi olan bu yontem, tlimoriin koken aldig1 hiicre tipinin saptanmasi i¢in kullanilabildigi
gibi, kotii huylu tiimorleri iyi huylu tiimorlerden ayirmada veya kanserin tedavisinde secilecek
alternatiflerin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.

Spesifik molekiiler belirtegler, proliferasyon veya hiicre oliimii (apoptoz) gibi belirli
hiicresel olaylarin karakteristikleridir. Ayn1 zamanda biyolojik isaretin farkli boliimlerinde
biyolojik belirteclerin ve farkli sekilde ifade edilen proteinlerin dagilimini ve lokalizasyonunu

anlamak i¢in temel arastirmalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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4 MATERYAL VE METOD

4.1.0LGULARIN SECIMI, VERI TOPLANMASI VE
CALISMANIN DIZAYNI

Calismada 2011-2016 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’nda 2007 DSO SSST siniflamasina gore tan1 almis derece |1 ve derece
III oligodendrogliom, astrositom ve 2014 yilindan once tani almis mikst oligoastrositom
olmak tizere 60 vaka incelenmistir. Olgularin yas, cinsiyet, radyolojik olarak saptanan en
bliyiik timor ¢api, yerlesim gosterdigi lob, takip siireleri, 1 y1l ve 5 yillik yasam siireleri, Ki67
skoru, gorilintiilemede kontrast varligi; eksizyonun tipi, tliimoriin niiks bir timor olup olmadigi
ve sonrasinda hastada niiks timor gelisip gelismedigi bilgileri kayitlardan ve hasta veya hasta
yakinlarina ulasilarak elde edilmistir. Prognoz hesaplamasi yapilirken hastalarin ilk tani
aldiklar giin ve Aralik 2016 tarihleri arasindaki yasam bilgileri hesaba alinmistir.

Calismada 2007 DSO SSST histopatolojik siniflamasina gére 19 OD (%31.6), 10 AOD
(%16.6), 19 OA (%31.6), 8 AOA (%13.3), 2 A (%3 ), 2 AA (%3 ) olmak tizere toplam 60
vaka yer almistir. Vakalar rasgele se¢ilmis olup tiim vakalarda 2014 Haarlem entegre
smiflamast ve DSO 2016 SSST smiflamasmin &nermis oldugu genetik degisiklikler
arastirtlmistir. Saptanan genetik degisikliklere gore vakalar yeniden smiflandirilmistir.
Immiinohistokimyasal olarak oncelikle IDHI1 ekspresyonu arastirilmis ve mutant
saptanmayan vakalara ve testin dogrulugunu kanitlamak i¢in rasgele secilen ekspresyon
pozitif vakalara Sanger sekans DNA dizi analizi yapilmistir. IDH mutasyonunu takiben,
immiinohistokimyasal olarak uygulanan ATRX ve p53 sonucunda mutasyon saptanan vakalar
A veya AA tanisia alimmistir. IDH mutasyonunu takiben FISH ile 1p/19 durumu arastirilmis
ve 1p/19 kaybi olan vakalar histomorfolojik 6zelliklerinden bagimsiz OD veya AOD tanisina
alinmistir. Vakalarin derecelendirilmesi DSO 2016 SSST smiflamasinda onerildigi gibi
histomorfolojik kriterlerle yapilmustir.

Segilen olgularin parafine gomiilii dokularindan elde edilmis olan Hematoksilen& Eozin
boyali lamlar1 ve olgulara 6nceden rutin uygulanmis olan tiim immiinohistokimya lamlari
(IDH1, p53, ATRX, Ki-67) arsivden ¢ikarild1 ve yeniden incelendi. Vakalarin tiimiinde tani
sirasinda uygulanmis olan FISH 1p19q degerlendirmeleri bilgisayar ortaminda tekrar yapildi.

Belirlenen parafin bloklardan PDGFR-o FISH molekiiler yontemi i¢in 4um kalinliginda
kesitler hazirlandi. Kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Bu preparatlar 56°C etiivde bir gece

bekletilerek kurutuldu ve kesitlerin lama yapismas1 saglandi.
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Sanger sekans analizi i¢in formalinde fikse parafine gomiilii doku bloklarindan elde
edilen 8-um kalinligindaki 10 histolojik doku kesitinden en ¢ok tiimor igeren alanlar manuel
olarak diseke edildi.

IDH1 ve IDH2 geni 4. ekzonlar1 PCR temelli direk sekanslama yontemi ile incelendi.

4.2.PCR TEMELLI DIREK SEKANSLAMA YONTEMI ILE
IDH1 VE IDH2 GENI EKZON 4 MUTASYON ANALIZI

4.2.1.DNA Ekstraksiyonu

Diseke edilen tiimér kesitlerinden, standart deparafinizasyon ve rehidrasyon sonrasi
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Almanya, Katolog No: 56404) kullanarak asagidaki
protokole uygun olarak DNA ekstraksiyonu yapildi. Diseke edilen doku kesitleri steril 1.5
ml’lik ependorf tiipline alindi.

Parafini uzaklastirmak icin 1 ml ksilen eklendi ve 15 sn vortekslendi. Ardindan 14.000
rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Pipetleme ile doku pelletine dokunmadan siipernatant
uzaklastirildi. Bu islem iki kez daha tekrarlandi. Ksileni uzaklastirmak i¢in 1 ml ethanol (96—
100%) eklendi ve 15 sn vortekslendi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Pipetleme ile
doku pelletine dokunmadan siipernatant uzaklastirildi. Bu islem iki kez daha tekrarlandi.
Ethanolii tamamen uzaklastirmak i¢in 30 dk 56°C’de bekletildi. Tamamen kurumus doku
ornegine 180 pl buffer ATL ve 20 pl proteinaz K konuldu. 15 sn vortekslendi. Doku tamamen
eriyene kadar lizis i¢in 56°C’de 8 saat bekletildi. 90 °C’de 1 saat bekletildi. Kisa bir
santrifiijden sonra 200 pl buffer AL eklendi ve 15 sn vortekslendi. 200 pl ethanol (%96-100)
eklendi ve 15 sn vortekslendi.

Her bir hasta i¢in ekstraksiyon kitinin icerisinde bulunan toplama tiipti ve filtreli
tiipten bir adet hazirland1 ve kisa bir santrifiijden sonra ependorf tiipteki tiim karisim filtreli
tiiplere aktarildi. Toplama tiipii ve filtreli tiip 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi ve filtreli tiipe
500 ul Buffer AW1 eklenerek tekrar 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonras1 toplama tilipli atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi ve filtreli tiipe 500 pl
Buffer AW2 eklenerek 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama
tiipli yenisi ile degistirildikten sonra 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
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sonrasi toplama tiipli atilarak filtreli tiip steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi ve
tizerine 50 pl Buffer ATE ilave edilerek oda 1sisinda 3 dakika beklendi. Siire sonunda
8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilarak filtreli tlipte bulunan sivinin ependorf tiipe
gecmesi saglandi. Elde edilen DNA miktar1 ve kalitesi spektrofotometre cihazinda

Olciildiikten sonra, ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Ornek

+

\l' Parafinin uzaklastiriimasi
v o

1 Lizis

v

! Isitma

- DNA baglanmasi
‘:IA-,:

= Yikama

<+

Eliisyon

<+ -

Kullanima hazir DNA

Sekil 4: QIAamp DNA FFPE Tissue Protokolii ( FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded )

4.2.2.PCR Reaksiyonu

Calismaya Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi (5'—3")

IDH1 ekzon CCAAGTCACCAAGGATGC TCACATTACTGCCAACATGAC

IDH2 ekzon
4

CCGTCTGGCTGTGTTGTTG AGTCTGTCGCCTTGTACTGC

Tablo 3: Herbir Hedefin Primer Sekanslari
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PCR Malzemeleri Miktar (ul)
Distile su 30,25

10X PCR tamponu 5

MgClz (25 mM) 2

dNTP mix (10 mM) 1.5

Primer (Fwd+Rev) (4 pmol/ul) 10

Hot Start Tag DNA polimeraz 0.25

DNA (100 ng) 1

Toplam Hacim 50 nl

Tablo 4: PCR Reaksiyon Karigimi

Olusturulan PCR karisimi1 vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait steril 0.2
ml’lik PCR tiiplerine 49 ul olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 1’er ul DNA drnegi
konulup termal dongii cihazinda tablo 5’teki kosullarda amplifiye edildi. Termal dongi
cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere elektroforez uygulanmak iizere

+4°C’ye kaldirildi.

Reaksiyon Dongii
Sicaklik (°C) Siire

Asamasi Sayisi
Aktivasyon 95 15 dk. 1
Denatiirasyon 95 30 sn.
Primer
Baglanmasi 58 °C 30 sn. 4
(Annealing)
Zincir Uzamasi

. 2 45 sn.
(Extension)
Son Uzamasi

) 72 10 dk. 1
(Extension)
Bekleme 4 0 0

Tablo 5: PCR Kosullar1
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4.2.3.Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Elektroforez tamponu olarak Tris-Borik Asit-Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
[TBE] kullanildi. 10X konsantre stok olarak hazirlanan bu tampon kullanilmadan 6nce 1X
olacak sekilde distile su ile sulandirildi. Bir balon jojede 2 gr agaroz 100 ml 1X TBE
sollisyonu igerisinde mikrodalga firinda homojen seffaf hale gelinceye kadar 1sitildi. Biraz
soguduktan sonra Et-Br’den 10 ul eklendi. Daha sonra jel, taraklarin yerlestirildigi jel
tepsisine yavasca dokiildii. Katilasana kadar (25-30 dakika) oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra elektroforez tankina yerlestirilerek amplifiye PCR {irlinlerinin yiiklenmesine

hazir hale getirildi.
4.2.4.Agaroz Jel Elektroforez Islemi

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra buzdolabinda bekleyen
orneklerden 5’er pl alinarak parafilm tizerinde 2 pl DNA loading dye ile karigtirildi. Daha
sonra da elektroforez tankina yerlestirilen jelin kuyucuklarma sirasityla yiiklendi. Tankin
kapag kapatildiktan sonra giic kaynagi ¢alistirildi. Kullanilan mini tank i¢in 30 mA akim
verilerek, orneklerin elektroforezi 50 dakika boyunca gergeklestirildi. Yiikleme tamponunda
bulunan brom fenol mavisinin go¢ii takip ederek jelin 2/3’°liik kismina ulastiginda elektroforez
durduruldu. Jel tanktan ¢ikarilarak 312 nm dalga boyunda 151k veren UV-transliiminatoriinde
incelendi ve jel goriintiileme sisteminde kayitlar1 yapildi (Sekil 5). Hazirlanan jelde hasta ve
negatif kontrol orneklerinde beklenen uzunluklarda (IDH1 ekzon 4: 278 bp, IDH2 ekzon 4:
348 bp) PCR firiinleri gozlendi. Bu, biiyiikliikleri belli DNA fragmentlerini i¢eren molekiiler
agirhik standardr ile kiyaslanarak saptandi. Kontaminasyon kontrolii i¢in yapilan genomik
DNA icermeyen kuyucukta PCR iiriinii yoktu.

Orneklerin beklenen uzunlukta PCR ile amplifiye oldugu, kontroliin calistigi ve
kontaminasyonun olmadigi goriildiikten sonra. PCR {iriinlerinin piirifikasyonu asamasina

gecildi.
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IDH1 Ekzon 4

278bp —

1-12 NOLU ORNEKLER

IDH2 Ekzon 4

14
1]
X
14
<
=

<+—— NODNA ——

|<— KONTROL DNA

It

Sekil 5: IDH1 ve IDH2 geni ekzon 4 i¢in PCR Uriinlerinin &rnek Jel Goriintiisii

4.2.5.PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Almanya, Katolog No: 28104)
kullanilarak asagidaki protokole uygun olarak gergeklestirildi.

PCR tiiplerinde bulunan PCR iiriinlerine 5 kat1 (5 x 45 pl=225 pul) PB buffer ve 7.5
pl 3 M sodyum asetat, pH 5.0 eklendi ve 5 sn vortekslendi. Her bir hasta i¢in kitin
icerisinde bulunan toplama tiipii ve filtreli tiipten bir adet hazirland1 ve karisimin tamamu
filtreli tliplere aktarildi. Toplama tiipii ve filtreli tiip 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 toplama tlipli atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi ve
filtreli tiipe 750 pl PE buffer eklenerek tekrar 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 toplama tiipli atilarak yenisi filtreli tiipiin altina yerlestirildi ve rezidiiel
wash buffer kalmamasi i¢in 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
toplama tiipii atilarak filtreli tiip steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi ve iizerine 30
ul steril niikleaz free su ilave edilerek oda 1sisinda 3 dakika beklendi. Siire sonunda 13.000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilarak filtreli tiipte bulunan sivinin ependorf tlipe ge¢cmesi
saglandi. Pirifiye PCR {riinleri bir sonraki basamakta kullanilana kadar —20°C’ de

saklandi.
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Piirifiye PCR {irtinleri BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ile asagidaki
protokole uygun olarak ¢ift yonlii (forward ve reverse) olarak ABI-3730 (48 kapiller) DNA

Sequencer cihazinda sekanslandi.

PCR reaksiyonu son hacmi 20 ul olacak sekilde BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit, forward ve reverse primerler (4 pmol/ul), niikleaz free su ve piirifiye
edilen PCR firiinleri konularak 96’lik pleyt’lerde hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in reaksiyon
karisimi tablo-6’da belirtilmistir.

Karisim Spin Columna konur

PCR Urunlerine Binding Buffer eklenir

Spin Column Yikama Buffer ile yikanir

PCR Uruni 1,5 ml’lik tipte eltsyon yapihir

1 -§ =] -3 o) — a1

v
Sekil 6: PCR Uriinlerinin Piirifikasyon Basamaklari

PCR Malzemeleri Miktar (ul)
Distile su 11
BigDye Buffer 2
BigDye 4
Forward / Reverse primer 2
Piirifiye PCR {irtinii 1
Toplam hacim 20 ul

Tablo 6: Forward ve reverse okuma i¢in Big Dye reaksiyon karigimi

4.2.6.Sekans Analizi

Olusturulan PCR karigimi vortekste karistirildiktan sonra, her bir 6rnege ait kuyucuklara
19 ul olacak sekilde paylastirildi. Uzerlerine de 1’er ul piirifiye PCR iiriinii konulup termal
dongii cihazina yerlestirildi. Sekans analizi i¢in uygulanan PCR kosullar1 tablo-7’de

gosterilmistir. PCR dongiisii su sekilde uygulandi:
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Sicakhk Dongii

Reaksiyon Asamasi Siire
(°C) Sayisi

Aktivasyon 96 1dk 1
Denatiirasyon 96 10 sn
Primer Baglanmasi

) 50 5sn
(Annealing) 30
Zincir Uzamasi 60 4 dk
(Extension)
Bekleme 4 00 o

Tablo 7: Sekans Analizi i¢in PCR Kosullar

Termal dongii cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, Orneklere etanol
presipitasyonu uygulandi. 4 ml 95% ethanol ile 160 pl 3M Sodyum asetat, pH 5.2
karistirildi. Bu karisgimdan 50 pl herbir PCR iirlinii iceren kuyucuga konuldu ve kapaklar
ile kapatildi. Pleyt 3000 rpm hizinda 45 dakika 4°C sogutmali santrifiij cihazinda (Niive,
Tiirkiye) santrifiij edildi. Santrifiij sonunda pleyt ters ¢evrilerek sivi bosaltildi ve 2000 rpm
de 1 dakika ters sekilde santrifiij edildi. Presipite olan PCR f{iriiniine %70 ethanol eklendi
ve 3700 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Bu yitkama basamagi bir kez daha tekrarlandi.
Santrifiij sonunda pleyt ters ¢evrilerek sivi bosaltildi ve 2000 rpm de 1 dakika ters sekilde
santriflij edildi. Presipite olan DNA’larin iizerine 30 pul Hi-Di Formamide eklendi. 2000
rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

Ornekler 95°C°de 3 dakika denatiire edildi ve hemen hizlica buz iizerinde sogutuldu.
Daha sonra pleyt uygun programlama yapildiktan sonra ABI-3730 (48 kapiller) DNA
Analyzer cihazina yiiklendi. Forward ve reverse sekans elektroforagramlari, SeqScape

Software v3.0 programi kullanarak ve manuel olarak analiz edildi (Resim 1).
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Resim 1: Sanger sekans dizi analizi yontemiyle saptanan IDH1 ve IDH2 mutasyonlarina ait
orneklerUst resimde IDH1 ve IDH2 geni 4. ekzon negatif kontrolii ve alt resimde mutasyonlu

hastalarin 6rnek forward sekans elektroforagrami goriilmektedir.

