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1 GiRiS

Ependimomlar, santral sinir sisteminin néroepitelyal malign timorleridir.
(9). Santral sinir sisteminde; supratentoryal beyin, posterior fossa ve spinal kordu
igeren iic major anatomik kompartmandan gelisirler. Tiim yas gruplarinda
goriilmekle birlikte ¢ocuklarda daha sik goriiliir ve biiylik kismi posterior fossa

yerlesimlidir. Prognozu ¢ocuklarda erigkinlere gore daha koétiidiir. Ozellikle

infantlarda 5 yillik sag kalim % 42-55 arasindadir (64).

Ependimomlar, radial glial hiicreden koken almaktadir ve cok sayida
genetik ve epigenetik degisiklik sonucu meydana gelmektedir (3). Histopatolojik
olarak tamimlanan tipleri mevcuttur. Ancak grade 2 ependimom ve grade 3
anaplastik ependimom arasindaki tani kriterleri net olmadigindan bu iki tanida
gozlemciler arast belirgin farliliklar izlenmektedir. Ayrica histolojik
derecelendirmenin biyolojik davranis ve sag kalim ile iligkisi kesin olarak
saptanamamugtir. Bunun yamn sira tedavi segenekleri olan cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapinin yararlari, prognoz ve sag kalima etkisi, histolojik derece ayni olsa
bile, lokalizasyona gore faklilik gdstermektedir. Bu nedenle histopatolojik

derecelendirmenin prognoz ve tedavi stratifikasyonundaki yeri sinirlidir (16-18).

Fakli  anatomik  lokalizasyolardaki  ependimom  varyantlarinin
histopatolojik benzerliklerine karsin, molekiiler biyolojileri heterojendir. Genetik
ve epigenetik degisikliklerin yani sira transkripsiyonel programlari birbirinden
farklidir. Bu molekiiler degisiklikler demografik ve klinik 6zellikler ile iliskilidir.

Son zamanlarda yapilan DNA metilasyon profili ¢aligmalarinda ependimomlarda



toplam dokuz farkli molekiiler alt grup tanimlanmistir. Bu gruplardan biri olan
“RELA fiizyon pozitif ependimom” yalnizca supratentoryal bolgede izlemekte
olup C110rf95-RELA gen flizyonu mevcuttur (22). 2016 yilinda yaymlanan DSO
SSS siniflamasinda yer alan tek molekiiler gruptur (7). Genellikle ¢ocuklarda

goriilmektedir ve kotli prognoz ile iliskilidir.

RELA, inflamasyon, immin cevap ve hicre o6lumi gibi fizyolojik
durumlarda diizenleyici rol oynayan NF-kB sinyal yolaginda bir transkripsiyon
faktorudur. P53 timor stpresor geni Uzerine, MDM2 aktivasyonu yaparak
inhibitor etkiye sahiptir. RELA gen fiizyon varligi FISH yontemi ve ‘break apart’
probu ile gosterilebilmektedir (5). Bu molekiiler grupta ayrica homozigot
CDKN2A delesyonu da siklikla mevcuttur. CDKN2A delesyonu p53 tiimor
stipresor geni tizerinde, pl4/ARF’nin MDM?2 iizerindeki inhibitor etkisini inhibe
ederek diizenleyici etkiye sahiptir. Her iki durumda da saglam olan TP53 geninin
tizerindeki inhibitér etki kaldirilarak tiimorde tedavi saglanmasina yonelik

caligmalar mevcuttur (42).

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji
Boliimii’nde 2006-2017 yillar1 arasinda tan1 almis ependimom vakalarinda FISH
yontemi ile RELA fiizyon gen varligit ve immiihistokimyasal olarak p53
boyanmasi degerlendirilmis, bunlarin klinikopatolojik o6zelliklerle ve hastalik

prognozu ile iligkisi arastirilmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Santral Sinir Sistemi Anatomisi

Santral sinir sistemi (SSS); beyin, beyin sapi, serebellum ve omurilikten
meydana gelir. Beyin sapii olusturan yapilar ise; medulla oblangata, pons ve

mezensefalondur.

SSS distan ice dogru sirasiyla; dura mater, araknoid mater ve pia mater
olarak adlandirilan 3 adet konnektif doku membrani ile Ortiiliidiir. Dura mater,
kranium seviyesinde kafatasi i¢ yiizeyine sikica yapisirken spinal seviyelerde
sadece anteriorda vertebra govdesine tutunur ve boylece lateral ve posteriorda

epidural bosluk olusur.

Falks serebri olarak bilinen sagittal dural kivrim, serebral hemisferler
arasinda uzanir. Dura materin ikinci kivrimi olan tentoryum serebelli ise
serebellumun siiperior yiizii ile serebral temporal loblar1 birbirinden ayirir.
Tentoryum serebellinin iizerinde kalan alan supratentoryum (ST), altinda kalan
alan infratertoryum yada posterior fossa (PF) olarak adlandirilir. ST da; frontal,
parietal, oksipital ve temporal loblar, lateral ventrikil ve Gglincl ventrikil yer
alirken, PF’da; serebellum, medulla oblangata, pons, mezensefalon ve dordiincii

ventrikiil bulunur (Sekil 1).

SSS’inde ventrikiiler sistem 4 bosluktan meydana gelir. Lateral ventrikiil,
birinci ve ikinci ventrikiilden olusur ve herbiri monro deligi ile {igiincii ventrikiile

acilir. Uciincii ventrikiil akuaduktus silvius ile dérdiincii ventrikiile baglanr.



Beyin omurilik sivist (BOS) lateral ventrikiil duvarinda bulunan koroid
pleksus tarafindan {iretilir. Kranium iginde subaraknoid alanda yer alan BOS,
dordincu ventrikilde bulunan deliklerden epidural alana gecger ve spinal

seviyelerde epidural boslukta yer alir (15).

Cerebrum

Third ventricle

Pineal gland~/ /-~
Supratentorial — Hypothalamus
area

i gland
/ Pons | Brain stem
/“Medulla

Posterior fossa/—
infratentorial area

Sekil 1: Santral sinir sisteminin anatomik bolimleri (59)

2.2 Ependimal Hucre ve Ependimal Tumérlerde Hicresel Orijin

Ependimal hiicre, santral sinir sisteminde ventrikiil duvarlarin1 doseyen,
genellikle kuboidal, yuvarlak elonge nikleuslu ve kaba kromatinli htcrelerdir.
Cocuklarda daha ¢ok kolumnar ve siliali goriiniimdedir. Ultrasitruktiirel

incelemede mikrovillus, silia ve hiicreler arasi kompleks baglantilar goriiliir (1).

4



Beyin omurilik sivisinin transportunda ve beyin hemostazinin saglanmasinda

gorev alir (2).

Ependimal htcreler, subependimal nest olarak ifade edilen subventrikiler
kiimeler seklinde dizilim gosterebilir. Bunlar siklikla lateral ventrikiiliin 6n
boynuzlarinin inferiorunda goriiliir. Eriskin donemde kanalis sentralisin kollobe

olmastyla birlikte bu alanda da ayn1 kiimelenmeler izlenebilir (1).

Ependimal hiicreler epitelyal goriiniimlerine karsin glial orjinli hiicrelerdir
(1). Yapilan bir ¢alismada; ependimal hiicrelerin embriyogenez sirasinda 14-16.
giinler arasinda olustuklari, hiicresel formasyon ve silia olusumu gibi matiirasyon
ozelliklerini ise postnatal ilk haftada kazandiklar1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada,
ependimal hiicrelerin embriyogenez sirasinda “radial glial hiicre” den
kaynaklandiklar1 ve mitoz sonrasi olusan hiicreler olduklarindan iddia edildigi
gibi kok hiicre 6zelligi tasimadiklar1 sdylenmektedir (2). Baska bir ¢alismada ise;
ependimomlarda, radial glial hiicre fenotipinde kok hiicre izole edilmis ve radial

glial hiicrenin bu tiimoérlerde histogenetik kaynak olabilecegi diistiniilmiistiir (3).

Radial glial hiicre, embriyoda néral kék hiicre fonksiyonu gdstermekte
olup erigkin ndral kok hiicrenin olusumuna sebep olmaktadir. Gelisim boyunca
SSS’nin  farkli bolgelerinde yerlesim gosteren radial glial hiicre, c¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini igeren intrinsink biyolojik farliliklar
gostermektedir (60). Bu sebeple Johnson ve arkadaslari ependimal tiimorlerde,
farkli bolgelerden ve gelisimsel olarak farkli genetik mutasyonla transformasyona

duyarli farkli noéral kok hiicrelerden kaynaklanan subgruplarin olabilecegini



diistinerek yaptiklar1 ¢alismada; ependimomlarda anatomik bolgelere spesifik
farkli kok hiicre gruplarini tesbit etmislerdir. Serebral ependimomlarda serebral
noral kok hocrenin, spinal ependimomlarda adult spinal néral kék hicrenin
potansiyal hicre orijini olabilecegi kanisina varmislardir. Bu bilgiler 1s18inda
Pajtler ve arkadaslar1 yakin zamanda, ependimal timdrlerde metilasyon profili
calismalar1 yaparak anatomik bolgelere spesifik ve sik goriilen gen mutasyonuna
Ozgiin, ependimal timor subgruplarini tamimladilar. (4,5,22). Tanimlanan
molekiiler gruplarin bolgesel degisiklik gosteren hiicre orijininden kaynaklandigi

diistintilmektedir (22)

2.3 EPENDIMAL TUMORLER

2.3.1 Tanim ve Siiflama

Ependimal tiimorler, serebral ventrikiiler sistemi ddseyen ependimal
hicrelere morfolojik, immiinfenotipik ve ultrastrukttrel benzerlikler gésteren glial
tiimorlerdir (6). Ependimal tiimorlerin 2016 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

tarafindan yapilan son siiflamasi asagidaki gibidir (7).

Ependimal timorler:

1. Subependimom

2. Miksopapiller ependimom

3. Ependimom

- Papiller ependimom



- Clear cell ependimom

- Tanisitik ependimom
4. Ependimom, RELA fiizyon pozitif
5. Anaplastik ependimom

DSO siniflamasinda halen baska basliklar altinda yer alan, bazi morfolojik
ve immiinfenotipik ozellikleri ependimomlarla benzerlik gosteren bazi glial
timdrler olup (astroblastom gibi) bunlarinda gelecekte ependimomlar arasina

dahil edilebilecegi belirtilmektedir (8).

2.3.2 Epidemiyoloji

Ependimomlar, ABD’de tiim néroepitelyal tumorlerin % 6,8’ini, spinal
kord ve meninks tiimorlerinin % 21’ini olusturmaktadir. Tiim yas gruplarinda
goriilebilir. Tant yas1 arttikca tiimoriin  goriilme insidanst azalmaktadir.
Cocuklarda daha sik goriiliir ve 3 yas altindaki SSS tiimdrlerinin % 30’unu

olusturur (9).

Ancak; histolojik varyant, molekiler grup ve anatomik bolgeye gore
insidans, biiyiik degiskenlik gosterir. Ornegin posterior fossa ependimomlari
cocuklarda daha sik goriiliir ve ortalama yas 6,4 diir (11). Spinal ependimomlar

30-40 yaslarinda pik yapar ve ¢ocuklarda nadir olarak goriiliirler.

Erkeklerde kadinlara gore daha sik olup (E/K: 1.77/1 ) bu oran farkh

anatomik bolgelere ve molekiiler gruplara gore degiskenlik gosterir (7).



2.3.3 Lokalizasyon
Ependimomlar, santral sinir sisteminde 3 major anatomik komponentte

izlenir (7).
- Supratentorial beyin ( %30)
- Posterior fossa (%60)
- Spinal kord (%10)

Infratentoriyal ependimomlar ¢ocuklarda sik gdriiliir ve 3 yas altinda %80
oraninda posterior fossada yerlesim gosterirler (10). Eriskinlerde ise siklikla
spinal ve infratentoriyal ependimomlar sik goriiliir ve goriilme oranlar1 yaklasik

olarak birbirine esittir (14).

Supratentoriyal ependimomlar % 60 oraninda lateral ventrikiil ve 3.
ventrikiilden, % 40 oraninda ise ventrikiil ile baglantis1 olmayan serebral
hemisferlerden kaynaklanir. Posterior fossa ependimomlari ise g¢ogunlukla 4.
ventrikilde yerlesim gosterirken bazen serebellopontin kdsede de izlenebilir.
Spinal kordda klasik ependimom ic¢in en sik goriilme yeri servikal ve
servikotorasik bolgedir. Buna karsin miksopapiller ependimom daha ¢ok conus

medullaris ve cauda equinada yerlesim gosterir.

Nadiren SSS disinda ependimom bildirilmis olup, bunlar overler, broad

ligament, pelvis, abdominal kavite, mediasten ve akcigerde tanimlanmistir (7).



2.3.4 Klinik Ozellikler

Ependimomlarda klinik bulgular timériin lokalizasyonuna gore degisir.
Posterior fossa yerlesimli tiimorlerde, intrakraniyal basing artis1 ve hidrosefaliye
bagli bas agrisi, bulanti, kusma ve bas donmesi goriilebilir. Serebellar ve beyin
sap1 yerlesimli tiimorlerde, ataksi, gérme bozuklugu, parezi ve kraniyal sinir
defisitleri gelisebilir. Supratentoriyal ependimomlarda, fokal ndérolojik defisit,
epilepsi ya da intrakraniyal basing artisina bagli bulgular ve kiigiik bebeklerde
stturlarda ayrigmaya bagli bas c¢evresinde artiy meydana gelebilir. Spinal
ependimomlarda sirt agrisi, etkilenen seviyeye gore fokal motor ve duyu defisiti

ya da paraparezi gorilebilir (7).

2.3.5 Radyolojik Ozellikler

MRI da genellikle kendini smirlayan iyi siirh kitle seklinde goriiliir ve
kontrast madde tutma egilimi gosterir. Supratentoriyal yerlesimli olanlarda
timoriin ventrikiiler sistemle iletisimi vardir ya da ventrikiil ¢cevresinde yerlesim
gosterir. Bu tiimorlerde kistik degisiklik, intratliméral hemoraji ve kalsifikasyon
goriilebilir. Bu oOzellik 4. ventrikiil tabaninda yerlesmis posterior fossa

ependimomlarinda da sik rastlanan bir bulgudur (7).

Intramediiller yerlesimli tiimorlerde tutuluma ugrayan segmentlerde

fuziform genisleme goriiliir ve bu siklikla sirinks olusumuna neden olur (15).

Ependimomlar, 4. ventrikiiliin yaptig1 kisitlamadan BOS’ nin ¢ikis deligini

kullanarak kurtulabilir ve bu sekilde medulla spinalisi ve servikal spinal kordu



¢ember gibi kusatabilir. MRI BOS yayilimini gostermede basarili olup bu yayilim

evreleme, progoz ve tedavide anahtar rol oynar (7).

2.3.6 Derecelendirme
Ependimomlar; DSO tarafindan giiniimiizde halen gecerli olarak
kullanilan, tiimoriin histolojisini esas alarak olusturulmus, hastaligin gidisini ve

sonucunu 6n goren toplam 3 grade seklinde derecelendirilmistir. (Tablo 1) (7).

Tablo 1: Ependimomlarin derecelendirmesi

Grade | Grade Il Grade 111
Subependimom Klasik ependimom Anaplastik ependimom
Miksopapiller ependimom | Papiller ependimom Ependimom, RELA

fuzyon pozitif

Clear cell ependimom

Tanisitik ependimom

Ependimom, RELA
fuzyon pozitif

DSO’ne gore grade I tiimorler, siklikla spinal bolgede yerlesim gosteren
miksopapiller ependimom ile kraniyal bolgede yerlesim  gosteren
subependimom’dur. Grade I ependimomlarin goreceli olarak ayirt edilmesi ve

taninmasi kolaydir. Genellikle erigkinlerde goriiliir ve klinik gidisleri iyidir (12).