4.3.FISH UYGULAMASI VE ANALIZI (PDGFRA/CEP4)

Calismamizda ticari problar (Cytotest, RO, ABD ve Abbott Vysis, IL, ABD)
kullanilarak PDGFR-a amplifikasyonu degerlendirilmistir.

3-4 mikron kalinligindaki kesitlerin 56°C’de 1 gece boyunca etiivde bekletilmesinin
ardindan;
Deparafinizasyon adimlart:

e Ksilende 3 kere 10 dakika, absolii alkolde 2 kere 5 dakika; deparafinizasyon on
yikama soliisyonu’nda 80°C’de 30 dakika bekletildi. Bu islem esnasinda Coplin sale
kullanildi. Deparafinizasyon 6n yikama soliisyonu toz halinde paketlenmis olup, ilk
kullanimda 240 ml distile suda ¢6ziiliip, sonraki kullanimlar i¢in oda 1s1sinda saklandi.

Hibridizasyon oncesi adimlar:

e Distile suda 10-15 sn ¢alkalandi.

49




e Onceden hazirlanmis ve 37°C’de beklemekte olan 15 cc distile su, 150ul 1M HCI’ye,
150ul distile su ile sulandirilan ‘enzim reaktifi’ eklendi (Sigmalife Science, USA).

Enzim reaktifi toz halinde paketlenmis olup, kullanimin hemen 6ncesinde hazirlanir.

Lamlar bu soliisyonda 15 dakika bekletildi.
e Distile suda 10-15 saniye galkalandi.
e 2 kez 2XSSC’de 3 dakika bekletildi.
e Sirasiyla %70, %85, %100°’lik alkolde 3 dakika bekletildi.
o Kesitler havada kurutuldu.
e Prob uygulanip lamel kapatildi.
e Plastik ¢imento (Fixogum®, Almanya) uygulandi.

e Lamlar denatiirasyon ve hibridizasyon isleminin gerceklestirilecegi cihaza

(Hybridyzer, Dako) konuldu.
e Hybridyzer’da 73°C’de 5 dakika, 37 °C’de 16 saat islem gecirdi.

Hibridizasyon sonrast:

e 73°C’de ve oda 1s1sinda 2 salede 50 ml 2XSSC/%0.3NP40 hazirlandi.

Plastik ¢imento nazikge ayrildu.

e Lamel elle ayrildi. Elle ayrilmakta giiglilk yasananlar oda 1sisindaki
2XSSC/%0.3NP40’ta bekletildi.

e 73°C’deki 2XSSC/%0.3NP40’ta bir salede 1-3 sn ¢alkalanarak 2 dakika tutuldu.
e (da isisindaki 2XSSC/%0.3NP40°ta ¢alkalandi.
e Acikta ve karanlikta kurutuldu.
e DAPI Il 5-10pl uygulandi
e Degerlendirme 6ncesi 20-30 dakika (-)20°C’de bekletildi.
FISH wuygulamasi yapilan lamlar, bilgisayar baglantili floresans mikroskobunda
(Olympus BX61; Olympus Optical, Japonya) degerlendirilmistir. Bilgisayar ortaminda

50



goriintiilemede dijital kamera (XLMM, Dage-MTI, IN, ABD) ve uyumlu yazilim (Duet®,
Bioview Ltd., Israil) kullanilmistir.

FISH tekniginde PDGFR-a Break Apart, kromozom 4ql12 bdlgesi igin ayr1 ayri ¢ift
renkli prob igeren (yesil ve turuncu) yaklasimla ¢alisildi (Cytotest, RO, USA). Hedef problar
4q12 bolgesinde 3’ ucu hibridize olurken turuncu renkli sinyal, 5* ucu hibridize olurken de
yesil renkli sinyal elde edildi. Kontrol prob olarak da CEP4 4p11-g11 aqua prob eklendi.
Sentromerik bolge hibridizasyonu ile aqua sinyal elde edildi. Prob uygulanmis normal
(negatif) hiicrelerde iki aqua, iki fiizyon sar1 (turuncu+yesil) sinyal izlendi.

CEP4 sentromerik bolge polizomi degerlendirilmesi:

Normal bir hiicrede sentromerik bolge degerlendirmesinde iki aqua sinyal
goriilmektedir. Bu, kromozom 4’{in iki intakt kopyasi oldugunu bize gosterir.

4q12 bolgesinde kopya sayisinda artis olan anormal bir hiicrede ise, ikiden fazla sayida
flizyon sar1 ve aqua sinyal gozlenir. 3 sinyal de ayni sayida artis gosterirse ve >2, <6 sinyal
goriilen hiicre sayis1 %10’dan fazlaysa polizomiden bahsedilmektedir. Polizomi goriilen
vakalar da kendi iginde; 3-4 sinyal diigiik seviye polizomi, 5-6 sinyal yiliksek seviye polizomi
olarak degerlendirildi.

PDGFR-o amplifikasyon degerlendirilmesi:

PDGFR-a /CEP4 sentromer orani degerlendirilir.

Normal sonug: PDGFR-a /CEP4 sentromer sinyal oran1 <2 ise, her hiicrede ortalama
PDGFR-a sinyal sayis1 <4 ise ve degerlendirilen hiicre sayisi invaziv tlimoér alaninin
%>10’undan fazlaysa normal sonug verilir.

Hafif diizeyde gen kopya sayisi artisi: PDGFR-o /CEP4 sinyal orani <2 iken her
hiicrede ortalama PDGFR-a kopya sayisi 4-6 ise ve degerlendirilen hiicre sayisi invaziv
timor alaniin %>10’undan fazlaysa hafif diizeyde gen kopya sayis1 artisindan bahsedilir.

Amplifikasyon: PDGFR-o/CEP4 sinyal oram1 >2 ise amplifikasyon olarak
degerlendirilir (109).

Calismamizda, 4ql2 bolgesinde PDGFR-o amplifikasyon ve 4pll-qll sentromer
bolgesinde CEP4 polizomi durumunu belirlemek i¢in 100 komsu, iist iiste binmeyen timor
hiicresindeki turuncu, yesil (belirleyici) ve aqua (referans) sinyaller sayilarak, turuncu ve
yesil/aqua sinyal oran1 2’nin iistiinde olan veya aqua sinyal artis1 olmadan sadece turuncu ve

yesil sinyallerde >6 olan vakalarda amplifikasyon var kabul edildi.
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Resim 2: PDGFR-o/CEP4 FISH calismasinda goriilen sinyallerin fotograflari (amplifikasyon

ve polizomi agisindan negatif vakaya ait)

A: PDGFR-0/CEP4 prob DAPI goriintiisii
B: 4q12 lokusu kirmizi renk ile isaretli 3° bolgesi
C: 4q12 lokusu yesil renk ile isaretli 5’ bolgesi

D: 4p11-q11 mavi renk ile isaretlenen 4.kromozom sentromer bolgesi
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4.4. FISH ILE 1P VE 19Q DEGERLENDIRILMESI

60 vakaya ait “makro array” bloklarindan hazirlanan kesitlerde “LSI 1p36/ LSI 1925 ve
LSI 19913/ LSI 19p13” dual probu (Vysis) kullanilarak FISH yontemiyle 1p36 ve 19913 gen
bolgelerinin kaybi (LOH) incelenmistir. Segilen tiim vakalara tani sirasinda bu inceleme
yapilmis olup bilgisayar ortaminda degerlendirmeleri tekrar edilmistir.

FISH uygulamasi yapilan lamlar, bilgisayar baglantili floresans mikroskobunda
(Olympus BX61; Olympus Optical, Japonya) degerlendirilmistir. Bilgisayar ortaminda
goriintiilemede dijital kamera (XLMM, Dage-MTI, IN, ABD) ve uyumlu yazilim (Duet®,
Bioview Ltd., Israil) kullanilmistir.

FISH tekniginde, kromozom 1 ve 19 i¢in ayri ayr1 ¢ift renkli prob igeren (yesil ve
turuncu) yaklagimla ¢aligildi (Vysis Abbott Laboratories, Abbot Park, IL, USA). Hedef
problar subtelomerik 1p36 ve 19913.3 ile hibridize olurken (turuncu renkli sinyal), kontrol
problar1 1q ve 19p ile hibridize oldu (yesil renkli sinyal). Iki yiiz komsu, iist iiste binmeyen
interfaz niikleusundaki parasentromerik (yesil renkli) ve subtelomerik (turuncu renkli)
sinyaller sayild1 ve sinyal oranlar1 degerlendirildi.

Kromozom 1p durumunun degerlendirilmesi:

1p FISH probu, iki kromozom bdlgesinin degerlendirilmesine olanak tanir:

1p36 ve 1g25 probu ile hibridize olan normal bir hiicrede, iki turuncu ve iki yesil sinyal
goriiliir. Bu, kromozom 1’in iki intakt kopyas1 oldugunu bize gosterir. 1p36 bolgesinde kayip
olan anormal bir hiicrede ise, ikiden daha az sayida turuncu sinyal gozlenir (112).

Kromozom 19q durumunun degerlendirilmesi:

19q FISH probu, iki kromozom bolgesinin degerlendirilmesine olanak tanir:

19913 ve 19p13 probu ile hibridize olan normal bir hiicrede, iki turuncu ve iki yesil
sinyal goriiliir. Bu, kromozom 19’un iki intakt kopyasi oldugunu bize gosterir. 19q13
bolgesinde kayip olan anormal bir hiicrede ise, ikiden daha az sayida turuncu sinyal gozlenir
(112).

Calismamizda, hem kromozom 1p’nin hem de 19q’nun delesyon durumunu belirlemek
icin 200 komsu, iist {iste binmeyen tiimor hiicresindeki turuncu (belirleyici) ve yesil (referans)
sinyaller sayilarak, turuncu (subtelomerik) /yesil (parasentromerik) sinyal orani 0.70’in
altinda olan vakalarda delesyon var kabul edildi. Degerlendirmesi daha gii¢ olan ve arada

kalan durumlarda ise sinyal sayilan hiicre sayis1 200’iin {izerine ¢ikarildi.
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4.5 IMMUNOHISTOKIMYA UYGULAMALARI

Glial ttimorlerin  patolojik tam1 asamasinda IDHI1, p53, Ki-67 ve ATRX
immiinohistokimyasi rutin olarak uygulandigindan olgulara ait 6nceden boyanmis IDH1, p53,
Ki-67 ve ATRX immiinohistokimya lamlar1 patoloji arsivinden gikarilarak semikantitatif

degerlendirilmistir.
4.5.1.Histopatolojik degerlendirme

Tiimérlerin  histolojik tipleri DSO 2016 SSST smiflamasma gére yeniden
degerlendirilmistir. Degerlendirme esnasinda nekroz/palizatlasan nekroz, mitoz/atipik mitoz,
mikrovaskiiler proliferasyon gibi DSO derecelendirmesi igin gerekli histomorfolojik
bulgularin varhigi degerlendirildi. Oligodendroglial ve astrositik alanlar tekrar belirlendi. Bu
degerlendirmeler sonucunda gerekli goriildiigii durumlarda orijinal patoloji raporundaki

tanilarda degisiklik yapildi.

4.5.2.1DH1, p53, Ki-67 ve ATRX immﬁnekspresyonlarlnln

Degerlendirilmesi

Olgularda p53, Ki-67 ve ATRX igin niikleer boyanma, IDH1 ig¢in ise sitoplazmik

graniiler boyanma dikkate alinmistir.

Ki67 degerlendirmesi; Ki67 skoruna ait bilgiler, vakalarin patoloji raporu kayitlarindan elde
edilmistir. Ki67 skoru ayrica gruplara ayrilarak da incelenmistir. Merkezimizdeki
uygulamalardaki deneyimler temel alinarak tespit edilen ve literatiirde kimi ¢alismalarda da
kullanilan esik degerlere gore Ki67 skorlar1 ayrica %0-%<%S5 i¢in grup 1; %5-<%10 i¢in grup
2; %10-<%30 i¢in grup 3; %30 ve daha yiiksek i¢in grup 4 olacak sekilde gruplanarak da
degerlendirilmistir (113).

P53 degerlendirmesi; Tiimdrde niikleer boyanma semikantitatif olarak ytlizde (%) cinsinden
hesaplanmistir. Literatiirdeki degerlendirmeler géz Oniine alinarak skorlama yapilmstir (114).
Buna gore;

0= Tiimor hiicrelerinin %10 ve daha azinda niikleer boyanma (Mutasyon yok)

1+ = TUmor hiicrelerinin en az %11, en fazla %25’inde niikleer boyanma

2+ = Tlimor hiicrelerinin en az %26’sinda en fazla %50 sinde niikleer boyanma

3+ = Tiimdr hiicrelerinin %50°den fazlasinda niikleer boyanma
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IDH1 degerlendirmesi; Timorde sitoplazmik graniiler boyanma ve boyanma siddeti
degerlendirilmistir. Boyanma izlenen tiim olgular yayginhigina bakilmaksizin “IDHI1
mutasyonu var’” olarak degerlendirilmistir. Boyanma siddeti ise zayif, orta siddette ve kuvvetli
olarak degerlendirilmistir.

ATRX degerlendirmesi; Timorde niikleer boyanma semikantitatif olarak yiizde (%)
cinsinden hesaplanmistir. Buna gore %10’un altinda boyanma olan olgular literatiir géz 6niine
alinarak “mutasyon var”, % 10’dan fazla boyanma elde edilen olgular ise “mutasyon” yok
olarak degerlendirilmistir (87). Tuimor hiicrelerinin ayni tiimoriin farkli odaklarinda farkli
siddetlerde boyandig1 gézlemlenmis ve bu nedenle boyanma siddeti verilmemistir. Tiimore ait
kesitlerde izlenen damar endoteli ve normal glial hiicreler ATRX ile boyanma

gosterebildiginden dolay1 internal pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

4.6.ISTATISTIKSEL ANALIZ YONTEMLERI

Tani, derece, hiicresel komponent (piir oligodendroglial, mikst oligoastrositik ve piir
astrositik), yas, cinsiyet, tiimoriin yerlesim gosterdigi lob degiskenleri arasinda; incelenen
genetik degisiklik ve immiinohistokimyasal ekspresyon sonuglarinin istatistiksel olarak
anlamli bir fark gosterip gostermedigini degerlendirmek igin, p degeri 0.05’ten kiiglik
durumlar anlamli kabul edilmek iizere;

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi icin SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, IL, USA) programmin 21.0 versiyonu kullanildi. Tanimlayict
istatistiklerinde siirekli degiskenler i¢in ortalama deger, standart sapma, ortanca, minimum ve
maksimum degerler; kesikli de§iskenler i¢in ise say1 ve yiizde degerleri hesapland.

Baslangi¢ analizleri olarak normal dagilimin degerlendirilmesinde Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Iki grup arasi karsilastirmalarda parametrik
verilerde Bagimsiz gruplarda t testi, nonparametrik verilerde Mann Whitney U ve ki kare testi
kullanildi. Ikiden fazla gruplar arasi karsilastirmalarda parametrik verilerde One way
ANOVA, non parametrik verilerde Kruskal-Wallis testi kullanildi. Post-hoc analizler igin
Mann Whitney U testi kullanilip istatistiksel anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesiyle
saptandi.

Ikili verilerin korelasyon analizleri i¢in Kendall’s tau-b testi kullanilmis olup,
korelasyon giicii agisindan r=0.00-0.24 zayif; 0.25-0-49 orta; 0.50-0.74 giiclii; 0.75-1.00 ¢ok
giiclii olarak kabul edilmistir.
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Sag kalim analizleri i¢cin Kaplan- Meier sag kalim analizi gruplar arasi sag kalim
egrilerini karsilastirmak i¢in Log rank analizi (Mantel Cox) kullanilmistir.

Sagkalim analizi hem histopatolojik tan1 hem de entegre taniya gore yapilmistir.

Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirilerek p<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak

tanimlandi.

56



5.BULGULAR

5.1.VAKALARIN KLINiK VE HISTOPATOLOJIK
OZELLIKLERI

Degerlendirilen 60 olgudan histopatolojik olarak 19’u OD (%31.6), 10’u AOD (%16.6),
19’u OA (%31.6), 8’1 AOA (%13.3), 2’si A (%3 ), 2’si AA (%3) taniliydi (Resim 3).
Hastalarin tan1 aldiklar yaslar1 12 ile 69 arasinda olup, ortalama deger 39.65; ortanca deger
44; standart sapma 11.43°diir. Olgularin 24’4 (%40) kadin, 36’s1 (%60) erkektir. Yas
ortalamasi kadinlarda 38.91, erkeklerde 40.13 tiir.

Yerlesim yeri bilinen tiimdrlerin 24’1 frontal (%40) , 12°si (%20) frontotemporal, 6’s1
(%10) paryetal, 6’s1 (%10) temporal, 5’i (%8) insiiler, 4’ (%6) frontoinsiiler, 1’i (%1,6)
frontoparyetal, 1’1 (%1,6) temporoparyetooksipital yerlesim gostermektedir. 1 tiimdriin
yerlesim yeri bildirilmemistir.

Hastalarin klinik bilgileri, histopatolojik tanilari, immiinohistokimyasal ve molekiiler
testler sonucu verilen entegre tanilari ve uygulanan genetik degisikliklerin sonuglar1 tablo
8’de verilmistir.

Calismamizda tan1 gruplari, derece, hiicresel komponent, cinsiyet, hasta yasi, timoriin
yerlesim gosterdigi lob ile elde edilen immiinohistokimyasal ve molekiiler degisiklikler

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunup bulunmadigi sorgulanmustir.
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Resim 3: Histopatolojik tanilardan 6rneklere ait mikroskopik fotograflar

A. Oligodendrogliom. B. Anaplastik oligodendrogliom. C. Oligoastrositom.

D. Anaplastik oligoastrositom E. Astrositom F. Anaplastik astrositom

(H/E; orijinal biiyiitmeler: A, B:200X C, D: 100X, E, F:400X)
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29|37| E| OA B B B |P|[B|[B|N|[N|[N]|Pa+y]| 4 A N N
30[28| K| OA | F-T | 4 N |[P|[B|B|P|N|P|PRH| 5 A B B
31|46 | K| AOA | F 4 N |P|IN|N|N|P|P|PuH)]| 8 | AOD N P
3149 | K| OA p 8 N [N|N|N|N|N|N|Pa+| 4 A N N
33|42 | E|AOA | F 35| N | P|[B|B|IN|P|P| N | 15| AoD N N
34[39| K| oD F 35| N | P[B|B|P|N|N 30 A N N
35|26 K| OD F 5 N |P|B|B|N|P|P]| N 7 oD N N
36|34|K| ob | FT |3 | N |P|B|B|N|P|P| N |05 oD N P
37|25| E| OD P |21 B |[P|B|B|N|P|P| N 3 oD N N
38|48| E| OD i 3 N |[P|B|B|N|P|P| N 1 oD B B
39|35 E| OD F 5 N [P|[B|[B|N|P|P| N 3 oD N N
40|31 K| oD F | 75| N [P |B|B|N|P|P| N |05 oD N N
41|32 E| OA F | 45| N |[P|B|B|N|N|N]|Pa+| 2 A N N
42|66 K| AOD | P 3 N [P|B|B|N|P|P| N | 1| aAoD N N
43|56| K| AOD | F 4 N |[P|B|B|N|P|P| N | 10| aAoD N N
44|41 | K|AOD | T 6 N [P|P|N|N|P|P]| N 3 | AOD N N
45|38/ K| ob | FT | 15| P |P|B|B|N|P|P| N 3 oD N N
46 | 43| E | OD P | 25| P |P|B|B|N|P|P| N 2 oD N N
47|30 K| A F-i | 3 N |P|B|B|P|N|N|PRH| 5 A N N
48 |38| E | OD T |3 | N |P|[B|B|IN|B|B| N 2 | oD NOS B B
49 |59 | E | OD F 2 N |[P|[B|[B|N|P|P| N 6 oD B B
50 | 53| K | AOD | F 6 P IN|P|N|N|P|P| N | 10] AoD N N
51|42| E| AA i 2 N [N|P|N|P|N|N|PBH]| 15 AA N P
52|30 E| A F 3 N | P|B|B|P|N|N|PRH A N P
53|32| E| AA F | 45| N [P |B|B|P|N|N|PRH| 4 AA N P
54|53/ K| oD | FT | 35| N | P |B|B|N|P|[P| N |10 oD N P
55|38|E| oD | F-T | 37| N | P|[B|B|N|P|P 10 oD N N
56|26| E| OD | F-T | 5 N |[P|B|[B|N|P|P| N 4 oD N P
57|27/ K| oD | F-T | 5 N |[P|B|B|N|P|P| N 2 oD N N
58 |58| E | AOD | F 3 N |[P|B|[B|N|P|P| N 2 | AoD N N
59 |24| K| OD | Fi 3 N |P|B|B|N|P|P| N 2 oD B B
60 |56 | E | AOD |T-P-O| 7 N |[P|B|B|N|P|P]| N 8 | AoD N N

Tablo 8: Olgularin klinik ve molekiiler 6zellikleri OD: Oligodendrogliom, AOD: Anaplastik
oligodendrogliom, OA: Oligoastrositom, AOA: Anaplastik oligoastrositom, A: Astrositom,

AA: Anaplastik astrositom, P: Pozitif, N: Negatif, F: Frontal, T: Temporal, P: Paryetal, O:

Oksipital, I: Insular, B: Bilinmiyor-Bilgi yok, Y: Yiiksek, D: Diisiik
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5.2. HISTOPATOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL
OZELLIKLERI

Yukarida belirtildigi gibi histopatolojik olarak 60 olgudan 19’u OD (%31.6), 10’u AOD
(%16.6), 19°u OA (%31.6), 8’1 AOA (%13.3), 2°si A (%3 ), 2’si AA (%3) taniliyd: (Grafik
1). Timdrler salt histomorfolojik 6zelliklerine gore 29 oligodendroglial (OD ve AOD), 27
mikst oligoastrositik (OA, AOA) ve 4 astrositik (A ve AA) olarak siiflandirilmisti.

Histopatolojik Tam
® Anaplastik Astrositom m Astrositom
= Anaplastik Oligoastrositom Oligoastrositom

m Anaplastik Oligodendrogliom  m Oligodendrogliom

3%

3%

Grafik 1: Salt histopatolojik taniya gore vakalarin say1 ve oranlari

DSO SSST 2016 smiflamasinda dnerilen genetik degisikliklerden IDH1, p53 ve ATRX
immiinohistokimyasal olarak uygulanmis, IDH1 ekspresyonu saptanmayan vakalarda Sanger
sekans DNA dizi analizi ile IDH mutasyon durumu degerlendirilmis ve FISH yontemiyle
1p/19q kaybi olup olmadigina bakilmistir. Saptanan genetik degisikliklere gore vakalarin
hepsi yeniden smiflandirilmistir (Grafik 2).
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EODNOS ®=0OD

Entegre tani

EAOD =AOCA =EAA =EA

2%

Grafik 2: Entegre (Histopatolojik+Molekiiler) tantya gore vakalarin say1 ve oranlari

ILK TANI
oD OA
GllI-1 GllI-11
29 27
577 13
] 13
1 \
1
1 40 1
oD oD OA
NOS GlI-111 GlI-1
ENTEGRE TANI

GlI-111

18

GllI-

Sekil 7: Vakalarin histopatolojik tanidan (ilk tan1) entegre taniya (yeni tan1) degisimlerinin

sayisal karsiliklar1 (G: Grade-Derece)
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Histopatolojik olarak OD/AOD tanist verilmis 29 vakadan 2’sinde (%6.8) yeni bir
entegre tani verilmistir. 1 vaka OD-NOS, 1 vaka da A tanisi alarak, histopatolojik taniyla
ayni derecede kalarak tanilari degistirilmistir. A/AA tanist verilmis vakalarin hepsi (4/4)
entegre tani sistemiyle yine aymi tanilari almistir. Histopatolojik olarak OA/AOA tanisi
verilmis olan vakalarin neredeyse tamaminda (26/27, %96.2) tan1 degismis, yeni bir entegre
tan1 verilmistir. Tanis1 tamamen degisen 26 vakanin 13’ OD/AOD, 13’4 A/AA tanisi
almistir. Histopatolojik olarak AOA tanili 1 vaka ise entegre tani sistemiyle de AOA tanisi
almistir. Sonug olarak ¢alismadaki tiim vakalar icinde 28 vakada (%46.6) tan1 degisikligi
olmustur (Sekil 7).

DSO 2016 SSST entegre smiflamasia gore vakalarm 25°i (%41.6) OD-IDH mutant,
1p/19q kayipli, 14’1 (%23.3) AOD-IDH mutant, 1p/19q kayipli, 1’i (%1.6) AOD-IDH mutant
olmayan, 1p/19q kayipli, 1’i (%1.6) OD-NOS, 12’si (%20) A- IDH mutant, 2’si (%3.3) A-
IDH mutant olmayan, 4’i (%6.6) AA-IDH mutant, 1’i (%1.6) AOA tanisi almustir.

Vakalarin immiinohistokimyasal 6zelliklerine ait fotograflar resim 4’te verilmistir.
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Resim 4: Immiinohistokimyasal olarak uygulanan genetik degisikliklerin mikroskopik
fotograflar

IDH1 (R132H) antikoru ile sitoplazmik ve niikleer pozitiflik

IDH1 (R132H) antikoru ile negatiflik

ATRX antikoru ile niikleer pozitiflik (mutant olmayan)

ATRX antikoru ile niikleer negatiflik (mutant), damar duvarlarinda ve reaktif
glial hiicrelerde pozitiflik

P53 antikoru ile niikleeer pozitiflik (%90, skor 3+)

P53 antikoru ile niikleer negatiflik (%0, skor 0)

CoOow>»

am

(orijjinal biiylitmeler: A, B, C, E:200X , D: 400X, F:100X)

5.3.HISTOPATOLOJIK TANILARA GORE VAKALARDAKI
GENETIK DEGISIKLIKLER

5.3.1.Histopatolojik olarak OD ve AOD tanisi verilmis olgular

Histopatolojik olarak OD tamist  verilmig 19 vakadan 17’sinde (%89.5)
immiinohistokimyasal olarak uygulanan IDH]1 ile ekspresyon saptanmustir (Grafik 3). IDH1
ekspresyonu saptanamayan vakalar i¢in Sanger sekans dizi analizi uygulanmig ve 2 vakada da
IDH2 mutasyonu izlenmistir. Sonug olarak histopatolojik OD tanili tiim vakalarda (%100)
IDH mutasyonu saptanmistir. IDH mutasyonunu takiben uygulanan immiinohistokimyasal
ATRX ve p53 antikorlari ile 19 vakadan 1’inde (%5.2) ATRX mutasyonu izlenmis, ancak
vakalarin hicbirinde (%0) p53 protein ekspresyonu izlenmemistir. ATRX mutant vakada
1p/19q kayb1 saptanmadig icin tant A olarak degistirilmistir. 18 OD tanili vakadan, FISH
yontemiyle sinyal elde edilebilen 17’sinde (%94.4) 1p/19q kaybi saptanmistir (Grafik 3).
Sinyal elde edilemeyen vakada histopatolojik goriiniim ve diger genetik degisiklikler OD
lehine oldugu i¢in tan1 OD- NOS olarak degistirilmistir. Sonug olarak OD tanili vakalardan

2’sinde entegre sistemle yeni bir tan1 verilmistir.
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Oligodendrogliom Tanilarina Spesifik Mutasyonlarin
Histopatolojik ve Entegre Tanilarda Goriilme Yiizdeleri*

= Histopatolojik tani ® Entegre tani
8947 92 100 94,44 100
40
0 .
IDH1eksp IDH1mut. IDH2 mut. 1p/19q kay1p

Grafik 3: Histopatolojik ve entegre tani olarak OD tanis1 verilmis vakalarda spesifik

molekiiler degisikliklerin goriilme yiizdeleri

Histopatolojik olarak AOD derece Il  tanisi verilmis 10 vakadan 8’inde (%80)
immiinohistokimyasal olarak IDHI1 ekspresyonu saptanmistir. Ekspresyon izlenmeyen 2
vakada Sanger sekans analizi ile IDH1 mutasyonu saptanmistir. Sonug olarak vakalarin
timiinde IDH mutasyonu izlenmistir (Grafik 4). IDH mutasyonunu takiben uygulanan ATRX
ve p53 antikorlari ile higbir vakada ATRX mutasyonu saptanmamis, 1 vakada (%10) p53
protein ekspresyonu saptanmustir. Vakalarin hepsinde 1p/19q kaybi saptanmig olup
histopatolojik tani ile entegre tan1 ayni olmustur (Grafik 4).

Anaplastik Oligodendrogliom Tanilarina Spesifik Mutasyonlarin
Histopatolojik ve Entegre Tanilarda Goriilme Yiizdeleri*

= Histopatolojik tani = Entegre tan1
80 80 100 100 100
40
0 0
IDH1eksp IDH1mut IDH2mut 1p/19q kayip

Grafik 4: Histopatolojik ve entegre tantyla AOD tanisi verilmis vakalarda spesifik molekiiler
degisikliklerin goriilme yiizdeleri
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5.3.2.Histopatolojik olarak A ve AA tamsi verilmis olgular

Histopatolojik olarak A ve AA tanist verilmis 4 vakadan 3’lnde (%75)
immiinohistokimyasal IDH1 ekspresyonu saptanmistir. Ekspresyon izlenmeyen 1 vakada
uygulanan Sanger sekans analizi ile IDHI mutasyonu izlenmistir. Sonug olarak vakalarin
timiinde IDH mutasyonu izlenmistir (Grafik 5,6). Takiben uygulanan immiinohistokimyasal
ATRX ve p53 antikorlar ile tim vakalarda ATRX mutasyonu ve p53 protein ekspresyonu
saptanmistir (Grafik 5,6). 1p/19q kaybi higbir vakada izlenmemistir. Sonug¢ olarak A/AA

tanili vakalar entegre tantyla ayni tanida birakilmistir.

Astrositom Tanilarina Spesifik Mutasyonlarin Histopatolojik
ve Entegre Tanilarda Goriilme Yiizdeleri*

Histopatolojik tani Entegre tani
100 100 100
85,7 66,7 71,4 71,4
0
IDH1eksp IDH1mut IDH2mut ATRXmut p53

Grafik 5: Histopatolojik ve entegre taniyla A tanisi verilmis vakalarda spesifik molekiiler

degisikliklerin goriilme yiizdeleri

Grafik 5’te verildigi lizere entegre taniyla A tanisi verilmis vakalarin tiimiinde (14 vaka)
es zamanli ATRX mutasyonu ve p53 protein ekpresyonu yoktu. Bu vakalarda 1p/19q kaybi
saptanmamugtir. 14 vakalik bu grupta es zamanl olarak ATRX ve p53 mutasyonu saptanan
vakalarin (6 vaka) oram1 %42.8’dir. Sadece ATRX mutasyonu saptanan 4 vaka (%28.5),
sadece p53 protein ekspresyonu saptanan da 4 vaka (%28.5) mevcuttur.

Histopatolojik tanida A tanisi verilen 2 vakada ise hem ATRX mutasyonu hem de p53

protein ekspresyonu es zamanl goriilmiistiir.
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Anaplastik Astrositom Tanilarina Spesifik Mutasyonlarin
Histopatolojik ve Entegre Tanilarda Goriilme Yiizdeleri*

Histopatolojik tani Entegre tani
75 100 100 100 75 100 100
50
0 0
IDH1eksp IDH1mut IDH2mut ATRXmut p53

Grafik 6: Histopatolojik ve entegre taniyla AA tanisi verilmis vakalarda spesifik molekiiler

degisikliklerin goriilme yilizdeleri

AA derece Il entegre tanisi verilmis 4 vakadaki spesifik genetik degisikliklerden
ATRX mutasyonu %75’inde saptanmigken, vakalarin tiimiinde p53 protein ekspresyonu
saptanmistir (Grafik 6). ATRX mutasyonu saptanmayan vakada, eslik eden p53 protein
ekspresyonuna karsilik 1p/19q kayb1 olmadigi i¢in entegre tan1 AA olarak verilmistir.