Klasik ependimomlar, grade Il ve grade 11l (anaplastik) timorler olarak iki
dereceye ayrilmistir. Literatiirde ependimom serilerinde grade II/III oram
17:1’den 1:7 ye kadar degiskenlik gdstermektedir ve bu tutarsiz veriler

multifaktoriyel sebeplerle a¢iklanmaktadir (17,19,20).
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DSO anaplastik ependimomun histolojik 6zelliklerini; artmis selulerite,
belirgin mitoz, palizadlanan nekroz ve mikrovaskiler proliferasyon olarak
tamimlamakta olup belirgin mitoz ifadesinde net say1 belirtilmemistir. Ayrica
seliilerite artis1, mikrovaskiiler proliferasyon ve palizadlanan nekroz grade II
timorlerde de fokal olarak izlenebilmektedir. TUmorun derecelendirilmesinde
kullanilan histopatolojik tani kriterlerinin sinirlarinin net olmamasi ve tlimor
icinde izlenen heterojenite gibi nedenler subjektif degerlendirmeye yol agmakta
ve gozlemciler arast uyumu azaltmaktadir (7). Histolojik 6zellikler ile prognoz
iligkisinin arastirildigi bir ¢alismada, anaplastik ependimom tanist igin
hiperselilerite, vaskiiler proliferasyon, >4 mitoz/10 biiyiik biiylitme alani ve
nekroz kriterlerinden en az ikisinin varligi seklinde tanimlanarak yapilan

degerlendirmenin yasam siireleri ile anlamli korelasyon gosterdigi bildirilmistir

(43).

Bunun yani sira grade II ve grade III tiimorlerde, timor derecesi ile
hastaligin gidisi ve sag kalim arasindaki iliski bir ¢ok calismada tutarli olmayip
histolojik dercelendirmenin risk stratifikasyonunda kullanilmasini tartismali
kilmaktadir (16-18). Tiimoriin lokalizasyonu, hastanin yas1 ve rezeksiyon derecesi

gradelemeden bagimsiz olarak tedavinin planlamasinda rol oynamaktadir.

Bu gibi sinirlayict faktorler nedeniyle gradelemenin, 6zellikle grade II-111
tiimorlerde, ependimomda terdpatik stratifikasyonda literatiirde kullanilmadigi
belirtilmektedir. Ependimal timarlerin biyolojik karakterlerini ortaya koyan son
gelismelerle, her bir anatomik lokalizasyonda {i¢ olmak {izere klinik, demografik
ve molekiiler dokuz farkli antite tanmimlanmistir. Tiim bu gelismeler
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ependimomlarda kullanilan histolojik  gradelemenin ileride timid ile
birakilabilecegini gostermektedir (7). Bunun yerine tiimorlerde saptanan spesifik
genetik degisikliklerin ve molekiiler gruplarin terapdtik risk stratifikasyonunda,

prognostik ve prediktif faktor olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (12,21-23).

2.3.7 Genetik Ozellikler

Ependimomlar, biiyiik kismi kromozom kazanimi seklinde olan ¢ok genis
spektrumda sitogenetik aberrasyonlar gosterirler. Siklikla kromozom 1q, 5, 7, 9,
11, 18 ve 20 de kazanim, kromozom 1p, 3, 6q, 6, 9p, 13q, 17 ve 22 de kayiplar

bildirilmistir (24,25).

Spinal ependimomlarda uzun slredir bilinen genetik aberrasyon,
norofibromatozis tip 2 genindeki herediter germline ve sporadik mutasyonlardir
(26,39). Ayrica homeobox (HOX) ailesi transkripsiyon faktorlerindeki up

regulasyon da bu boélgedeki tumérler icin karakteristiktir (31).

Supratentorial ependimomlarda genellikle kromozom 9 da kayip olup
(27), ozellikle tekrarlayan CDKN2A homozigot delesyonu gosterilmistir (28).

Ayn1 zamanda Notch and EphB-Ephrin sinyalinde up regtilasyon izlenir (31).

1q kazanimi; daha ¢ok posterior fossa ependimomlarinda izlenmekte olup,

bir ¢cok calismada kétii prognozla iligkili bulunmustur (29).

2.3.8 Molekiiler Siniflama
Ependimal timorler, farkli anatomik lokalizasyonlarda histolojik agidan
benzer goriniime sahip olmalarina ragmen, gosterdikleri genetik ve epigenetik

degisiklikler ve transkripsiyon programlarindaki farliliklar nedeni ile heterojen
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molekdler biyolojiye sahiptirler (5,23,25,27,32-35). Bu molekiiler degisiklerin,
farkli capraz tiirler arasinda yapilan calismalarda, bolgesel degisiklik gosteren

hiicre orijinlerinin bir yansimasi oldugu diisiiniilmektedir (3.4,5).

Son zamanlarda DNA metilasyon profilleri kullanilarak yapilan
caligmalarda, ependimomlarda belli anatomik bdlgeler ile giiclii baglantilar
goOsteren birbirinden farkli molekiiler gruplar saptanmistir (5,23,36,38). Pajtler ve
arkadaglari; tim yas gruplarin1 ve anatomik bolgeleri igeren 500’den fazla
ependimal timorde yaptiklart DNA metilasyon profili ¢alismalarinda toplam
dokuz farkli molekiiler alt grup tanimlamislardir. Gruplar ¢ anatomik bdlgenin
(supratentoryum, posterior fossa ve spinal bolge) herbirinde Gcer ayr1 molekuler
grup seklindedir. Bu guruplar genetik, epigenetik, transkripsiyonel, demografik ve
klinik olarak birbirinden farklilik gostermektedir. Primer ve niiks tiimoérlerin DNA

metilasyon profilleri birbiriyle ortiismektedir (22).

Subependimom (SE) morfolojisine sahip olan tiimorler; supratentoriyal
subependimom (ST-SE), posterior fossa subependimomu (PF-SE) ve spinal

subependimom (SP-SE) olarak siiflandirilmstir.

RELA ya da YAPL1 fuzyon geni iceren ST gruplar; RELA flizyon pozitif
supratentoriyal ~ ependimom  (ST-EPN-RELA), YAP1 flzyon pozitif

supratentoriyal ependimom (ST-EPN-YAP1) olarak siniflandirilmistir.

Saptanan diger iki PF grubu; posterior fossa ependimom grup A (PF-EPN-

A) ve posterior fossa ependimom grup B (PF-EPN-B), gosterdikleri Klinik
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farliliklar nedeni ile daha 6nce tanimlanmis olan PF-A ve PF-B grubu timoérler ile

ortiismektedir (23,33,38).

SP gruptaki diger iki alt grup spinal miksopapiller ependimom (SP-MPE)

ve spinal ependimom (SP-EPN) olarak tanimlanmustir (22) (Sekil 2 ve 3).

SP-EPN’lardaki uzun siiredir bilinen NF2 genindeki herediter germline ve
sporadik mutasyonlara ek olarak; son zamanlarda, ST-EPN’larin %70’den
fazlasinda, “v-relavian reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (RELA)”
ile, ozellikleri iyi tanimlanamamig “Cllorf95” geninin fiizyonu ile olusan
“C110rf95-RELA” fiizyon geni saptanmistir. RELA  flizyonu gdstermeyen ST-
EPN’larda YAP1 flizyonu gosterilmistir. Bu flizyon YAP1 ile daha c¢ok
MAMLDI1 ve daha az oranda FAM118B arasinda olusmaktadir. Supratentoriyal
bolgede izlenen RELA ve YAPI1 fiizyon genleri diger anatomik bolgelerde

saptanmamustir (5,22) .

PF’da tanimlanan PF-EPN-A grubu daha ¢ok geng yasta ve erkeklerde
goriilmekte olup genellikle serebellumun lateraline uzanim gostermektedir. Bu
grup tiimorler ¢ogunlukta DSO grade 11 tiimérlerdir ve prognozlar: kotiidiir. Bu
grupta daha ¢ok dengeli kromozom profili gozlenirken, PF-EPN-B grubunda ¢ok
sayida kromozom aberrasyonu igeren genomik instabilite saptanmistir. PF
ependimomlarinda genis kapsamli genomik ve epigenomik c¢alismada herhangi bir
tekrarlayan somatik mutasyon gosterilmemistir (23). Posterior fossa tumérlerinde

bu guruplandirma DSO derecelendirme sistemine gore hasta ve hastalik hakkinda

daha ¢ok bilgi vericidir (41) (Tablo 2).
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Tablo 2: PF grup A ve grup B ependimomlar arasindaki farklar (23)

Grup A Grup B

Cocuk Erigkin

Genellikle erkek Her iki cinsiyette esit

Grade 111 Grade 11

Invaziv Nadiren invaziv
Rekkdren Nadiren rekkuren
Metastatik Nadiren metastatik
Sag kalim kotii Sag kalim 1y1

Molekiiler subgruplar spesifik yas gruplart ile iligkilidir. Tiim ii¢ SE
benzeri grup eriskinlerde goriilmektedir. 1ki SP grup (SP-MPE ve SP-EPN)
cogunlukla eriskinlerde nadiren ¢ocuklarda, PF-EPN-B adelosan ve geng
erigkinlerde, PF-EPN-A kigulk cocuklarda gortlmektedir. ST-EPN-YAP1 ve ST-
EPN-RELA buyuk oranda ¢ocuklarda gorilmekle birlikte ST-EPN-RELA 6nemli

oranda (% 23) erigkinlerde goriiliir (22).

Molekiiler gruplar arasinda genel sag kalim ve progresyonsuz sag kalim
belirgin degiskenlik gostermektedir. PF-EPN-A ve ST-EPN-RELA kotu
prognozludur. 10 yillik genel sag kalim orani1 % 50, progresyonsuz sag kalim
orant % 20°dir. Diger gruplarda durum daha iyi olup 5 yillik genel sag kalim oram

% 100, 10 y1llik sag kalim oran1 % 88-100 arasindadir (22).
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Sekil 2: Ependimomlarda DNA metilasyon profillerine gore tanimlanan 9 farkl
molekiler subgrub gorilmektedir. RELA ve YAPL1 flizyonu ile karakterize 2 ayr1
ST- EPN grubu mevcuttur. ST-EPN-RELA ile PF-EPN-A grubu kotl prognoz

goOstermektedir (22).
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Sekil 3: Ependimomlarda tanimlanan molekiiler guruplardaki anahtar genetik,
epigenetik bulgular ve klinik ozellikleri sematik olarak gorilmektedir. CIN,

Kromozamal insitabilite (22)
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2.3.9 Prognoz ve Tedavi

Ependimomlarda klinikopatolojik prognostik degiskenleri saptamak
onemli fakat zordur (13). Baslica prognostik faktorler; hasta yasi, rezeksiyon
derecesi, timoriin yerlesim yeri, histolojk tipi, derecesi ve molekiiler alt gruplardir
(7). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada molekiiler alt gruplarin, rezeksiyon
derecesinin ve 1q kazaniminin ependimal tiimorlerde bagimsiz prognostik

parametre oldugu gdsterilmistir (22).

Yas, cocuklarda erigkinlere gore prognoz daha kétiidiir. Bu ¢ocuklarda PF
ependimomlarmin daha sik goriilmesine karsi eriskinlerde SP ependimomlarin sik
goriilmesinin klinik bir yansimasi olabilir. Cocuklarda yas arttikca genel sag

kalim oran1 artmaktadir (7).

Rezeksiyon derecesi; uzun zamandir bilinen tutarh tek klinik prognostik

gostergedir (40). Total rezeksiyon artmis sag kalim ile iligkilidir (20,48,49).

Tiimériin yerlesim yeri; 6Gnemli bir prognostik faktordir. ST ependimomlar
oOzellikle gocuklarda PF ependimomlarina gore daha iyi prognoz gostermektedir
(47). SP ependimomlar intrakranial ependimomlara gére daha iyi prognoza
sahiptir. Ancak ge¢ rekkiiresler goriilebilmektedir. Ornegin, miksopapiller
ependimomlar genellikle iyi prognoza sahip olmalarma karsin, tlmduyle
c¢ikarilmalar giic oldugundan niiksedebilirler. Ozellikle cocuklarda daha agresif

Klinik seyir gorulebilir (45).

TUmordn histolojisi ve derecesi; anaplazinin net tanimlanamamas ile ilgili

kaygilar tam c¢oOzlilememis major bir sorundur. Bir¢ok dekattir yapilan
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caligmalarda patolojik degiskenler ve hastaligin sonucu arasindaki iliski tutarsizdir
(7). Bununla birlikte anaplastik ependimomlarin daha koti prognozla iliski
oldugunu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (20,43). Sonuc olarak grade Il ve
grade Ill tiimorler arasindaki ayrim giivenilmez oldugundan ¢ok az klinik

derecelendirmeyi tedavi stratifikasyonunda kullanmaktadir (17).

Ependimom varyantlar1 i¢inde seffaf hiicreli tiimdrlerin daha agresif klinik
seyirli oldugu disiiniilmektedir (44). Subependimomlar iyi prognoza sahip
timorler olup, total rezeksiyonun miimkiin olamadigi durumlarda dahi nlks

genellikle beklenmez (46).

Molekiiler simiflama; ST-EPN-RELA ve PF-EPN-A gruplar1i kot

prognozla iligkili bulunmustur (22).

Tedavi; yaygin standart uygulama maksimum guvenli total rezeksiyon ve
bunu takip eden fokal radyoterapidir (40). Ayrica radikal rezeke edilmis ST
tiimdrlerde adjuvan tedavi verilmeden niiksiin olmadig1 grubun varligini gosteren
yayinlar mevcuttur (61). Bu durum daha iyi hasta stratifikasyonuna ihtiyacin
oldugunu gosteren bir 6rnektir. Ozellikle kiiclik cocuklarda radyoterapinin yan
etkisinden kaginmak ya da radyoterapiyi ertelemek i¢in bir¢ok klinik protokolde
halen adjuvan kemoterapi yer almaktadir. Ancak c¢ok sayida klinik ¢alismada
kemoterapinin tan1 aninda ya da rekkiirenste sag kalima yarar1 olmadigi

gosterilmistir (62,63).

Ependimom tedavisindeki giincel tedavi secenekleri iginde efektif bir

yontemin olmamasi nedeni ile prognostik gostergelerin ve adjuvan kemoterapi
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ihtiyaci olan gruplarin belirlenebilmesi ve hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilebilmesi i¢in tlimdrdeki genetik mekanizmalar ve molekiler yolaklar

onem kazanmistir (30).

2.4 Histopatolojik Tipler

2.4.1 Subependimom

Subependimomlar; genellikle noéroradyolojik olarak ya da otopsilerde
insidental olarak saptanan (50), yavas ve ekzofitik biiylime gosteren, iyi sinirli ve
prognozlari oldukea iyi DSO grade I tiimérlerdir (7). Orta yas ve ileri yasta daha

sik goriilmekle birlikte tim yas gruplarinda goriilebilir (51).

Genellikle intraventrikiler yerlesim gosterirler. %50-60 oraninda 4.
ventrikiilde izlenmekte olup bunu sirasiyla lateral ventrikiil ve 3. ventrikiil takip

eder. Spinal kordda intramediiller olarak izlenir (7).

Histolojik olarak yogun fibriler matriks i¢inde, monoton, yuvarlak ya da
oval niikluslu neoplastik hiicrelerin olusturdugu kiimelenmeler seklinde goriiliir.
Fokal hiicre kiimeleri arasinda hiicre igermeyen fibriler alanlar karakteristik bir
bulgudur. Mikrokistler siktir, kalsifikasyon ve hemoraji alanlari igerebilir. Seyrek
olarak mitoz ve mikrovaskuler proliferasyon gorilebilmekle birlikte, nekroz
genellikle bulunmaz (7,52). Bazen hiicresel uzantilar damarlar etrafinda toplanip
ependimal psodorozet seklini alabilir. Bazi ependimom olgularinin ylizeyel
kisminda subependimom alanlar1 bulunabilir. Bu tip olgularin “mikst ependimom-
subependimom” olarak siniflandirilarak, ependimom komponentine gore grade

verilmesi 6nerilmektedir (50).
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Immiinhistokimyasal olarak GFAP ve S-100 pozitiftirler. Noral
belirteglerden NCAM ve NSE ile disiik spesifitede boyanma izlenebilir.
Ependimomlarin tersine EMA ekspresyonu subependimomlarda nadirdir. Ki-67

proliferasyon indeksi % 1’in altindadir (7).