5.3.3.Histopatolojik olarak OA ve AOA tanisi verilmis olgular

Histopatolojik olarak OA tamis1 verilmis 19 vakadan 17’sinde (%89.4)
immiinohistokimyasal IDH1 ekspresyonu saptanmistir. Ekspresyon saptanmayan 2 vakada
Sanger sekans analizi ile de IDH mutasyonu saptanmamustir. Takiben uygulanan ATRX ve
p53 antikorlari ile 7 vakada (%36.8) ATRX mutasyonu, 8 vakada (%42.1) p53 protein
ekspresyonu izlenmistir. Uygulanan FISH yontemiyle 8 vakada (%42.1) 1p/19q kaybi
saptanmuistir. ATRX mutasyonu saptanan 7 vakada 1p/19q kaybi izlenmemis ve tan1 A olarak
degistirilmistir. ATRX mutasyonu saptanmayan, p53 protein ekspresyonu saptanan 4 vakada,
eslik eden 1p/19q kaybi olmadigi igin tan1 A olarak degistirilmistir. 1p/19q kayb1 izlenen 8
vakada eslik eden ATRX mutasyonu izlenmemis ve tan1 OD olarak degistirilmistir. Sonug
olarak vakalarin tiimiinde (%2100) tan1 degismis, 8 vaka (%42.1) OD, 11 vaka (%57.8) A
tanis1 almistir.

Histopatolojik olarak AOA tamis1  verilmis 8 vakadan 7’sinde (%87.5)
immiinohistokimyasal IDH1 ekspresyonu saptanmistir. Ekspresyon izlenmeyen 1 vakada

Sanger sekans dizi analizi ile de IDH mutasyonu saptanmamustir. Takiben uygulanan
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immiinohistokimyasal ATRX ve p53 antikorlar1 ile 2 vakada (%25) ATRX mutasyonu, 4
vakada (%50) p53 protein ekspresyonu saptanmistir. Uygulanan FISH yontemiyle 6 vakada
(%75) 1p/19q kaybi izlenmistir. ATRX mutasyonu saptanan vakalardan 1’inde eslik eden
1p/19q kayb1 olmadig1 i¢in entegre tan1 AA olmustur. Diger 1 vakada ise ATRX mutasyonuna
eslik eden 1p/19q kaybi izlendigi icin entegre tam1 AOA olarak birakilmistir. ATRX
mutasyonu saptanmayan 6 vakada 1p/19q kaybi izlendigi ig¢in tam1 AOD olarak
degistirilmistir. Sonu¢ olarak AOA tanili vakalarin 6’s1 (%75) AOD, 1’1 (%25) AA tanisi

alarak yeniden siniflandirilmistir. 1 vaka ise AOA tanisinda birakilmistir.

5.4.GENETIK DEGISIKLIKLER VE BIRBIRLERIYLE
ILISKILERI
5.4.1.1DH1 ekspresyonu ve IDH mutasyonu

IDH1(R132H) antikoru uygulanarak yapilan immiinohistokimyasal caligmada 52
vakada (%86.6) pozitif, 8 vakada (%13.3) negatif sonu¢ bulunmustur. IDH1 ekspresyonu
saptanmayan 8 vaka ve IDH1 ekspresyonu gosteren kontrol amagli rasgele secilen 13 vakaya
Sanger Sekans DNA Dizi Analizi yapilmistir. Sanger sekans dizi analizi ile IDH1 ve IDH2
gen bolgelerine bakilmis ve en sik goriilen mutasyonlar arastirilmistir. immiinohistokimyasal
olarak IDH1 eksprese eden 13 vakadan 11’inde sekanslama ile de IDH1 R132H bdlgesinde
guanin adenin degisimi seklinde nokta mutasyonu saptanmis, ancak diger 2 vakada
immiinohistokimyasal IDH1 ekspresyonu 2 kez tekrar edilerek goriilmesine ragmen
sekanslama ile mutasyon goriilmemistir. Bu vakalara yeni nesil sekanslama yontemi ile de
DNA dizi analizi yapilmis ve negatif sonug¢ elde edilmistir. Immiinohistokimyasal olarak
IDH1 ekspresyonu saptanmayan 8 vakanin 3’iinde sekanslama ile IDHI R132H bdlgesinde
nokta mutasyonu, 2’sinde sekanslama ile IDH2 R172K ve R172W bélgelerinde guanin adenin
degisimi ve adenin timin degisimi seklinde nokta mutasyonu saptanmistir. Geri kalan diger 3
vakada ne immiinohistokimyasal ne de Sanger sekans analizi ile IDH mutasyonu
goriilmemistir.

IDH mutasyonu saptanamayan vakalarin 6zellikleri su sekildedir;

Olgu 20; histopatolojik AOA tanili vakada 1p/19q kaybi saptanmig, p53 protein
ekspresyonu ve ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre tantyla AOD tanis1 verilmistir.

Olgu 28; histopatolojik OA tanili vakada 1p/19q kaybi saptanmamis, p53 protein

ekspresyonu saptanmis, ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre taniyla A tanisi verilmistir.
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Olgu 31; histopatolojik OA tanili vakada 1p/19q kaybi saptanmamis, p53 protein
ekspresyonu saptanmis, ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre taniyla A tanisi verilmistir.

IDH mutasyonu gosteren 57 vakanin 14’tinde (%24.5) ATRX mutasyonu izlenmistir.
IDH mutasyonuna eslik eden ATRX mutasyonu ve p53 protein ekspresyon birlikteligi ise 10
vakada (%17.5) saptanmustir. p53 protein ekspresyonu ile ATRX mutasyonu arasinda
istatistiksel olarak pozitif yonde giiclii, anlamli bir korelasyon saptanmistir (r=0,627;
p<0,001).

IDH mutasyonu saptanan 57 vakanin 40’1nda (%70.1) FISH yontemiyle 1p/19q kayb1
izlenmistir. Immiinohistokimyasal ve Sanger sekans dizi analizi ile IDH mutasyonu

saptanamayan 3 vaka icerisinde 1 vakada IDH mutasyonu olmadan 1p/19q kayb1 saptanmustir.
5.4.2. ATRX mutasyonu

ATRX mutasyonu saptanan 14 vakanin hepsinde (%100) IDH mutasyonu da
saptanmistir. IDH mutasyonu ile ATRX mutasyonu arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde
orta derecede, anlamli bir korelasyon saptanmustir (r=-447; p=0,004) (Tablo 9).

Astrositik seriyi destekleyen ATRX mutasyonu ile oligodendroglial seriyi destekleyen
1p/19q kayb1 birbirini mutlak dislayic1 genetik degisikliklerdir. ATRX mutasyonu saptanan
14 vakadan 1’inde (%7.1) 1p/19q kaybi da eslik etmektedir. Bu vaka her iki seriyi
destekleyen genetik degisikligi gosterdigi igin AOA tanisida birakilmistir. Sonug olarak 1p/19
kaybi ile ATRX mutasyonu arasinda istatistiksel olarak negatif yonde gli¢lti, anlamli bir korelasyon

vardir (r=-0,699; p<0,001) (Tablo 9).

1p/19q  ATRX

kayb1 mut p53 IDHImut IDH2mut IDH1eksp CEP4

1p/19q kaybi -0,699** -0,659** -0,139 0,255 0,430 -0,234
ATRX mut 0,528** 0,447** -,205 ,100 ,269
p53 -,143 -,229 -,189 ,234
IDH1mut -0,459 ,485* ,333
IDHZ2mut -414 -,293
IDH1eksp ,015

CEP4

Tablo 9: Calismada incelenen genetik degisikliklerin birbirleriyle korelasyonu (*p <0,05)
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5.4.3.1p ve 19q kayb1

Histopatolojik tan1 ve FISH yoOntemiyle saptanan genetik degisikliklerin goriilme
oranlarma bakildiginda; 1p/19q kayb1 OD’de 17/18 (%94.4) (1 vakada sinyal elde edilemedi),
AOD’de 10/10 (%100), OA’da 8/19 (%42.1), AOA’da 6/8 (%75) olarak saptanmistir. A ve
AA tanili vakalarda 1p/19q kaybi1 goriilmemistir. 1p/19q kaybi1 FISH sonuglarina ait
fotograflar resim 5’te verilmistir.

Yalniz 19q kaybi saptanan A tanili 3 vaka (%21.4) mevcuttur. Bu vakalarin
histopatolojik tanilar1 OA olarak verilmistir. Her 3 vakada da IDH mutasyonu ve ATRX

mutasyonu saptanmis olup tan1 A olarak degistirilmistir.

1p kaybi1 olan vakalarin hepsinin 19q kayb1 da gosterdigi izlenmistir.
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Resim 5: 1p/19q FISH ¢alismalarina ait mikroskopik fotograflar

A: 1p kayb1 gosteren OD vakasi (kirmizi sinyal: 1p36, yesil sinyal 1g25).

B: Ayni1 vakada 19q kaybi (kirmizi sinyal: 19q13, yesil sinyal 19p13).

Kromozom 1p/19q kayb1 olan 41 vakanin 3’{inde (%7.3) p53 protein ekspresyonu fokal
yada skorl+ olarak saptanmistir. Bu vakalarmm 1’1 AOA, diger 2’si AOD entegre tanilar
almistir. 1p/19q kaybi ile p53 protein ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak negatif yonde
orta derecede, anlamli bir korelasyon vardir ( r=-0,489; p=0,001).

Tablo 10°da entegre tanmiya gore tiim vakalar icinde, sirasiyla 1p kaybi, 19q kaybi,
1p/19g kombine kaybi, “1p/19q kombine kaybi ve IDH ekspresyonun birlikte gozlendigi
durumlar”, ATRX mutasyonu, p53 protein ekspresyonu, PDGFR-o. amplifikasyonu ve CEP4

polizomi durumlarina ait vaka sayilari ve goriilme oranlar1 gosterilmistir.
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Tablo 10: Entegre taniya gore immiinohistokimyasal ve FISH sonuglari, birbirleriyle olan
iligkileri ve yiizde olarak karsiliklari B: Bilinmiyor. (OD-NOS entegre tan1 vakalarinda

molekiiler caligma sonu¢lanamadigi icin tabloya alinmamastir)
5.4.4.p53 protein ekspresyonu

Caligmamizda 17 vakada (%28.3) p53 protein ekspresyonu bulunmustur. Bu vakalarin
ekpresyon skorlarina gére dagilimlari; 8 vaka (%47) “skor 1+, 5 vaka (%35.7) “skor2+” ve
4 vaka da (%28.5) “skor 3+” olarak saptanmistir. Ekspresyon goriilen vakalarin ¢ogunlugu
entegre tani sistemiyle A (%71.4) ve AA (%100) tanilar1 almigken 2 vaka (%13.3) AOD
tanist, 1 vaka (%7.1) AOA tanis1 almastir.

1p/19q kaybr ile p53 protein ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak negatif yonde
giiclii, anlaml1 bir korelasyon vardir.( r=-0,659; p<0,001)

5.5.0LGULARIN HISTOPATOLOJIK DERECESI iLE
GENETIK DEGISIKLIKLER VE Ki-67 ILISKISI

Calismada DSO 2016 SSST histopatolojik siniflamasina gore 41 derece II (OD, A ve
OA), 19 derece IIT (AOD, AA ve AOA) tiimor ele alinmistir. Vakalarin ilk tanidaki dereceleri

ile entegre tanidaki histolojik derecelerinde degisiklik olmamastir.
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Timor derece siniflart arasinda IDH mutasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark elde edilememistir. Mutasyon goriilen vakalarin orani derece II ve III'te sirasiyla %95.1
ve %94.7 oraninda saptanmustir.

1p/19q kaybi goriilme sikligi derece II timorlerde %64.1; derece III tiimorlerde %80
olarak saptanmistir. Farkli derece gruplari arasinda 1p/19q kaybr1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir.

Ki67 skoru pozitif hiicrelerin ylizde cinsinden orani olarak verilmigtir. Degerler tiim
tiimorler i¢in %0.5 ile %50 arasinda olup OD’de %0.5-%10; AOD’de %3-%50; A’da %0.5-
%30; AA’da %4-%50 arasinda degismektedir. Ortalama degerler ise sirasiyla %3.45,
%17.13, %6.46, %19.66’dir. OD NOS’ta %2; AOA’da %20 olan birer vaka bulunmaktadir.
Derece gruplarma bakildiginda Ki67 skoru derece II tiimorlerde %0.5-30, derece Il
tiimorlerde %3-%50’dir. Derece gruplarinda ortalama degerler ise sirasiyla %4.5 ve %17.5
olmustur.

Ki67 skoru ayrica gruplara ayrilarak incelenmistir. Merkezimizin uygulama deneyimleri
temel alinarak, kimi yayinlarda da kullanilmis esik degerler tizerinden Ki67 skoru 4 grupta
toplanmustir. %0-%<5: grup 1; %5-<10: grup 2; %10-<30: grup 3; %30 ve daha yiiksek: grup
4 olarak siniflanmistir. Bu siniflarda sirasiyla 32, 11, 12, 5 vaka yer almistir. Ki67 skor
grubu, en sik olarak OD’de “grup 17 (%74.1); AOD’de “grup 3” (%46.6); OD NOS’ta “grup
1” (%100), AOA’da “grup 3” (%100), A’da “grup 1” (%57.1), AA’da her gruptan bir vaka
seklinde olmustur. Ki67 skor grubu, en sik olarak derece II timorlerde grup 1 (%72.5), derece
III tiimdrlerde grup 3 (%47.4) olmustur.

5.6.FISH YONTEMIYLE UYGULANAN PDGFR-a/CEP4
SONUCLARI

Calismamizda PDGFR-0/CEP4 gen bolgesi FISH yontemiyle degerlendirilmis ve 60
vakadan 20’sinde ilk ¢aligmada sinyal elde edilememistir. 2. kez FISH ¢aligmasi tekrar edilen
20 vakadan ise 9’unda (%45) PDGFR-a ve CEP4 gen bdlgesi igin sinyal elde edilebilmistir.
Tekrar caligilan 1 vakada ise PDGFR-a bdlgesi i¢in degerlendirilebilecek sinyal yok iken,
CEP4 bolgesi i¢in sinyal elde edilmis ve degerlendirilip sonu¢ verilen vakalar igerisine
almmigtir. Sonug¢ olarak 2 kez calisilan vakalarla birlikte 60 vaka igerisinde PDGFR-a
degerlendirmesi yapilabilen 49 vakada sonug verilebilmistir. CEP4 bolgesi i¢in ise 50 vakada
sonug verilebilmistir. PDGFR-a/CEP4 FISH goriintiilemelerine ait fotograflar “Resim 6 ve

7°de” verilmistir.
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Ilk ¢alismada PDGFR-a amplifikasyon icin siipheli bulunan 3 vaka FISH yontemiyle
tekrar calisilip degerlendirilmis ve ilk ¢alismada artmis sinyal olarak diisiiniilen goriintiilerin
teknik kirlilik nedeniyle olustugu sonucuna varilmistir. Sonug olarak hicbir vakada PDGFR-a
amplifikasyonu saptanmamustir.

CEP4 polizomi degerlendirmesinde, sinyal elde edilen degerlendirilebilir 50 vakadan
13’iinde (%26) polizomi saptanmistir. Bu vakalarin 7’sinde (%53.8) yiiksek seviye polizomi,
6’sinda (%46.1) diisiik seviye polizomi saptanmistir. Polizomi saptanan vakalarin entegre
tanilara gore dagilimlari; OD’de 3/19 vaka (%15.7), AOD’de 4/15 vaka (%26.6), A’da 3/11
vaka (%27.2), AA’da 3/3 vaka (%100) seklindedir. AOA tanili 1 vakada polizomi

saptanmamistir. OD NOS tanili 1 vakada ise sinyal elde edilemedigi icin degerlendirmeye

alinamamustir.
30
25
20
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5 .
0 |
oD AOD A AA
W negatif W duslk seviye polizomi yuksek seviye polizomi

Grafik 7: Vakalarin CEP4 sonuglarina gore oranlari

Grafik 7°de verildigi lizere, OD tanili 25 vakanin 3’linde (%12) diisiik seviye polizomi
saptanmistir. AOD tanili 15 vakanin 3’tinde (%20) diisiikk seviye polizomi, 1’inde (%6.6)
yiiksek seviye polizomi saptanmistir. A tanili 14 vakanin 3’tinde (%21.4) ve AA tanili 4
vakanin 1’inde (%25) yiiksek seviye polizomi saptanmistir. A ve AA tanili vakalarda diisiik
seviye polizomi saptanmamustir.