2.4.2 Miksopapiller Ependimom

Miksopapiller ependimomlar, tipik olarak cauda equina, konus medullaris
ve filum termimalede yerlesim gosteren yavas bilyiiyen, iyi sinirli, daha ¢ok geng
eriskinlerde goriilen DSO grade I tiimérlerdir (7). Daha nadir olarak spinal kordun
diger seviyelerinde, intrakraniyal ve sakrokoksigeal bdlgede subkutan dokuda

gorulebilirler (52).

Histolojik olarak degisen oranda papiller yapilanma izlenir. Papiller
yapilar, santralinde gevresinde miksoid stroma iceren damar yapisi ve etrafinda
kiiboidal ya da igsilesme gosteren tlimor hiicrelerinin dizelenmesi ile olusur.
Damar gevresi ile timor hiicreleri arasinda AB-PAS ile boyanan miksoid materyal
goriilmesi tipik bulgusudur. Bazen papiller yap1 izlenmez, timérde poligonal
hiicre tabakalar1 ya da fasikiiller olusturan igsi hiicreler arasinda miisin gélciikleri
ile karakterize mikrokistik gorinim izlenir. Perivaskiler hyalinizasyon c¢ok
belirgin olabilir. Mitoz ¢ok nadir olup, nekroz ve mikrovaskuler proliferasyon

genellikle saptanmaz (7,52).

Immiinhistokimyasal olarak GFAP, S-100, vimentin ve CD99 pozitiftir.

Pansitokeratin siklikla pozitif olarak izlenirken keratin 7, keratin 20, keratin 5/6
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ve CAMS5,2 negatiftir. Klasik ependimomlarin aksine EMA ekspresyonu

genellikle gorilmez, ki-67 proliferasyon indeksi diisiiktiir (53-54).

2.4.3 Ependimom
Genellikle ventrikuler sistem ve spinal kanal boyunca bulunan, iyi smirli,

DSO grade Il tiimorlerdir.

Histolojik olarak perivaskiler psodorozetler ve gercek ependimal
rozetlerle karakterlidir. Psodorozet yapisinda, neoplastik hiicreler damarlar
cevresinde 1smsal dizilim gosterir ve hicrelerin fibriler uzantilar1 damarlar
cevresinde niukleussuz fibriler bir alan olusturur. Gergek ependimal rozetlerde ise
neoplastik hicreler spinal kordun santral kanalina benzeyen yuvarlak limen
etrafinda dizilim gosterirler. Timorde nadiren tubiler yapi seklinde ependimal
kanallar goriilebilir. Psddorozet yapist gercek ependimal rozetlere gore daha sik

izlenir.

Timor fibriler matriks i¢inde degisen yogunlukta dagilmis yuvarlak ya da
oval niikleuslu kiiciik hiicrelerden olusur. Cevre beyin parankimine infiltrasyon
gOstermez, net bir sinir ile ayrilabilir. Damar duvarlarinda hyalinizasyon, miksoid
dejenerasyon, distrofik kalsifikasyon ve tiimor i¢i kanama alanlar1 goriilebilir.
Mitoz nadirdir. Geografik nekroz alanlari goriilebilir. Ancak palizadlanan nekroz
ve mikrovaskiler proliferasyon fokal alanlarda sinirhidir ve beraberinde hafif

sitolojik atipi ve diisiik mitoz sayis1 goriilebilir (7).

Imminohistokimyasal olarak GFAP ekspresyonu 6zellikle psodorozet

alanlarindaki ince sitoplazmik uzantilarda saptanir (54). EMA ependimomlarin
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bliyiikk kisminda ependimal rozetlerin liimen yiizeyinde ya da ependimal
hiicrelerin sitoplazmalarinda periniikleer noktasal veya halka seklinde eksprese
olur. S-100 ve vimentin pozitiftir (56). Olig2 ekspresyonu seyrektir (57). Fokal
sitokeratin pozitifligi bildirilen vakalar mevcuttur (54). Nadiren ependimomlar

ndronal antijenleri eksprese edebilirler (58).

Uc adet histolojik alt tipi mevcuttur. Bu tipler klasik ependimom ve

anaplastik ependimomun baskin paterni olarak goriilebilirler.

Papiller Ependimom
Nadir goriilen bir histolojik varyant olup iyi gelismis papiller yapilar ile
karakterizedir. Mikroskopik olarak papiller yapilarin yani sira, tek tabakali
kiiboidal tiimor hiicreleri ile doseli diiz yiizeyli ve birbiri ile temas halinde
parmaksi projeksiyonlar gorilir. Bu hucreler immiinhistokimyasal olarak GFAP
pozitiftir. Ayirici tanida koroid pleksus papillomlari, papiller meningiomlar ve

metastatik timorler yer alir.

Seffaf Hiicreli Ependimom
Timor hiicreleri seffaf sitoplazmalidir. Olusan periniikleer halo goriiniimii
nedeni ile oligodenrositlere benzerler. Genellikle supratenrorial yerlesimlidir ve
geng hastalarda goriiliir. Diger varyantlara gore daha agresiftir (55). Ayirici tanida
oligodendrogliom, santral ndrositom, hemangioblastom ve renal hiicreli karsinom
yer alir. Immunohistokimyasal olarak GFAP ve EMA pozitifligi taniya

yardimeidir.
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Tanisitik Ependimom
Ismini, kaynaklandig1 hiicre oldugu diisiiniilen paraventrikiiler yerlesimli
tanisitlerden alir. Genellikle spinal kordda yerlesim gosterir ve geng yasta goriiliir.
Histolojik olarak fibriler stroma icinde, igsi niikleuslar1 olan elonge hicrelerin
olusturdugu diizensiz fasikiiler yapilar gozlenir. Arada belli belirsiz psédorozet
olusumu mevcuttur. Gergek rozet olusturmazlar. Anaplastik 6zellik genellikle

gorilmez. Ayirici tanida pilositik astrositom ve schwannom diisiintilmelidir.

2.4.4 Anaplastik Ependimom

Anaplastik ependimomlar klasik ependimomlar gibi iyi sinirlidirlar, ancak
nadiren cevre beyin dokusu icine invazyon gosterebilirler. Histolojik olarak klasik
ependimomlara benzer bulgular gosterse de, sellerite ve niikeus sitoplazma orani
artmistir. Genellikle psddorozet igerirler, buna karsin gergek rozetler goérulmez.
Mitoz siktir, mikrovaskdiler proliferasyon ve palizadlanan nekroz genellikle

bulunur.

2.4.5 Ependimom, RELA Fizyon Pozitif

Ependimal tiimdrlerde yeni yapilan molekiiler siniflamada ilk kez
tammlanmis  olup (22), 2016 yilinda yaymlanan DSO SSS tiimorleri
simiflamasinda yerini almistir (7). Cl11lorf95-RELA fizyon gen pozitif ST
yerlesimli ependimomlardir. Histopatolojik ozelliklerine gére DSO grade I1/111
olarak siniflandirilir. RELA fiizyon gen pozitifligi gosteren ependimomlar, tiim
cocukluk ¢agi ST tiimorlerinin {igte ikisinden fazlasin1 olustururken, PF ya da SP

ependimomlarda bu flizyon geni gorilmemektedir. Bu grupta yer alan
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ependimomlarin, ti¢ ST molekiiler ependimom grubu (ST-SE, ST-EPN-YAP1 ve

ST-EPN-RELA) i¢inde en kétii prognoza sahip oldugu gosterilmistir (5,22).

Bu gruptaki ependimomlar spesifik morfolojik 6zellik gostermezler. Diger
supratentoriyal ependimomlarda gorilen mikroskopik Ozellikleri sergilemekle
birlikte, dallanma gosteren damarsal patern ve seffaf hiicre degisikligi bu tipte sik
gorultr. immiinohistokimyasal olarak diger ependimomlar gibi EMA ve GFAP
ekspresyonu gosterirler. LLCAM ekspresyonunun RELA flizyonu ile korelasyonu

bildirilmistir ancak bagka glial tiimorlerde de goriilmekte olup spesifik degildir

(7).