Entegre tan1 gruplart CEP4 polizomi degerlendirmesi yapildiginda vaka azlig1 nedeniyle
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,157). Ancak grafikten de anlasilacag:

iizere polizomi daha ¢ok astrositik tiimorlerde ve yiiksek dereceli vakalarda saptanmustir.
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5.7.ENTEGRE TANILARA GORE KLINIK VERILER

Cinsiyet Yas
Entegre tam1 | Say1
Kadin (n) Erkek (n) | En az |[En fazlaOrtalamalMedyan
oD 25 10 15 24 59 36.2 35
AOD 15 7 8 12 69 48.2 47
A 14 5 9 24 S7 37.1 37
AA 4 2 2 28 42 35.7 32
OD NOS 1 0 1 38
AOA 1 0 1 49

Tablo 11: Entegre tanilara gore say1, cinsiyet ve yas dagilimlari

Histopatolojik tan1 ve degisen entegre taniya gore olgular yas (sirasiyla p=0,543 ve
p=0,239) ve cinsiyete (p=0,796) gore gozden gegirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamistir (Tablo 11).

Lezyonda kontrast tutulum durumu bildirilen 53 olgunun 12’sinde (%22.6) kontrast
tutulumu mevcut iken, 41’inde (%77.3) tutulum goriilmemistir. Kontrast tutulum oran1 OD’de
%33.3, AOD’de %21.4, AOA’da %100 (1 vaka), A’da %8.3; derece II’de %20, derece I1I’te
%20 olarak saptanmigtir. OD NOS ve AA tanili vakalarda kontrast madde tutulumu

saptanmamuistir.
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Resim 6: FISH PDGFR-0/CEP4 ¢aligsmasi sonucu PDGFR-a amplifikasyon negatif, polizomi

negatif saptanan OD tanili vakaya ait fotograf
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Resim 7: FISH PDGFR-a/CEP4 ¢alismasi sonucu diisiik seviye polizomi ve yiiksek seviye

polizomi saptanan AA vakalarina ait fotograflar (A: Diisiik seviye polizomi saptanan vaka,

B: Yiiksek seviye polizomi saptanan vaka)




5.8.KLINIK, IMMUNOHISTOKIMYA VE FISH
SONUCLARINA GORE PROGNOZ VE SAGKALIM

Hastalarin ulasilabilen takip siireleri 1 ile 156 ay arasinda degismekte olup, ortalama
deger 26.67 ay, medyan deger 24 aydir. 1 yillik sagkalim bilgisine ulasilan 49 vaka (%81.6)
icerisinde 47 vakada (%95.9) sagkalim 1 yil ve daha fazla iken, 2 hasta (%4.2) 1 yil i¢inde eks
olmustur. 5 yillik sagkalim bilgisine ulasilan 15 vakadan 3’linde (%20) ise 5 yil1 asan yasam
saptanmistir. Kadinlarda sag kalim hiz1 % 89.5, erkeklerde %77.4 olup bu fark istatistiksel
olarak anlamli saptanmamistir (log rank= 2,84, p= 0,092).

Takiplerinde niiks tiimor gelisen olgu sayist 10°dur. Niiks eden vakalarin dagilimi; 1
AA, 4 OD, 4 AOD ve 1 AOA seklindedir. Vakalarin kendi tan1 gruplar i¢indeki ytizdeleri
strastyla; %25, %16, %26 ve %100’ diir.

Histopatolojik tani takip siiresine gore degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmistir (p=0,008). Yapilan post-hoc analizler sonrasi farkin OA grubuyla A ve
AA grubu arasindaki farktan kaynaklandig1 saptanmistir (p=0,005).

Entegre tani takip siiresine gore degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamigtir (p=0,901). OD tanili vakalarda ortalama takip stiresi 24.9, AOD tanil
vakalarda 23.9, A tanili vakalarda 24.5 ve AA tanili vakalarda ise 19.5 olarak saptanmustir.
Histopatolojik tan1 ve entegre tamiya gore sag kalim agisindan degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (sirasiyla log rank= 6,63, p=0,085 ve log
rank= 1,149 p= 0,765).

Tlimorlerin hiicre komponentlerine gore sagkalim verileri agisindan farklilik gosterdigi
goriilmiistiir. Plir oligodendroglial tiimorlerde 1 yil yasama oran1 %100, 5 y1l yasama orani
%40; mikst oligoastrositik timorlerde 1 yil yasama oran1 %95.6, 5 yil yasama oran1 %11.1,
astrositik tiimorlerde 1 yi1l yasama orani %75, 5 yil yasama oran1 %0 olarak saptanmistir.

Sagkalim bilgilerine ulasilabilen vakalar igerisinde, en az 1 yi1l yasama orani derece II
ve III’te sirasiyla %97.1, %92.8; en az 5 y1l yasama oran1 derece 11 ve III’te sirasiyla %14.2,

%25 olmustur.
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Grafik 8: Entegre tanilara gore sagkalim siireleri

Istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememis olsa da entegre tanilara gore sagkalim
durumu net olarak goriilebilmistir. En 1yi sagkalim saptanan vakalar OD tanil1 olan vakalar

olmustur. En kotii sagkalima sahip olan vakalar A, AA ve AOD olmustur (Grafik 8).

Derece ile yasam verileri birlikte incelendiginde farkli derecedeki vakalar ile en az 1 yil
veya en az 5 yil yasam siirdiirme durumu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemistir (log rank= 2,675, p=0,102) (Grafik 9).

Istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememis olsa da gozlemsel olarak anlamli bir

fark saptanmustir. Grafik 9°da verildigi lizere derece 2 tanili vakalarin sagkalimlar1 derece 3

vakalara gore daha iyi bulunmustur.
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Grafik 9: Derece ile sagkalim arasindaki iligki

Kontrast tutulumu negatif vakalarda sag kalim hiz1 % 82,4, kontrast pozitif vakalarda
%66,7 olup bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamustir (log rank= 0,408 , p= 0,523).

IDH1 ekspresyonu negatif olan vakalarda sag kalim hiz1 % 62,5 IDH1 ekspresyonu
pozitif olan vakalarda 80,0 olarak saptanmistir. (log rank= ,994 , p=0,319) (Grafik 10)

IDH1 ekspresyonu saptanan vakalarin sagkalim siireleri ekspresyon saptanmayan

vakalara gore daha uzun saptanmistir(Grafik 10).
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Grafik 10: IDH1 ekspresyonu saptanan ve IDH1 ekspresyonu saptanmayan vakalarda

sagkalim

Oligodendroglial tiimoérler iginde 22 OD ve 12 AOD vakasinda IDH mutasyonu ve
1p/19q kaybi birlikte saptanmustir. Her iki genetik degisikligi de gosteren 34 vakadan 33’iinde
sagkalim bilgisine ulagilabilmis ve 1 yillik sagkalima sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Sagkalim verilerine bakildiginda, IDH mutasyonu gosteren vakalarda 1 yil ve 5 yil
yasam oranlar1, mutasyon gostermeyenlere gore daha yiiksektir. Mutasyon bulunan vakalarda
1 y1l yasama oran1 %97.8, 5 y1l yasama oran1 %23 tiir (Grafik 11).
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Grafik 11: IDH1 ve IDH2 mutasyonu saptanan ve mutasyon saptanmayan vakalarda
sagkalim

1p/19q kaybi olmayan vakalarda sag kalim hizi %64,3, 1p/19q kayb1 olan vakalarda
%81,6 olarak saptanmistir. Vaka sayisindaki azlik ve tiim hastalarin sagkalim bilgilerine
ulagilamamasi nedeniyle istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (log rank= 1,816 , p=
0,178) (Grafik 12).

1p/19q kayb1 saptanmis olan vakalarda sagkalim siiresi kayip saptanmayan vakalara

gore daha uzun bulunmustur (Grafik 12).
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Grafik 12: 1p/19q kayb1 olan ve 1p/19 kaybi olmayan vakalarda sagkalim

Calismamizda 1p/19q kaybi saptanan 41 vakadan 36’s1 KT ve/veya RT almistir. Tedavi
alan 36 vakanin 29’u (%80.5) yasamakta olup 7’si (%19.4) tedaviye ragmen 2-3 sene sonra
eks olmustur. Eks olan vakalarin ¢ogu (%71.4) OD tanilidir.

ATRX mutasyonu saptanan astrositik timdrlerde 1 yillik sagkalim oran1 %90.9, ATRX
mutasyonu saptanmayan astrositik timorlerde 1 yillik sagkalim %80 olarak izlenmistir.
ATRX mutasyonu negatif grupta sag kalim hiz1 %78, ATRX mutasyonu pozitif grupta
%75 olarak saptanmistir (log rank =010 , p=0,922).

P53 protein ekspresyonu negatif olan vakalarda sag kalim hizi %78, p53 protein
ekspresyonu pozitif vakalarda %75 olarak saptanmistir (log rank= 0,010, p=0,922).

Ortalama Ki67 skoru 1 yil sagkalim gosteren vakalarda %9.18, gostermeyen vakalarda
%15; 5 yil sagkalim gosteren vakalrda %20, gostermeyen vakalrda %16.09 olmustur. 5 yil
sagkalim gosteren vakalarda anlamsiz sonug elde edilmistir.

PGFR-a amplifikasyonu negatif olan vakalarda sag kalim hizinin %76,2 oldugu

saptanmustir. Pozitif vaka bulunmadigi i¢in istatistiksel olarak degerlendirilememistir.
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CEP4 polizomisi negatif olan vakalarda sag kalim hiz1 %74,2, CEP4 polizomisi pozitif
olan vakalrda %75 olarak saptanmistir (log rank=0,002, p= 0,966). CEP4 yiiksek polizomili
vakalarda sag kalim hiz1 %71,4, CEP4 diisiik polizomili vakalarda %80 olarak saptanmigtir
(log rank=0,070, p=0,791).

Bir yillik sag kalim yas, cap, p53 degeri, Ki 67 koru agisindan degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir (sirasiyla p = 0,178; 0,866 ;0,170;0,823).
Bes yillik sag kalim yas, cap, p53 degeri, Ki 67 koru acisindan degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir (sirasiyla p = 0,218; 0,817; 0,945; 0,295).

Tedavi gruplar sag kalim agisindan incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (log rank= 2,364 p= 0,500).

5.9.FISH ILE 1P/19Q KAYIP DEGERLENDIRMESINDE
CALISMAYA OZGU ESIK DEGER YONTEMI

Calismamizdaki 1p/19q kayb1 incelemelerinde FISH sinyalleri, laboratuara 6zgii esik

degerin 6nceden hesaplandigi klasik yontem ile degerlendirilmistir.
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6. TARTISMA

Calismamizda ara dereceli (derece Il ve derece Ill) oligodendrogliom, astrositom ve
2014’ten dnce tani verilmis oligoastrositom vakalarma 2014 Haarlem ve DSO 2016 SSST
siniflama Onerilerine uygun olarak molekiiler ¢caligmalar yapilmistir. Calismalar sonucunda
vakalarin biiylik bir kisminda tani giincel smiflamadaki yeni isimlendirmeyle birlikte
tamamen degismis, vakalar yeni bir tan1 almistir. Yeni tani verilmesi siirecinde 6ne ¢ikan
genetik degisikliklerden 1p/19q kaybi1 FISH yontemiyle, IDH1 (R132H), ATRX ve p53
durumu immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. IDH1 ekspresyonu immiinohistokimyasal
olarak saptanamayan vakalara ve kontrol amagli rasgele se¢ilmis pozitif vakalara PCR
yontemiyle Sanger sekans dizi analizi uygulanmistir. IDH1 ekspresyonu goriilen, ancak
sanger sekans analizi ile mutasyon saptanamayan vakalara da yeni nesil sekanslama yontemi
ile DNA dizi analizi yapilmistir. Mevcut ¢alismada yeni siiflamada belirtildigi tizere tipik
olarak oligodendroglial tiimorlerde gozlenen 1p/19q kaybi ve buna karsilik astrositik
timorlerde gozlenen ATRX mutasyonunun ve p53 ekspresyonunun, glial tiimorlerde
diagnostik ve prognostik degeri bilinen IDH mutasyonunun rutin kullanimda saglayacagi
katkilar1 arastirmak ve vakalara yeni smiflamaya uygun olarak yeni tanilar verilmesi
amaglanmistir. Bunun yani sira yliksek dereceli astrositik tiimorlerde daha sik goriilen
PDGFR-a amplifikasyonu da yine patoloji uygulamalarindaki anlamlarint degerlendirmek
amaciyla ¢alismamiza dahil edilmistir.

Calismaya aliman genetik degisikliklerin; tani, derece, hiicresel komponent gibi
histopatolojik veriler ve yas, cinsiyet, yerlesim yeri gibi klinik verilerle iligkisi de
arastirilmistir.

Glial timorler ilk defa Bailey ve Cushing tarafindan 1900’lerin basinda histogeneze
dayali olarak smiflandirilmistir. Sonraki farkli ¢alismalarda Kernohan, Ringertz ve Doumas,
Duport histolojik siniflandirma ve derecelendirmeyi yayinlamiglardir (13,14,15,115).

1993°te ilk olarak DSO’niin siniflamasi yayinlanmis ve uluslararas1 kabul géren tek
siniflama haline gelmistir (16). 2016 DSO SSST smiflamasina kadar glial timor tanisi
histopatolojik olarak verilmekteydi. Yeni siiflama ile birgok molekiiler degisiklik
tanimlanmis, prognostik ve prediktif degeri olanlar vurgulanmistir (1,6). Calismamizda,
onemi vurgulanan genetik degisiklikler incelenmis ve vakalara yeni entegre tanilar verilmistir.
Calismada yer alan 60 vakadan 28’inde (%46.6) tan1 degistirilmis, yeni bir tan1 verilmistir.
Tanis1 tamamen degisen vakalarin g¢ogunu OA/AOA histopatolojik tamili vakalar

olusturmustur.

90



Yeni siniflamaya ihtiyag duyulmasimin pek ¢ok sebebi vardir. En 6nemli sebeplerden
biri glial tiimorlerin heterojen olusudur (6). Bir bagka 6nemli sebep de histomorfolojik tanida,
gozlemciler arasinda tani farkliliklarinin yasanmasidir (116). Hatta ayni1 gozlemci ayni vakayi
farkli zamanlarda degerlendirdiginde verdigi tanilar da degisebilmektedir.

Tanida bir baska problem de eksizyon materyalinde yanlis ya da eksik Ornekleme
yapilmasidir. Yiiksek dereceli ve farkli morfolojideki tiimoral alanlarin ¢ok kolay
atlanabilecegi bilinmektedir. Lezyonun oOzellikle sadece periferinden yapilan 6rneklemeler
diisiik dereceli tiimor tanisi verilmesine neden olmaktadir. Bu nedenle daha yiiksek dereceyi
gosteren merkezden Orneklemelerin de yapilmasi ile yanlis derecelendirme yapilmasinin
Oniine gegmis olacaktir. Yasanan problemler nedeniyle gozlemciler arasi tani farkini azaltmak
adina, mevcut histomorfolojik kriterlerin diginda, nesnel yardime1 tan1 yontemlerine de ihtiyag
duyulmaktadir (2,3,78).

DSO 2016 SSST giincel siniflamada; histomorfolojik kriterler ilk bagvurulan 6zellikler
olmasina karsin bu kriterlerin yeterli olmadig1 kanaatine varilarak tanida ilk defa genetik
degisikliklere yer verilmistir (6).

1980°lerin sonunda yapilan calismalarda, oligodendroglial tiimorlerde, prokarbazin,
lomustin/CCNU ve vinkristin (PCV) tedavisi ile astrositik tiimorlere gore daha iyi sonuglar
alindiginin  gosterilmesinden bu yana, oligodendroglial komponentin varliginin tedaviyi
belirleyici bir anlam1 oldugu kabul gérmektedir (117).