2.5 RELA

Nukleer faktor- kB (NF-kB), transkripsiyon regilatér ailesinin bir Gyesidir.
Hiicresel inflamatuar cevaptaki ana mediatordiir. Inflamasyon, immiin cevap ve
hicre 6lumu gibi fizyolojik durumlarda diizenleyici rol oynar. Bir ¢ok tumorin
olusumunda NF-kB sinyalizasyonu temel yolak olmasina ragmen bu yolag

olusturan birimlerde mutasyon nadirdir.

RELA, NF-kB sinyal yolaginda baglica transkripsiyon faktoriidir ve
RELA tarafindan kodlanan p65 proteini, bu yoldaki anahtar efektordiir. Disardan
gelen stimulus (TNF gibi) RELA igeren heterodimer olusumuna sebep olarak NF-
kB yolagin1 aktive eder. Olusan heterodimer niikleusa gider ve gen

transkripsiyonunu gergeklestirir (Sekil 4).

ST ependimomlarin %70’inde RELA ile Cllorf95, tam anlasilamamis

gen, arasinda onkogenik fiizyon mevcuttur. C11orf95-RELA flizyonu kromozom
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11g13.1 Gzerinde kromotripsis sonucu olusmaktadir. Kromotiripsis, bir
kromozomun (bazen iki) bir sebepten patlama ile sayisiz kiigiik parcalara
ayrilmasi ve daha sonra bazi parcalarin kaybolup digerlerininde yanlis sirayla
biraraya gelmesi seklindedir. Nadiren, C11orf95 ya da RELA, baska genler ile

kromotripsis sonucu meydana gelen fiizyon olusturabilir.

RELA flizyon pozitif ependimomlarda tlimorogenezisin ydrimesi igin
noronal kok hiicrelerde yalnizca Cllorf95-RELA  flizyonun  aberan
ekspresyonunun varligi yeterlidir. Parker ve arkadaslarinin farelerde yaptiklar
calismada, C110rf95-RELA fiizyon proteinleri énce sitoplazmada birikmis, sonra
niikleusa spontan gegis gostermis ve NF- kB hedef genlerini aktive etmistir.

Sonug olarak ndronal kdk hiicreleri hizlica ependimom hiicrelerine doniismiistiir
(5).

Ayni ¢alismada C110rf95-RELA fiizyon pozitif ST ependimomlarda genis
bir subgrubun (7 tip) olabileceginden bahsedilmistir ve en sik goriilenleri RELA
flizyon tipl ve tip2 olarak belirtilmistir (5). Pajtler ve arkadaslarinin bu iki tipe
yonelik yaptiklart RNA sekanslama ve hedef analiz ¢alismalarinda, ST-EPN-
RELA tiimorlerin 22/25 (%88)’inin RELA fiizyon tip lve tip 2 oldugu
gosterilmistir. RELA flizyon tipl ve tip 2 negatif olan diger vakalarin RELA

fuzyon tip 3-7 subgrubundan olabilecegi belirtilmektedir (22).

Homozigot CDKN2A delesyonu, siklikla ST-EPN-RELA tumorlerde
goriilmiis olup ST-EPN-YAPI tiimorlerde bulunmamaistir ve yapilan ¢alismalarda

kotu prognozla iligkili oldugu bildirilmistir. (23,25). ST-EPN-RELA tumorlerde
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izlenen kromotripsisin CDKN2A ile iliskili olabilecegi (TP53 yolunu etkileyerek)

diistiniilmiis ancak direk korelasyon bulunamamaistir (22).

signals
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Sekil 4: NF-kB sinyal yolagiin sematik goriiniimii
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Sekil 5: RELA gen flizyonu semasi (5)
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Parker ve arkadaglarimin  yaptifi = ¢alismada  Cl1lorf95-RELA
translokasyonu, hem RT-PCR (Polymerase chain reaction with reverse
transcription) hemde FISH yontemi kullanilarak ST-EPN’larin %67 sinde
gosterilmistir.  RT-PCR ve FISH sonuglar1 birbiri ile oOrtiismekte olup

translokasyon her iki yontem ile de PF-EPN’larda mevcut degildir (5).

Cl11orf95-RELA gen fiizyon varligi cesitli yontemler ile gosterilebilir
ancak en kolay yol formalin fikse parafin bloktaki dokular1 kullanilarak interfaz
FISH yontemi ve ‘break apart’ probu ile gostermektir. Kromotripsis seklindeki
rearranjman durumunda probe ile iki renk olarak gosterilen (kirmizi ve yesil)

sinyallerde ayrilma gozlenir (5) (Sekil 5).

Immiinhistokimyasal olarak NF-kB sinyal yolunda yer alan CCN1 ve
L1CAM protein ekspresyonunun C11orf95-RELA translokasyonu ile gicli bir
iligkisi oldugu gosterilmistir (5). Fakat LICAM diger beyin tiimorlerinde de

ekspresse olabilmektedir (7).

RELA, ST ependimomlarda yiksek rekkirens gosteren genetik

alterasyondur ve C11orf95-RELA flizyon proteini potansiyel terapotik hedeftir

).

26 p53

P53 geni; 17 kromozomun kisa kolunda lokalize bir tiimor silipressor
gendir. Hicre siklusunun diizenlenmesinde ve apopitoziste gérev almakta olup,
mutasyonunda veya tam kaybinda ¢esitli neoplaziler gelismektedir. TUm

kanserlerin yarisindan fazlasinda p53 geninde mutasyon gosterilmistir.
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Bu genin iirlinii olan p53 proteini niikleer bir proteindir ve yasam siiresi
cok kisa (5-20dk) oldugu i¢in standart immiinhistokimyasal yontemler ile
saptanamaz. Ancak mutant gen tarafindan tretilen p53 proteini niikleusta birikir
ve saptanabilir diizeylere ulasir. Ayrica p53 geninin timii ile kaybinda da

immunhistokimyasal olarak boyanma izlenmez (49).

P53 timor slpressor geni, MDM2 tarafindan inhibe edilmektedir ve
P14/ARF proteinide MDM2 Uzerinde inhibisyon etkisine sahiptir. ST-RELA
ependimomlarda yer alan NF-kB yolu aktivasyonu MDM2 ekspresyonunu
arttirmakta olup, niikleusta MDM2’nin p53 ile dimer olusturup p53 proteinine
ubuquitinin baglanmasini saglamaktadir. Boylece TP53 geninden genomik stres
nedeni ile dretilen p53 proteini nikleusta birikmektedir. Yine ST-RELA
ependimomlarda gorilen CDKNZ2A genindeki delesyon pl4/ARF (izerinde
inhibisyon etkisi olusturmaktadir. Boylece pl4/ARF’nin MDM2 iizerindeki
inhibisyon etkisini ortadan kaldirmaktadir ve sonugta fazla miktarda olusan p53

proteini niikleusta birikmektedir (Sekil 6).

Ependimomlarda TP53 gen mutasyonu nadirdir ancak yapilan
caligmalarda immiinhistokimyasal p53 pozitifligi sik goriilmektedir. Bunun
nedeninin yukarida anlatilan etkilesim oldugu diistiniilmektedir. Bir ¢alisma, TP53
geni saglam oldugu i¢in kullanilacak MDMZ2 inhibitért gibi bir ilagla tumaorli

hiicrede p53 geninin aktive edilebilecegini desteklemektedir (42).
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Sekil 6: P53, NF-Kb, MDM2, p14/ARF ve CDKN2A arasindaki iligskinin sematik

gorinumda
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Olgularin Secilmesi, Verilerin Toplanmasi ve incelenen Parametreler

Calismamizda, 2006 ile 2017 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda eksizyon ya da biyopsi materyalinde
ependimal timor (subependimom, miksopapiller ependimom, ependimom ve

anaplastik ependimom) tanist almis olgular degerlendirilmistir.

Hastalara ait yas, cinsiyet, bagvuru sikayeti, aile oykiisii, timor yerlesim
yeri, tiimor cap1, patoloji raporu, DSO’ne gore tiimdr derecesi, ameliyat tipi (total
ya da subtotal rezeksiyon), takipte lokal niiks gelisimi, klinik takip siiresi (genel
sagkalim siiresi) ve olgularin bu siire sonunda hayatta olup olmadiklar1 bilgilerine
hastane otomasyon sisteminden ulasilmistir. Hastalarin boliimiimiizde mevcut ilk
gelen materyalleri esas alinmistir. Niiks eden olgularin mevcut tim biyopsileri

olgu iginde degerlendirilmistir.

Her bir olgunun H&E boyali preparatlar1 ve immiinhistokimya preparatlari
iki gozlemci tarafindan 151k mikroskobunda (Olympus Bx50), x40, x100, x200 ve

x400 (objektif lens x 10x okiiler lens) biiyiitmelerde incelenmistir.

3.2 Olgularin Hazirlanmasi

Olgular, tiimériin histolojik tipi ve DSO’ne gére tiimor derecesi agisindan
yeniden degerlendirilmistir. Her vaka igin; tiimor hiicrelerinin yogun oldugu,
tesbit artefaktinin az oldugu ve nekroz icermeyen bir adet lam se¢ilmistir. Bu

lamlar tzerinde x40 biyitmede modifiye doku mikrodizini igin mikroskobik alan
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isaretlenmistir.  Secilen  lamlarin  parafin ~ bloklarindan  6nce  p53
imminhistokimyasal ¢alismasi i¢in tam doku kesiti alinmistir. Takiben FISH
yontemi ile RELA ¢alismak tizere isaretli mikroskobik alanlar 4 mm’lik deri
punch biyopsi aleti ile bloktan ¢ikarilmistir. Cikarilan dokular igin, satir ve
siitunlarda hangi olgunun bulundugunu gosteren haritalar hazirlanarak karisiklik
onlenmistir. Hazirlanan harita esliginde dokular, 4 satir ve 3 sutun icerecek

sekilde ve bir blokta toplam 12 doku olacak sekilde tekrar bloklanmustir.

3.3 Immiinhistokimyasal Boyama Yontemi

%10’luk formaldehit ile tespit edilen dokulara ait secilen bloklardan 4
mikrometre kalinhigindaki hazirlanan kesitler, bir lamda iki olgu igerecek sekilde
biyopsi numarasi belirtilerek pozitif sarjli lamlara alinmistir. P53 (anti-p53 primer
antibody, DO-7, fare monoklonal, 1:50 dilisyon) ekspesyonunu belirlemek igin
otomatik immiinhistokimya boyama yontemi ile Ventana Benchmark XT kapali
cihazinda boyama yapilmistir. Pozitif kontrol olarak overin serdz karsinomu
kullanilmistir. Uygulanan immiinhistokimyasal boyama ydnteminin basamaklari

asagida siralanmistir:

1. Pozitif sarjli lamlara 4 mikrometre kalinliginda kesitler alinmistir.

2. Lamlar Ventana cihazina yerlestirilmistir.

3. Antijen retrival icin p53 EDTA buffer (Ph:8.0) icinde 1 saat cihazda
bekletilmistir.

4. Primer antikor inkiibasyonu ic¢in p53 cihazda 36 dakika bekletilmistir.
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5. Renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in “Ultraview universal DAB
detection kit” kullanilmastir.

6. Ventana marka hematoksilen I ile zit boyama tamamlanmustir.

7. Lamlar ¢esme suyunda yikanip sirasiyla 2 dakika alkolde ve 2 dakika
ksilolde tutulmustur.

8. Lamlar entellan kullanilarak kapatilmistir.

3.4 Immiinhistokimyasal Belirteclerin Degerlendirilmesi

P53; Timor hiicrelerinde niikleer boyanma pozitif kabul edilmis olup
kesitte en yogun boyandigi odakta 100 adet hiicre i¢cinde pozitif boyanan hiicre
sayist belirlenmistir. Boyanma siddeti {i¢ kategoride degerlendirilmistir.
Mikroskopta x40 (objektif lens x 10x okiler lens) biiyiitmede kolaylikla
gorilebilen koyu renkte boyanmalar “siddetli”, X100 (objektif lens x 10x okuler
lens) biuyltmede gorilebilen boyanmalar “orta siddetli”, x200 (objektif lens x 10x
okuler lens) blytitmede gorilebilen boyanmalar “zayif” olarak degerlendirilmistir.
Heterojen boyanmalarda degerlendirilen odaktaki baskin boyanma dikkate

alinmustir.

Ki-67; Bir¢cok olgunun arsivde boyali preparatt mevcut olup eksik
vakalarin boyamas1 tamamlanmistir. Hiicrelerde izlenen niikleer boyanmanin en
yogun oldugu odaklar dikkate alinarak sayilan 100 hiicrede pozitif boyanan hiicre

say1s1 saptanarak oranlama yapilmistir.
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EMA; TUimor hicrelerinde periniikleer noktasal tarzda, sitoplazmik halka
seklinde ve liiminal boyanmalar degerlendirilmistir. Az sayida tiimor hiicresinde

bile izlenen boyanmalar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.5 Floresan in Situ Hibridizasyon Boyama Yéntemi

FISH yontemi icin; RELA FISH Probu (20 test) ve FFPE FISH
PreTreatment Kit 1 kullanilmstir. Punch biyopsilerin gémiilmesi ile hazirlanan
tim parafin bloklara C110rf95-RELA gen fiizyonunu belirlemek igin asagidaki

prosediire gére boyama yapilmustir.

1. Mikrotom cihazi kullanilarak 4 pm kalinliginda kesitler alinir.

2. Alinan kesitler 50-55 derecedeki aritilmis su banyosu setinin
uzerine koyulur.

3. Kesitler su banyosundan pozitif sarjli lam tizerine alinir.

4. Lamlar havada kurutulmaya birakilir.

5. Lamlar 60°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek deparafinize edilir.

6. Lamlar ksilende 30 dakika bekletilir.

7. Lamlar oda 1sisindaki %96 etanol icinde 10 dakika bekletilerek
dehidrate edilir.

8. Lamlar 2-5 dakika havada kurumaya birakilir.

9. Lamlar 96 ( 2) °C’ye 1sitilmis “ FFPE FISH PreTreatment Kit 17
icinde 15 (£ 2) dakika bekletilir.

10. Lamlar 3 dakika aritilmis su ig¢inde bekletilir.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Lamlar 37 (£ 1) °C’ye 1sit1lmis proteaz soliisyonu i¢inde 20 (+ 2)
dakika bekletilir.

Lamlar 3 dakika aritilmis su i¢inde bekletilir.

Lamlar 1 dakika 2x55C sollisyonunda bekletilir.

Lamlar 1 dakika %70’lik etanol i¢inde bekletilir.

Lamlar 1 dakika %85°lik etanol i¢inde bekletilir.

Lamlar 1 dakika %100’liik etanol i¢cinde bekletilir.

Lamlar 2-5 dakika havada kurumaya birakilir.

Lam fizerine 10 pl prob damlatilir ve hemen lamel ile hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilir.

Lamellerin etrafi rubber cement ile ¢evrelenir.

Lamlar Hybrite cihazina yerlestirilip kapagi kapatilir ve dnceden
programlanan prosediir baslatilir (denatiirasyon 80°C’de 5 dakika,
hibridizasyon 37°C’de 20 saat)

Bir gece hibridizasyondan sonra lamlarin tizerindeki rubber cement
cikarilir ve daha Onceden oda 1sisinda hazirlanmis yikama
tamponu-1’in igerisine birakilir. Burada 2-5 dakika bekleyen lamlar
cikarildiginda kolayca lamellerden ayrilir.

Hemen daha 6nce hazirlanmis 74 (£ 1) °C 1sisinda yikama
tamponu igerisinde 2 dakika bekletilir.

Lamlar oda 1s1sinda 2 dakika havada kurumaya birakilir.

Lam iizerine 10 pl DAPI damlatilarak uygun boyutta lamel ile

kapatilir.
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25. Lamlar degerlendirme anina kadar karanlik alanda -20°C de

buzdolabinda bekletilir.