Giiniimiizde ¢ok nadir olan mikst oligoastrositik timorlerin, ayni dereceli piir astrositik
timorlere gore medikal tedaviye daha iyi yanit verdigi gbéz Oniine alindiginda, bu
komponentin taninmasi 6nem kazanmaktadir (117).

Patologlarin, genetik degisikliklerin bilinmedigi donemde histomorfolojik tani olarak en
cok kullandig1r “oligoastrositom” terimi ilk defa Eugenia Cooper tarafindan 1935 yilinda
ortaya atilmistir (118). Miks popiilasyondaki oligodendrositlerin tiimoral, astrositlerin ise
reaktif oldugunu diisiinmiistiir. Hart ve ark 1974’te mikst oligoastrositom caligmasini daha
genis kapsamda incelemis ve astrositik ve oligodendroglial hiicre komponentlerinin
infiltrasyon i¢inde kompakt ve difliz yerlestigini ileri siirmiistiir (119). Cooper’in “astrositik
hiicreler reaktiftir” tezi Daumas-Duport siniflandirma sisteminde de yerini almistir (120).

DSO 2000 ve 2007 SSST smiflamalarinda morfolojik olarak oligodendrosit ve astrosite
benzeyen hiicrelerin her ikisinin de tiimoral oldugu yaymlanmistir (6). 2016 DSO SSST
siiflamasinda mikst morfolojide olan glial tiimorlerin ¢ogu genetik degisikliklerin varligina

bagl olarak oligodendrogliom ya da astrositom tanis1 almaya baslamistir. Eski siniflamalarda
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oligoastrositom tanisi ¢okga verilen bir taniyken yeni siiflamada oligoastrositom tanis1 ¢ok
kiigiik bir alan1 kaplamaktadir. Ancak az da olsa oligoastrositom tanisit hala vardir (1).

Felix Sahm ve ark. 43 oligoastrositom igeren ¢aligmasinda bizim ¢aligmamiza benzer
sekilde vakalarin 1p/19q, IDH, p53 ve ATRX durumlann degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda oligoastrositom tanist almig 42 vaka genetik degisikliklerin saptanmasiyla
oligodendrogliom ya da astrositom tanisi alarak degismistir. Ancak 1 vakada 1p/19q kaybu,
ATRX mutasyonu ve p53 niikleer ekspresyonu ayni anda izlenmistir. Oligodendrogliom ve
astrositom i¢in spesifik genetik degisiklikleri gosterdigi i¢in molekiiler hibrid olarak
tanimlanmustir (20).

Bir baska ¢alismada 1041 glial tiimor serisinden sadece 3’tinde ATRX ekspresyonu ve
1p/19q kayb1 birlikte goriilmiistiir. Giiniimiizde ¢ok nadir oldugu bilinen mikst
oligoastrositom tanisinda kalmistir (118).

Oligoastrositom tanis1 verilirken dikkat edilmesi gereken ¢ok dnemli bir teknik detay da
mevcuttur. immiinohistokimyasal yanlis negatif ATRX veya FISH ile yanlis pozitif 1p/19q
kayb1 saptanmasi da oligoastrositom tanisina sevk etmektedir (1).

Calismamizda morfolojik olarak derece II-1Il oligodendrogliom ve astrositom tanisi
almis vakalar entegre tamyla da aymi tanilari almislardir. Morfolojik olarak derece II-IlI
oligoastrositom tanisi almis 19 OA ve 8 AOA vakalarindan 8’i (%42.1) OD, 11’i AA
(%57.8), 5’1 AOD (%62.5) ve 2’si AA (%25) olarak degismistir. AOA tanili 1 vakada
molekiiler ¢aligmalarin yapilmas: sonucu hem 1p/19q kaybi hem de ATRX mutasyonu
saptandig1 i¢in entegre taniyla da AOA tanisi almistir. OD tanili 19 vakadan 2’sinde tani
degistirilmistir.  Vakalardan 1’inde ATRX mutasyonu saptanmis, 1p/19q kaybi
saptanamamistir. Bu nedenle tant A olmustur. Diger vakada ise FISH yontemiyle 1p/19q
durumu degerlendirilmis ve sinyal elde edilememistir, tan1 OD-NOS olarak degistirilmistir.

“NOS (tanimlanmamis)” tanisi, onceki DSO siniflamalarinda yer almayan, DSO SSST
2016’ da ilk defa tanimlanan bir alt gruptur. Yeni siniflamadaki gerekli genetik degisiklikler
icin ¢alisma yapilamadiysa veya calismadan sonu¢ alinamadiysa “NOS (tanimlanmamis)” alt
gruptan bahsedilebilmektedir. Calismamizda da oldugu iizere tiimorde oligodendroglial
histoloji, IDH mutasyon varligi ve niikleer ATRX immunpozitif (non-mutant) olup 1p/19q
kaybi basarili bir sekilde test edilemediyse tan1 oligodendrogliom NOS olmaktadir (6).

IDH1 mutasyonu oligodendrogliom ve astrositomlarda gliomagenezde ilk gerceklesen
genetik olaydir. IDH mutasyonu sonrasinda tiimoriin spesifik diferansiasyonuna ve davranis
paternine bagl olarak farkli genetik degisiklikler gerceklesmektedir (115). IDH mutasyonu,

rutin patolojik incelemelere biiyilik katki saglayan, diagnostik ve prognostik agidan anlamli,
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onemli bir inceleme alani olmustur. Mutasyon degerlendirmelerinin immiinohistokimya
yontemi ile incelenebiliyor olmasi, rutin patoloji uygulamalarina hizla dahil olmasim
saglamistir. Konu ile ilgili ilk yayimnlardan birinde 22 glioblastom vakasinda IDH
mutasyonunu inceleyen Parsons ve ark. konuya dikkat cekmislerdir (70). Ilerleyen donemde 6
merkezden 1010 glial tiimor {lizerine yapilan bir ¢alisma ile IDH mutasyonunun genel olarak
glial timorogenezdeki rolii incelenmistir (72). IDH’1n somatik mutasyonlarinin tipik olarak
astrositik, piir oligodendroglial ya da mikst oligoastrositik diferansiyasyon gdsteren tiimorler
ile bunlardan gelisen glioblastomlarda goriildiigii, tersine primer glioblastomlarda olmadigi ya
da az oranda rastlanabilecegi bildirilmektedir (29,70).

Bugiin astrositom ve oligodendrogliomlarda IDH geninin 132. kodonunda mutasyonun
%70-80 oraninda gorildiigi, bunlarin  %90’min  IDH1(R132H) mutasyonu oldugu
bilinmektedir (115). IDH1 mutasyonu oranlart OD’de %42.9-%100, AOD’de %46- %100,
A’da  %74-90, AA’da %27.3-73, primer glioblastomda %1.8-%19.4; sekonder
glioblastomlarda %15.4-%88 olarak verilmektedir (29,34).

Calismamizda IDH1(R132H) ekspresyonu, OD’de 23 (%92), AOD’de 12 (%80), OD
NOS’ta 1 (%100), A’da 12 (%85.7), AA’da 3 (%75), AOA’da 1 (% 100) vakada gézlenmistir.
Calismaya dahil edilen tiim ara derecedeki glial tiimorlerde saptadigimiz IDH1(R132H)
ekspresyonu goriilme sikliklari literatiirde bildirilen yiiksek degerlerle uyumludur (29).

Calismamizda en sik goriilen mutasyon olan IDHI(R132H) mutasyonu, yaygin bir
yontem olan immiinohistokimya ile incelenmistir. Sadece IDH1 (R132H) icin ticari olarak
primer antikor mevcut olup IDH1 R132G, R132S, R132C gibi sikc¢a saptanan diger IDH1
bolgeleri ve IDH2 degerlendirilmesi i¢in ticari antikor iiretilmemistir.

Immiinohistokimyasal olarak IDH1 ekspresyonu saptanamayan vakalarda Sanger
sekans DNA dizi analizi uygulanmstir. Yapilan ¢aligmalarda da immiinohistokimyasal olarak
IDH1 ekspresyonu saptanamayan vakalarda DNA dizi analizi yontemi uygulandiginda IDH1
veya IDH2 mutasyonunun saptandig1 goriilmiistiir (115,121).

Calismamizdaki  vakalardan IDH1 (R132H) immiinohistokimyasal olarak negatif
saptanan 8 vaka ve kontrol amaglh randomize segilen IDH1 (R132H) pozitif 13 vakaya Sanger
Sekans DNA Dizisi yapilmistir. Sanger sekans dizileme ile IDH1 ve IDH2 gen bdlgelerine
bakilmis ve en sik goriilen IDH mutasyonlar: arastirilmistir. Immiinohistokimyasal olarak
IDH1 eksprese eden 13 vakadan 11’inde sekanslama ile de IDH1 R132H bdlgesinde nokta
mutasyonu saptanmis, ancak diger 2 vakada DNA dizi analizi ile IDH mutasyonu
saptanmamigtir. IDH1 immiinohistokimya preparatt tekrar degerlendirilmis, hatta

immiinohistokimyasal ~IDH1  c¢alismas1  tekrar  edilmistir. 2. ¢alismada da
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immiinohistokimyasal olarak IDHI ekspresyonu net olarak goriilmiistiir. Bu 2 vakaya yeni
nesil sekanslama yontemiyle DNA dizi analizi uygulanmig ve yine IDH mutasyonu
saptanmamistir.

IDHI ekspresyonu saptanmayan 8 vakanin 3’iinde dizi analizi ile IDH1 R132H
bolgesinde nokta mutasyonu, 2’sinde dizi analizi ile IDH2 R172K ve R172W bdélgelerinde
nokta mutasyonlar1 saptanmistir. Geri kalan diger 3 vakada ne immiinohistokimyasal ne de
sanger sekans dizi analizi ile IDH mutasyonu goriilmemistir ve bu ylizden IDH mutant
olmayan glial tiimor olarak adlandirilmistir.

Immiinohistokimyasal olarak uygulanan IDH1 primer antikorunun IDH1 geninin
R132H bolgesindeki mutasyonlart yiiksek oranda saptadigi bilinmektedir (76). Ancak
calisgmamizda da gorildigl iizere, immiinohistokimyasal olarak IDHI1 ekspresyonu
saptanamayan ve sonrasinda Sanger sekans analizi ile yine aym bolgede IDH1 (R132)’de
mutasyon saptanan vakalar mevcuttur. Bu sonuglara gore kullanilan antikorun spesifitesinin
yiikksek olamayabilecegi diisiiniilmiistir. Dolaysiyla immiinohistokimyasal olarak IDHI
negatif saptanan vakalarda, pozitif sonu¢ ¢ikabilecegi adina kuvvetli siiphe mevcutsa diger
yontemler de kullanilarak IDH mutasyonu daha dogru degerlendirilmelidir.

Calismalarda, hem IDH1 hem IDH2 genini iceren, Sanger metodu ile yapilan gen
siralamasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak mutasyonun tespiti i¢in en az %20
oraninda mutant alel gerekmekte, bu da DNA analizi i¢in kullanilacak kesitlerdeki hiicrelerin
%40’ 1ndan fazlasinin tiimdr olmasini gerektirmektedir. Bu nedenle de tiimdr iceriginin diisiik
oldugu 6rneklerde yalanci negatif sonuglar alinabilmektedir (71).

IDH1 mutasyonuna kiyasla IDH2 mutasyonu daha az siklikta goriillmekte olup birinin
varhig1 digerini dislayicidir (73). Calismamizda da DNA dizi analizi yapilan vakalarda IDH1
ve IDH2 mutasyonlari es zamanli goriilmemistir. DNA dizi analizi ¢alisilan ve pozitif sonug
alinan vakalarin 14’tinde (%87.5) IDHI mutasyonu, 2’sinde (%12.5) IDH2 mutasyonu
1zlenmistir.

Calismamizda IDH mutasyonu saptanan 57 vakanin 40’1inda (%70.1) FISH yontemiyle
1p/19q kaybi izlenmistir. 1p/19q kaybi1 goriilen tiimorlerde IDH mutasyonunun siklikla
goriilebilecegini bildiren ¢aligmalarda sunulanlar ile uyumludur (115).

Glial tlimorlerde kromozom kayiplar1 ¢aligmalarinin  gegmisi 1991 yilina kadar
uzanmaktadir. 1992°de von Deimling, 1994’te Reifenberger 1p ve 19q kaybimin
oligodendroglial tiimorlerle iligkisini ortaya koyan ¢alismalar yayinlamiglardir (122).
Literatiirde 1p/19g kaybinin oligodendroglioma goreceli olarak spesifik olabilecegi; varlig

durumunda iyi prognoza isaret edebilecegi ve terapotik etkisinin de oldugu bildirilmistir (45).
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Oligodendroglial neoplazilerde gozlemciler arasi tan1 degiskenliginin belirgin oldugu
g6z Oniine alindiginda, 1p/19q kaybi durumunun sorgulanmasi taniya gitmede onemli bir
yardimci olmaktadir. Kromozom 1p/19q kombine kaybmin anaplastik oligodendrogliomlu
hastalarda kemoterapiye yanitta prediktif ve daha uzun sagkalimda etkili bir pozitif prognostik
faktor oldugu da ilk defa 1998’de Cairncross ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanmistir (44).
Glial tiimérlerin yiiksek oranda degerlendirildigi merkezlerde DSO 2016 SSST siniflamasinin
da oOnerdigi gibi glial tiimorlerde 1p/19q durumu degerlendirilmesi gereken molekiiler
degisiklik olmustur (3).

Calismamizda histopatolojik tanilara gére 1p/19q kaybi degerlendirildiginde OD’de
17/18 (%94.4) (1 vakada sinyal elde edilemedi), AOD’de 10/10 (%100), OA’da 8/19 (%42.1),
AOA’da 6/8 (%75) olarak saptanmistir. A ve AA tamli vakalarda 1p/19q kaybi
goriilmemistir. 1p/19q kaybi saptadigimiz vakalarda histopatolojik olarak da zaten
oligodendroglial tiimor tanis1 konulmustu. Yayinlanmis ¢aligmalarda OD’de 1p/19q kaybinin
goriilme oran1 %50-90 olarak verilmektedir (3). Kombine kayip goriilme oranlari genel olarak
OD’de daha yiiksek olsa da calismamizdaki sonuglara benzer sekilde kombine kaybin
AOD’lerde de sik goriildiigiinii bildiren yayimnlar da mevcuttur (17,123).

Oligodendroglial tiimorlerde 1p ve 19q ile iliskili kayip durumlar igin elde ettigimiz
oranlar literatiirde bildirilenlerle uyumlu olmustur (40). Derece 1l ve derece |IlI
oligodendroglial tiimorlerde %100 oraninda goriillen 1p/19q kombine kaybi literatiirde
bildirilen 1p/19q kayb1 olmayan oligodendroglial tiimor yoktur tezini dogrulamistir (6).

“lp veya 19q kayb1” gosteren vaka oranlari ¢alismamizda sadece A’da 19q kaybi
seklinde 3 vakada (%21.4) goriilmiistiir. Literatiirde OD’de 1p kaybi goriilme orani %56-
%76; 199 kaybi goriilme oran1 %56-%87.5 olarak verilmekte; yalnizca 1p kaybi %0-%3.8;
yalnizca 19q kaybi1 %0, %4.7 ve %19 oranlarinda bildirilmektedir (45,60). 19q kaybi
oranlarinin 1p kaybina gore yliksek olusu nedeniyle 19q kaybinin 1p kaybi 6ncesinde oldugu
diistintilmektedir (45). AOD’de goriilme sikliklart 1p kaybi igin %50-%89, 19q kayb1 igin
%50-%78 olarak belirtilmektedir (40,123). Astrositik tiimorlerde 1p kaybinin anaplastik
astrositomlarda %22 oraninda oldugunu bildiren ¢alisma da mevcuttur. Bu ¢alismada parsiyel
1p kaybinin k&tii prognozla iliskili oldugu bildirilmistir (17). Bir baska ¢alismada sadece 19q
kaybinin saptandigt AA ve GBM tanili vakalarda daha uzun sagkalim saptanmustir (124).

Daha eski c¢alismalarda astrositik tiimorlerde de 1p/19q kaybi1 olabilecegi
bildirilmekteyken, giincel bilgilere gore astrositik tiimorlerde 1p/19q kaybi kesinlikle

bulunmamaktadir (6).

95



Gliomageneze bakildiginda 1p/19q kaybinin goriilmesi i¢in Oncelikle IDH
mutasyonunun olmasi gerekmektedir (56). Calismamizda IDH-1p/19q iligkisine uymayan,
immiinohistokimyasal ve sonrasinda Sanger sekans analizi uygulanarak IDH mutasyonu
saptanmayan ve beraberinde 1p/19q kaybi saptanan 1 vaka izlenmistir. Calismamizla benzer
sekilde IDH mutant olmayan AOD’lerde 1p/19q kaybinin gosterildigi yaym da mevcuttur
(42).

Gegmisteki ¢alismalarda ATRX ekspresyon kaybi derece 111 AA’larda %80.8, derece Il
AOA’larda %68.4, derece 11 A’larda %56, primer GBM’lerde %26.3, derece III AOD’lerde
%37.5, derece 11 OD’lerde %20 ve OA’larda % 0 oraninda goriilmistiir (36). Jiao ve ark
yaptigr 363 beyin timoriini iceren c¢aligmada 93 vakada ATRX mutasyonu izlenmistir.
Tanilara gore mutasyon dagilim oranlart A’da %67, AA’da %73, OA’da %68 ve sekonder
GBM’de %57 olarak saptanmistir. Primer GBM (%#4) ve oligodendroglial tiimorlerde (%14)
¢ok nadir oldugu belirtilmistir (79).

Giiniimiizde ise DSO 2016 SSST smiflamasindan da bilindigi iizere ATRX mutasyonu
astrositik bir timér tanist verebilmek icin kullanilan genetik degisikliktir. Heniiz DSO
siniflamasinda tani kriterleri arasinda yer almamuistir; ancak oligodendroglial tiimdrlerde
goriilmemesi ve 1p/19q kaybi ile birbirini dislayict faktorler olmasi nedeniyle tanida ve
prognozu belirlemede yardimcit olmaktadir (6). Calismamizda da ATRX mutasyonu
saptanilan vakalara A veya AA tanis1 verilmistir.

Calismamizda 1p/19q kayb1 ile ATRX mutasyonu arasinda istatistiksel olarak da negatif
yonde giiclii, anlaml1 korelasyon saptanmistir (p<<0,001).

Calismamizda p53 protein ekspresyonu goriilen vakalarin cogunlugunu astrositik
timorler olusturmustur. 2 AOD (%13.3) ve 1 (%100) AOA vakasinda da ekspresyon
saptanmistir, ancak ekspresyon fokal ya da skor (1+) seklinde oldugu i¢in ve eslik eden
1p/19q kaybi da saptandigi igin tan1 AA olmamistir. Caligmalarda da p53 ekspresyonu
goriilen vakalara bakilacak olursa astrositom ve glioblastomlarda %65.7 ve %58.5 ile yiiksek
oranda, giiniimiizlin nadir tanilarindan OA’larda %46.1 ve OD’lerde %12 ile daha diisiik
oranda goriilmektedir. 1p/19q kayb1 olan vakalarda daha da diisik (%11.4) olarak
saptanmustir (17,64,125).

IDH1 mutasyonu tasiyan astrositomlarin ¢ogunda p53 ekspresyonu da izlenmektedir.
Yan ve ark yaptig1 ¢calismada 939 glial tiimor incelenmis, AA ve GBM’lerin %80’inde IDH1
veya IDH2 mutasyonuyla birlikte p53 mutasyonu saptanmistir. IDH1 veya IDH2 mutasyonu
izlenmeyen yiiksek dereceli astrositomlarin ise sadece %18’inde p53 mutasyonu izlenmistir

(73,115). Watanabe ve ark yaptigi benzer caligmada IDH mutasyonu izlenen derece II

96



astrositomlarin %63’iinde p53 mutasyonu izlenmistir. IDH mutant olmayan astrositomlarin
%20’den azinda p53 mutasyonu saptanmistir (126). Calismamizda Yan ve Watanabe
serilerine uyumlu olarak IDH1 mutasyonu izlenen derece II astrositomlarin %63.6’sinda p53
protein ekspresyonu izlenmistir.

IDH mutasyonu ile p53 ekspresyonu (%94) ve ATRX inaktivasyonu (%86) arasinda
gliclii bir iliski oldugu bildirilmektedir (6). ATRX mutasyonu ile IDH mutasyonunun birlikte
goriilme orani calismamizda %100 olarak tespit edilmistir. Istatistiksel olarak pozitif yonde
orta derecede, anlamli bir korelasyon saptanmistir (p=0,004). ATRX mutasyonu ve p53
ekspresyonu da yiiksek oranda birbirlerine eslik etmektedir. ATRX mutasyonu saptadigimiz
vakalardan %71.4’tinde p53 ekspresyonu da izlenmistir.

2014 yilinda Cai ve Yang’in ¢alismasinda 169 astrositik timor serisinde ATRX mRNA
ekspresyon azalmasinin diisiik dereceli astrositomlarla iligkili oldugu ve IDH1/2 mutasyonu
ile dogru orantili oldugu saptanmistir (34). Calismamizda derece II-111 astrositik tiimor tanili
13 vakada IDH mutasyonu ve ATRX ekpresyon kaybu literatiire paralel olarak saptanmistir.

FISH yontemiyle vakalarin tiimiinde PDGFRA-o/CEP4 amplifikasyon, gen kopya
sayisinda artis durumu degerlendirilmis ve amplifikasyon hicbir vakada saptanmamistir. OD
tanil1 vakalarin %12’sinde diisiik seviye polizomi, AOD tanili vakalarin %20’sinde diisiik
seviye polizomi, %6.6’sinda yiiksek seviye polizomi, A tanili vakalarin %21.4’linde yiiksek
seviye polizomi ve AA tanmili vakalarin %25’inde yiliksek seviye polizomi saptanmistir.
Polizominin, amplifikasyon tanimina kiyasla daha az ve sentromeri de igceren gen kopya
sayisinda artis oldugu bilinmekte olup tam olarak prognostik degeri ortaya konulamamistir.
Ancak calismamizda literatiir verilerine paralel olarak gen kopya sayisinda artis daha ¢ok
astrositik seri tiimorlerde ve yiiksek dereceli olanlarda saptanmistir (10,89).

Calismamizda vakalar arasinda Ki67 skoru ortalamalar1 OD’de %3.45, AOD’de
%17.13, A’da %6.46, AA’da %19.66°dir. OD NOS’ta %2; AOA’da %20 olan birer vaka
bulunmaktadir. Vakalarin derecelerine gore bakildiginda Ki67 skoru derece II tiimoérlerde
%0.5-30, derece III tiimorlerde %3-%50’dir. Derecelerine gore ortalama degerler ise sirasiyla
%4.5 ve %17.5 olmustur. Tan1 ve dereceye genel olarak bakildiginda, ayrica dereceler
birbirleri ile tek tek kiyaslandiginda ortalama Ki67 skoru agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamuistir.

Manyetik rezonans goriintiilemede kontrast madde tutulumu orani g¢alismamizdaki
vakalardan OD’de %33.3, AOD’de %21.4, AOA’da %100 (1 vaka), A’da % 8.3; derece II’de
%20, derece I1I'te %20 olarak saptanmistir. OD NOS ve AA tanili vakalarda kontrast madde

tutulumu saptanmamustir. Literatiirde derece yiikseldik¢e tiimdrlerde kontrast madde tutma
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oraninin arttigt séylenmistir (127). Ancak c¢alismamizda bazi vakalarin kontrast tutulum
verilerine ulasilamamasi nedeniyle literatiirle uyumsuz sonug ¢ikmuistir.

IDH mutasyonu gosteren vakalarin oran1 derece II ve III’te %95 oraninda saptanmuistir.
Literatiirle uyumlu olarak dereceden bagimsiz oldugu anlasilmistir. Calismamizda oldugu gibi
IDH mutasyonlarinin derece II ve derece III oligodendroglial ve astrositik tiimorlerde yliksek
oranda saptandig1 belirtilmektedir (29,40).

Sagkalim bilgisine ulagilabilen 49 vakanin 47’si (%95.9) en az 1 yil yasamis; 5 yil
sagkalim bilgisine ulagilan 15 vakanin 3’1 (%20) en az 5 yil yasamistir. Vakalarin tanilarina
gore sagkalim durumu degerlendirildiginde en iyi sagkalim OD tanili vakalarda saptanmistir.
A, AA ve AOD tanili vakalarda sagkalim siireleri daha kisa saptanmistir. Calismamizdaki
hastalarda da gozlenen, derece ylikseldik¢e sagkalimin kisalmast durumu, glial tiimorlerin
genel 6zellikleri ile bagdasmaktadir.

Sagkalimin OD’de, diisiikk dereceli astrositomlara gére daha iyi oldugu; tiimdrde
oligodendroglial komponent varliginin daha iyi prognoz anlamina geldigi ¢esitli calismalarda
gosterilmistir. Ohgaki ve ark.’nin 987 vaka iizerinden yaptig1 ¢calismada medyan sagkalim
stiresi OD’de 11.6 y1l, diisiik dereceli astrositomlarda ise 5.6 y1l olarak bildirilmistir. Derece
III timorler i¢in de benzer bir durum s6z konusudur: Avrupa Kanser Tedavi ve Arastirma
Orgiitii — Beyin Tiimérii Grubu’nun yiiriittiigii, 368 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada
medyan sagkalim siiresi AOD’de 34.7 ay, AOA’da en fazla 21.9 ay olarak saptanmistir
(32,105). Calismamizda oligodendroglial timor ve astrositik tiimorler igin 1 yil sagkalim
stireleri sirastyla %100 ve %75’tir. Mevcut bulgular, genel olarak piir oligodendrogliomlarin
prognostik ve prediktif olumlu yanlarina isaret eden literatiir verileri ile uyumludur (2,3).

Genetik 6zelliklerinden bagimsiz olarak glial timdrlerin prognostik siralamasi yapilacak
olursa en iyi prognozlu oligodendrogliom en koti prognozlu da astrositomdur.
Oligodendrogliomlarda ortalama yasam siiresi 11,6 yil, astrositik tiimorlerde de 5.6 yildir
(105).

Calismamizda oligodendroglial tiimoérler i¢inde IDH mutant olup 1p/19q kayb1 saptanan
23 OD, 12 AOD vakas1 mevcuttur. Bu vakalar i¢inde sagkalim bilgisine ulasilabilen 22 OD
vakasinin ve 9 AOD vakasinin hepsinde (%100) 1 yillik sagkalim izlenmistir. IDH-mutant ve
1p/19q kayipli oligodendrogliomlarin derece II ve III olarak ayrilmasinin prognostik bir
ayirim saglamadigini gosteren bir calisma yapilmistir. Bu c¢aligmaya paralel sonug elde
edilmistir (27).

IDH mutant difiiz gliomlarin klinik 6zelliklerinin, biiyiime hizlarinin ve genomik

degisikliklerinin IDH mutant olmayan gliomlardan farkli oldugu bilinmektedir. IDH mutant
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olan tiimorler dereceden bagimsiz olarak daha iyi prognoza sahiptirler (115). Calismamizda
IDH1 ekspresyonu negatif vakalarda sag kalim hiz1 % 62,5, IDH1 ekspresyonu pozitif
vakalarda % 80,0 olup gozlemsel olarak anlamli fark saptanmustir (log rank= 0,994, p=0,319).

1p/19q kayb1 da IDH mutasyonu gibi iyi prognostik belirtectir. Bu iki molekiiler
belirtece gore prognoz siralamasi yapilacak olursa IDH mutant ve 1p19q kaybi olan tiimorler
en iyi prognozlu, IDH mutant olmayan tiimoérler en kotii prognozlu, IDH mutant ve 1p19q
kaybi olmayan tiimérler ara prognozludur (9). Calismamizda IDH mutant ve 1p/19q kaybi
olan vakalarda sagkalim %97.8 ve %81.6 olarak saptanmustir.

1p/19q kayb1 varliginin tedaviden bagimsiz olarak hastalarda uzun genel sag kalim ile
iliskilendirilmistir (47,52,105). Calismamizda 1p/19q kayb1 olmayan vakalarda sag kalim hizi
%64,3, 1p/19q kayb1 olan vakalarda %81,6 olarak saptanmis olup istatistiksel olarak anlamli
olmasa da 1p/19q kaybi olan vakalarda daha uzun sagkalim saptanmistir (log rank= 1,816, p=
0,178).

IDH mutasyonu ve 1p/19q kayb1 saptanan oligodendroglial morfolojideki tiimorler tipik
olarak kemoradyoterapiye ¢ok iyi cevap vermektedirler (52).

Calismamizda p53 ekspresyonu negatif olan vakalarda sag kalim hizi1 %78,9, pozitif
olan vakalarda %73,3 olup bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (log rank=
0,102, p= 0,750).

P53 protein ekspresyonlarmin prognoz lizerindeki etkisi tartismalidir. Baz1 ¢aligmalara
gore p53 protein ekspresyonlari olumsuz klinik sonuglarla iligskilendirilmekte ise de,
morfolojik 0Ozelliklerin dahil edildigi ¢ok degiskenli analizlerde bagimsiz bir etki
olusturmadigi gosterilmistir (32,65,128). IDH-mutant ve 1p/19q kaybi olmayan derece II
gliomlarin immiinohistokimyasal p53 ile degerlendirildigi bir ¢aligmada, p53 ekspresyon
artiginin prognoz lizerinde herhangi bir etkisi gosterilememistir (67). Baska bir ¢calismada ise
IDH-mutant ve p53 protein ekspresyonu gosteren tiimorlerin klinik sonuglarint IDH-mutant
ve 1p/19q kayipli timorlere gore olumsuz bulmuslardir (32). Bu sonuglarin p53
ekspresyonunun olumsuz etkisi mi yoksa 1p/19q kaybmnin olumlu etkisi mi oldugu
tartismalidir.

Literatiir verilerine gore IDH1 pozitif veya ATRX ekspresyon kaybi olan astrositik
timorlerin daha uzun sagkalima sahip olduklart gériilmiistiir (33). ATRX ekspresyon kaybi
olan tiimorler daha iyi prognoza sahip olup ortalama yasam 31-55aydir (87). Bu veriler
1s18inda  ¢alismamizdaki vakalarin 1 yillik sagkalim ve ATRX mutasyonu durumu

degerlendirildiginde ATRX mutasyonu saptanan astrositik timdrlerde mutasyon saptanmayan
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astrositik tiimorlere gore daha yiiksek oranda sagkalim (sirastyla %90.9 ve %80) goriilmiistiir.
Ancak istatistiksel olarak anlamli fark elde edilememistir.

Astrositik tiimorler iginde IDH1 ekspresyonu ile sagkalim siireleri degerlendirildiginde
A tanili vakalarin neredeyse tamaminin (%80) en az 1 yil yasadigi goriilmiistiir. AA tanil
olan ve IDH1 eskpresyonu goriilen vakalarin ise hepsi en az 1 yil yasamistir. Reuss ve ark
caligmasiyla uyumlu olarak IDH1 mutant difiiz astrositom ile IDHI mutant anaplastik
astrositomlu hastalarda 1 yillik sagkalim agisindan anlamli fark gézlenmemistir (25).

Derece III glial tiimorlerin molekiiler yontemlerle incelendigi bir calismada IDH,
ATRX mutasyonu ve 1p/19q durumuna gore prognostik olarak 3 grup halinde
siniflandirilmistir.  Bu  smiflandirma  prognozu belirlemek agisindan histopatolojik
siniflandirmadan ¢ok daha iyi bir siniflandirma seklidir. Bir baska ¢alismada Ceccarelli ve ark
diftiz derece 11-IV gliomlar1 molekiiler/genetik parametrelere gore 7 alt simifa ayirmislardir.
Molekiiler siniflandirmalar klinikce Onemli, tedavi ve prognozu belirlemek igin yol
gostericidir (36). Gelecekte de glial tiimorlerde dereceden bagimsiz prognostik simiflama
yapilabilecektir.

Ortalama Ki67 skoru 1 yil sagkalim gosteren vakalarda %9.18, 1 yildan daha kisa
sirede eks olan vakalarda %15; 5 yil sagkalim gosteren vakalarda %20, gostermeyen
vakalarda %16.09 olmustur. 1 yil sagkalimin degerlendirildigi vakalarda Ki67 skorlarinin
derece ile gosterdigi korelasyon ve literatiir verileri paraleldir (129). Istatistik anlam
diizeyinde olmayan, Ki-67 skoru ile sagkalim arasinda negatif korelasyon saptanmustir.

IDH1 mutasyonu gosteren vakalarda Ki67 skoru daha diisiik saptanmistir. Ekspresyon
gosteren vakalarda Ki67 skoru ortalama %8.14, gostermeyen vakalarda ise %16.28 olmustur.
Bu durum, IDH1(R132H) ekspresyonu ve Ki67 skoru verilerinin, histolojik derece ile
iliskilerine paralellik gostermektedir. Avrupa Kanser Tedavi ve Arastirma Orgiitii - Beyin
Timoru Grubu’nun IDH ve Ki67 iliskisini arastiran bir ¢alismasindaki sonuglari ile benzer
niteliktedir (130).

Calismamizda vakalarin hicbirinde PDGFR-a amplifikasyonu saptanmadigl icin
sagkalim hakkinda yorum yapilamamistir. PDGFR-a amplifikasyonu saptanmayan vakalarda
sagkalim hizinin %76.2 oldugu saptanmustir.

CEP4 polizomi negatif vakalarda sag kalim hizi %74,2, CEP4 polizomi pozitif
vakalarda %75,0 olup bu fark istatistiksel olarak anlamli saptanmamistir (log rank=0,002, p=
0,966).
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Cerrahi rezeksiyon ve KT/RT’ye ragmen calismamizda 10 vakada niiks geligmistir.
Niiks eden vakalarin dagilimi; 1 AA, 4 OD, 4 AOD ve 1 AOA seklindedir. Vakalarin kendi
tan1 gruplari i¢indeki yiizdeleri sirasiyla; %25, %16, %26 ve %100°diir.

Astrositik tiimdrlerin glial timdrler iginde malignlesme ve tekrarlama egilimi en yiiksek
olan tiimorler oldugu bilinmektedir (33). Calismamizda derece III astrositik tiimorlerin

yaninda derece III oligodendroglial timorlerde de niiks gelismistir.
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7.SONUCLAR

2014 Haarlem ve 2016 DSO SSST siniflamasindan 6nceki histopatolojik smiflama

kriterlerine gore tan1 verilmis derece II ve III oligodedrogliom, astrositom ve oligoastrositom

vakalar1 ¢alismaya alinmistir. Giincel siniflamada Onerilen genetik degisiklikler vakalarin

timiinde arastirilmis ve vakalara yeni tamilar verilmistir. Vakalarin klinik verileri ve

histopatolojik 06zellikleri arasindaki iliski degerlendirildi. Calismada One ¢ikan veriler

asagidaki gibidir:

Calismaya alman 60 vaka igerisinde 28 vakada (%46.6) tant tamamen
degismistir.

Histopatolojik olarak OD/AOD tanisi verilmis 29 vakadan 2’sinde (%6.8) yeni
bir entegre tani verilmistir. 1 vaka OD-NOS, 1 vaka da A tanis1 alarak,
histopatolojik taniyla ayni derecede kalarak tanilar1 degistirilmistir. A/AA tanisi
verilmis vakalarin hepsi (4/4) entegre tani sistemiyle yine ayni tanilari almistir.
Histopatolojik olarak OA/AOA tanist verilmis olan vakalarin neredeyse
tamaminda (26/27, %96.2) tan1 degismis, yeni bir entegre tan1 verilmistir. Tanisi
tamamen degisen 26 vakanin 13’ OD/AOD, 13’0 A/AA tanist almistir.
Histopatolojik olarak AOA tanili 1 vaka ise entegre tani sistemiyle de AOA
tanist almistir. Tani degisikliginin en fazla goriildiigii grup oligoastrositom tanili
vakalarda olmustur. Vakalarin higbirinde tiimoriin derecesinde degisiklik
olmamustir.

OD ve AOD tanmili vakalarin tiimiinde IDH1 mutasyonu ve 1p/19q kaybi
izlenmistir. A ve AA tamli vakalarmm tiimiinde IDH1 mutasyonu, ATRX
mutasyonu ve p53 ekspresyonu saptanmis olup, 1p/19q kayb1 izlenmemistir.

OA tanili vakalarin 17’sinde (%89.5) IDHI1 ekspresyonu saptanmis, 2 vakada
DNA analizi ile de IDH mutasyonu saptanmamistir.7 vakada ATRX mutasyonu,
4 vakada p53 ekspresyonu, 8 vakada 1p/19q kaybi saptanmistir. AOA tanili
vakalarin 7’sinde (%87.5) IDH1 mutasyonu saptanmis olup 1 vakada mutasyon
saptanamamigtir. 1 vakada ATRX mutasyonu, 6 vakada 1p/19q kaybi
saptanmistir. Bu vakalara spesifik molekiiler genetik o6zelliklerine gore yeni
tanilar verilmistir. Ancak 1 AOA tanili vakada hem ATRX mutasyonu hem de
1p/19q kayb1 saptandigi i¢in tan1 ayn1 birakilmistir.

IDH1(R132H) ekspresyonu ve IDH mutasyonu agirlikli olarak oligodendroglial

ve astrositik tiimorlerde pozitif saptanmistir. Gliomagenezde ilk ortaya g¢ikan
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degisikliklerden biri oldugu anlasilmistir. Bu incelemelerin histopatolojik
bulgular ile bir arada degerlendirilmesinin, dogru tan1 ve derece verilmesinde
faydali olacag1 gosterilmistir.

En sik IDH mutasyonu olan IDH1 (R132H) mutasyonu immiinohistokimyasal
olarak saptanabilmektedir,ancak diger IDH1 vep IDH2 mutasyonularini
gosterebilen primer antikor mevcut degildir. Immiinohistokimyasal 1DH1
ekspresyon sonucu negatif vakalarda, mutasyon olasiligi agisindan kuvvetli
siphe de mevcutsa PCR yontemiyle diger IDH1 mutasyonlar1 ve IDH2
durumunu degerlendirmek gereklidir. Olgularimizdan immiinohistokimyasal
olarak IDH1 ekspresyonu saptanmayan 8 vakanin 3’iinde IDH1, 2’sinde IDH2
mutasyonu Sanger sekans DNA analizi yOntemiyle saptanmistir. IDHI
ekspresyonu pozitif olan 13 vakanin da Sanger sekans dizi analizi sonucu
11’inde IDH1 mutasyonu saptanmuigtir.

Immiinohistokimyasal olarak IDHI mutasyonu degerlendirmesinin yiiksek
spesifik oldugu bildirilmektedir. Ancak c¢alismamizda bu saptamanin kesin
olmadigi ortaya ¢ikmistir. IDH1 ekspresyonu saptanmayan 3 vakada sonrasinda
uygulanan Sanger sekans analizi yontemiyle IDH2 ya da IDH1’in farkli
bolgelerinde degil de yine IDH1 (R132H) bolgesinde mutasyon saptanmistir.
Yeterince tiimor hiicresi bulunan vakalarda Sanger sekans dizi analizi yontemi
yeterlidir. Yeni nesil sekanslama yonteminin sanger sekanslamaya bir istiinligi
olmadig1 gosterilmigtir.

Immiinohistokimyasal ve Sanger sekans dizi analizi ile IDH1 veya IDH2
mutasyonu saptanamayan 3 vaka (%5) mevcuttur. Bu vakalar;

» 1.Histopatolojik olarak AOA tanili, 1p/19q kayb1 saptanmis, p53 protein
ekspresyonu ve ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre taniyla AOD
tanis1 verilmis vaka

» 2. Histopatolojik OA tanili, 1p/19q kaybi1 saptanmamis, p53 protein
ekspresyonu saptanmis, ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre taniyla
A tanisi verilmis vaka

» 3. Histopatolojik OA tanili, 1p/19q kayb1 saptanmamis, p53 protein
ekspresyonu saptanmis, ATRX mutasyonu saptanmamis, entegre taniyla

A tanis1 verilmis olan vakalardir.
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e Ip/19q kaybi varligma gore oligodendroglial timdr tanist verilmis ve
astrositik tiimorlerde 1p/19q kaybi saptanmamustir. Yalniz 19q kayb1 saptanan
A tanil1 3 vaka izlenmistir. Eslik eden ATRX mutasyonu ve p53 ekspresyonu
izlendigi i¢in tan1 A olarak verilmistir.

e 1p/19q kaybi ile ATRX mutasyonu arasinda istatistiksel olarak negatif yonde
anlamli bir korelasyon saptanmustir.

e Vakalarimizda incelenen genetik degisikliklerin kendi aralarindaki iliskileri
ve klinik verilerle uyumu literatiir ile uyumluluk gostermektedir. 1p kaybi ile
19q kaybi arasinda ve ayrica IDH1(R132H) mutasyonu ile 1p/19q kaybi
arasinda saptanan korelasyon, glial tiimorlerin histogenezinde bugiin i¢in
kabul goren hipotezler ile uyumludur.

e Immiinohistokimyasal olarak degerlendirilen ATRX mutasyonu ve p53
ekspresyonunun birbirleriyle korele olduklar1 ve 6zellikle ATRX mutasyon
varliina gore astrositom tanis1 verilebilecegi saptanmistir.

e Bu genetik degisikliklerin tersine, PDGFR-o amplifikasyonunun g¢aligsmaya
alman vakalarin hicbirinde saptanmamasi ise literatiir ile uyumlu sekilde
yliksek dereceli glial timorlerde (6zellikle GBM) saptanan degisiklik oldugu
anlasilmistir. Diisiik dereceli oldugu diistintilen tiimorlerde  PDGFR-a
amplifikasyonunun bulunmamasi taniyr destekleyici bir veri olarak
kullanilabilir.

e PDGFR-a polizomisinin dzellikle astrositik seri tiimorler ve yiiksek dereceli
astrositomlarda oldugu gosterilmistir.

e Sagkalim analizlerine bakildiginda vaka sayisindaki azlik ve vakalara ait
verilerin yetersizligi nedeniyle istatistiksel anlamli sonug elde edilemese de;

% 1p ve 19q kaybi durumu ile IDH1(R132H) ekspresyonunun ve mutasyonunun
daha uzun sagkalim ile iliskili oldugu gézlenmistir.
% Timor derecesi I olan vakalarin sagkalim siirelerinin derece III timorlere gore

daha uzun oldugu saptanmustir.
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8.CONCLUSION

Cases which were diagnosed according to histopathological classification criteria before

2014 Haarlem and 2016 WHO central nervous system classification with stage Il and IlI

oligodendroglia, astrocytoma and oligoastrocytoma were included in the study. The genetic

changes proposed in current classifications have been researched and new diagnoses have

been given to the cases. The relationship between clinical presentation and histopathologic

features of the cases was evaluated. The key data in the study are as follows:

Diagnosis has completely changed in 28 cases (46.6%) in 60 cases studied.
Histopathologically, a new integrated diagnosis was given in 2 out of 29 cases
(6.8%) diagnosed with OD / AOD. 1 case OD-NOS, 1 case A had diagnosed and
the diagnosis was changed at the same level with histopathological diagnosis.
All cases with A / AA diagnosis (4/4) received the same diagnosis with
integrated diagnostic system. Nearly all cases (26/27, 96.2%) with
histopathologic diagnosis of OA / AOA , the diagnosis was changed and a new
integrated diagnosis was given. 26 cases whose diagnosis was totally changed,
13 had OD / AOD, 13 had A/ AA. 1 case with AOA was diagnosed same with
integrated diagnosis system. The group with the most frequent change of the
diagnosis is oligoastrocytoma. There was no change in the grade of the tumor in
any of the cases.

IDH1 mutation and 1p / 19q loss were observed in all OD and AOD cases. IDH1
mutation, ATRX mutation and p53 expression were detected in all cases with A
and AA, and 1p / 19q loss was not observed.

IDH1 expression was detected in 17 cases (89.5%) of cases diagnosed with OA.
No IDH mutation was detected by DNA analysis in 2 cases. 7 ATRX mutation
in 4 cases, p53 expression in 4 cases, 1p / 19q loss in 8 cases were detected.
IDH1 mutation was detected in 7 cases (87.5%) of AOA diagnosed cases and no
mutation was detected in 1 case. ATRX mutation in 1 case, 1p / 199 loss in 6
cases were detected. In these cases, new diagnoses are given based on specific
molecular genetic properties. However, the diagnosis was left unchanged
because both ATRX mutation and 1p / 19q loss were detected in the case of 1
AOA.

IDH1 (R132H) expression and IDH mutation were predominantly positive in
oligodendroglial and astrocytic tumors. It was understood to be one of the first
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changes in gliomagenesis. It has been shown that the evaluation of these
examinations together with histopathological findings will be useful in correct
diagnosis and grading.

e The IDH1 (R132H) mutation, the most common IDH mutation, can be detected
by immunohistochemistry, but there is no primer antibody showing other IDH1
and IDH2 mutations. If there is strong suspicion for the possibility of mutation
in immunohistochemical IDH1 expression-ending negative cases, it is necessary
to evaluate other IDH1 mutations and IDH2 status by PCR method. IDH1
mutatiton was detected in 3 of 8 cases and IDH2 mutation was detected in 2 of 8
cases by Sanger sequence DNA analysis in which IDH1 expression was not
detected immunohistochemically in our cases. In 13 cases with positive IDH1
expression, IDH1 mutation was detected in 11 cases in the result of Sanger
sequence analysis.

e Immunohistochemically, it has been reported that the evaluation of IDH1
mutation is highly specific However, in our study, the opposite result came out.
Mutation was detected in the IDH1 (R132H) region and not in the different
regions of IDH2 or IDH1 by the Sanger sequence analysis method applied after
3 cases in which IDH1 expression was not detected. In cases of sufficient tumor
cells, the Sanger sequence analysis method is sufficient. It has been shown that
the new generation sequencing method has no advantage over sanger
sequencing.

e Immunohistochemical and Sanger sequence analysis revealed 3 cases (5%) with
no IDH1 or IDH2 mutation. These cases;

» 1 case histopathologically diagnosed as AOA, 1p / 19q loss was detected, p53
protein expression and ATRX mutation were not detected, AOD diagnosis was
given with integrated diagnosis,

» 1 case histopathologic diagnosed of OA, 1p / 19q loss was not detected, p53
protein expression was detected, ATRX mutation was not detected, A diagnosis
was given with integrated diagnosis,

» 1 case histopathologic diagnosed with OA, no 1p / 199 loss, p53 protein
expression, no ATRX mutation, A diagnosis was given with integrated

diagnosis.

106



Oligodendroglial tumor was diagnosed according to the presence of 1p / 19q
loss and 1p / 199 loss in astrocytic tumors was not detected. Only 3 cases with a
loss of 19q were detected. The ATRX mutation and the p53 expression were
detected and diagnosed A.

A statistically significant negative correlation was found between loss of 1p /
19g and ATRX mutation.

The relationship between the observed genetic changes in our cases and clinical
compliance are consistent with the literature. Correlation between 1p loss and
19q loss, as well as between IDH1 (R132H) mutation and 1p / 199 loss, is
consistent with today's accepted hypotheses in the histogenesis of glial tumors.
It has been determined that immunohistochemically assessed ATRX mutation
and p53 expression were correlated with each other and astrocytomic diagnosis
could be given, especially according to the presence of ATRX mutation.

In contrast to these genetic alterations, the fact that PDGFR-a amplification is
not detected in any of the cases studied implies that it is an alteration that is
detected in high-grade glial tumors (especially GBM), consistent with the
literature. The absence of PDGFR-a amplification in tumors thought to be of
low grade can be used as a diagnostic supportive data.

PDGFR-a polisomy has been shown to be especially in astrocytic series tumors
and high grade astrocytomas.

Although there is not a significant result due to the small number of cases and
the inadequacy of the data related to the case, survival analysis shows that;

It has been observed that the 1p and 19q loss status and IDH1 (R132H)

expression and mutation are associated with longer survival.

Cases with grade Il tumor were found to have longer survival duration than

grade Il tumors.
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