3.6 Floresan in Situ Hibridizasyon Boyamanin Degerlendirilmesi

Degerlendirme BX51 Olympus floresan mikroskobu ve Leica DM600B
floresan mikroskobu ile yapilmistir. Herbir dokuda tiimér hiicre niikleuslar
degerlendirilmistir. 11. kromozom uzerinde olan ilgili gen lokusu yesil ve kirmizi
renk olarak isaretlenmistir. Interfaz niikleusta normal kromozomda, break apart
FISH probu ile yesil ve kirmizi renk yanyana bitisik ya da kesismis sekilde
saptanmig olup, iki sinyalin kesistigi alanda sar1 renk goriilmiistiir. Yesil ve
kirmiz1 sinyalin birbirinden belirgin sekilde ayrilmas: ‘break apart’ olarak kabul
edilmistir. Literatiirde kullanilan sinir deger bulunmamakla birlikte, bir ¢alismada
Cl11orf95-RELA fiizyonunun genellikle fokal kayip seklinde izlendigi
soylenmistir (5). Biz ¢alismamizda rahatlikla goriilebilen ve ¢ok sayida hiicrede
break apart tesbit edilen vakalari pozitif olarak degerlendirdik. Teknik nedenle

boyamanin suboptimal oldugu vakalarda FISH boyamasi tekrarlanmistir.

3.7 Iistatistiksel Analiz

Arastirma verisi SPSS (Statistical Package for Social Sciences ) 15.0

istatistik paket programi araciligi ile degerlendirilmistir.

Tanimlayict istatistikler sunulurken yas ve timor boyutu i¢in ortalama *
standart sapma, smiflandirilabilir degiskenler icin vaka sayilar1 ve yiizdeleri

verilmigtir. Calismada kullanilan kategorik degiskenler olgu sayilari, frekans
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dagilimlar1 (%) bi¢iminde ifade edilmis olup istatistiksel degerlendirmede Pearson
Ki-Kare, Yates Duzeltmeli Ki-kare, Fisherin Kesin Testi, Kruskal Wallis,
Spearman  korelasyon testleri kullanilmistir. Hastalarin  klinikopatolojik
Ozelliklerinin sag kalim iizerindeki etkisi i¢cin Kaplan-Meier testi kullanilmis ve
Long-Rank analizi ile karsilastirilmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05

olarak kabul edilmistir.

3.8 Etik Kurul Onay1

Bu calisma icin Gazi Universitesi Etik Komisyonu’nun 11.04.2017

tarthinde 04 sayili toplantisinda etik kurul onay1 alinmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Hastalarin Demografik, Klinik Ozellikleri ve Tumor Karakteristikleri

Calismamizda ependimal timor tanis1 almis 110 olgu degerlendirilmistir.
Hastalarin yas araligi 0 — 77 olup, ortalama yas 35,76 + 18,03’diir. 18 yas ve alti

hasta sayis1 20°dir. Hastalarin % 57,31 erkek ve % 42,7’si kadindir.

Hastalarin en sik bagvuru sikayeti olarak SP yerlesimli olanlarda bel agrisi,
boyun agrisi, yiirime giigliigii ve kollarda guigstizlik, PF yerlesimli olanlarda ise
bulanti, kusma ve denge kaybi On sirada yer almakla birlikte iki hastada yiz felci
tanimlanmistir. ST yerlesimli timorlerde bas agrisi en sik bagvuru nedenidir. Bu

hastalarin yaklagik yarisinda istemsiz kasilmalar ve ndbet izlenmistir.

Ulasilan epikrizlerde 3 hastanin ependimom tanisindan dnce glial timor
tanisi ile izlendigi goriilmiistiir. Bu tanilar bagska merkezlerde olup, bir hastanin
grade 1 astrositom tanisi, diger hastanin astrositom ve oligodendrogliom olarak iki
ayri glial timér tamis1 meveuttur. Ugiincii hastada ise grade 2 glial tiimor ifadesi
yer almakta olup, net tiplemeye ulasilamamistir. Bu hastalardan birine ait camlar
bolimiimiizde degerlendirilmis ve ependimom dis1 glial timor tanisina
varilmigtir. Ayrica bir hasta norofibromatozis tanisiyla izlenirken PF yerlesimli

grade 2 ependimom saptanmustir.

Bircok olgunun preoperatif radyolojik goriintiilemesi dis merkezde

yapildig1 i¢in ya da radyoloji raporunda tiimér ¢api belirtilmedigi icin tam veriye

38



ulagilamamustir. Ulasilabilen olgularda (36/110) en kiiciik tiimor ¢ap1 0,8 ¢m, en

blyik timor ¢ap1 7,2 cm’dir. Ortalama tiimor gap1 2,82 £ 1,34 cm’dir (Tablo 3).

Tablo 3: Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri

Yas Ortalama yas: 35,76 + 18,03

18 vas alt1 hasta sayisi 20 (% 18,2)

18 vas iistii hasta sayisi 90 (% 81,8)

Cinsiyet

Kadmn 47 (% 42,7)

Erkek 63 (% 57,3)

Tiimor capi Ortalama timor ¢ap1: 2,82 = 1,34 cm

4.1.1 Olgularda tumor lokalizasyonu, histolojik timoér tipi ve

derecesi

Tiimor en sik SP bolgede (% 53,2) yerlesim gostermektedir. PF yerlesimi
2. siklikta (% 29,4) ve ST bolge (% 17,4) 3. siklikta yer almaktadir (Grafik 1). Bir
olgunun lokalizasyon bilgisine ulagilamamigtir. TUmor ST bolgede en sik lateral
ventrikil ve 3. ventrikilde (7/19) lokalizedir. Yanisira frontal lob (6/19), paryetal
lob (4/19), temporal lob (1/19) ve talamik bdlgede (1/19) de gortlmektedir. PF da
en sik 4. ventrikiilde (23/32) izlenmekte olup, bunu sirasiyla serebellum (4/32),
beyin sap1 (4/32) ve pontoserebellar kose (1/32) takip etmektedir. SP bolgede ise
en stk lumber lokalizasyonda (23/58) ve buna yakin oranda servikal ve
servikotorasik lokalizasyonda (22/58) goriilmektedir. Daha az siklikla torakal

lokalizasyon (13/58) izlenmistir.
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Grafik 1: Ependimal Tiimor Olgularinin Lokalizasyona Gore Dagilimi

E ST 19 (%17,4)
H PF 32 (%29,9)
u SP

58 (%53,2)

Hastalarda en sik izlenen histolojik tlmor tipi grade 2 ependimom
(%68,2)’dur. Bunu sirastyla grade 3 anaplastik ependimom (%13,6), grade 1
miksopapiller ependimom (% 11,8) ve grade 1 subependimom (% 6,4) takip
etmektedir. Grade 2 ependimom olgularinin, 7’si (% 9,3) tanisitik ependimom, 1’1
(% 1,3) seffaf hiicreli ependimom ve 1’1 (% 1,3) papiller ependimomdur. 1 olgu
(% 6,6) grade 3 seffaf hiicreli anaplastik ependimom seklinde raporlanmistir

(Tablo 4) (Resim 1-7).

Tablo 4: Olgularin histolojik tip ve grade gore dagilimi

Histolojik Tip Grade Toplam

Ependimom Grade 2 75 (% 68,2)
Tanisitik (% 68,2) (7
Papiller 1)
Seffaf hiicreli (1)

Anaplastik Ependimom Grade 3 15 (% 13,6)
Seffaf hiicreli (% 13,6) (1)

Miksopapiller Ependimom Grade 1 13 (%11,8)

0
Subependimom (% 18.2) 7 (%6,4)

%: Sutun yizdesi
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Resim 2: Tanisitik Ependimom, DSO grade 2 (H&E x100).
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Resim 3: Seffaf Hiicreli Ependimom, DSO grade 2 (H&E x200).

Resim 4: Papiller Ependimom, DSO grade 2 (H&E x100).

42



Resim 5: Anaplastik Ependimom, DSO grade 3. Palizadlanan nekroz (iist resim,

(H&E x100)) artmus seliilerite, atipi ve mitoz (alt resim (H&E x200)).
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Resim 7: Subependimom, DSO grade 1 (H&E x100).
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Histolojik tumor tiplerinin lokalizasyona gore dagilimina bakildiginda, ST
bolgede grade 2 ependimom (8/19) ve grade 3 anaplastik ependimom (8/19) esit
sayida izlenmistir. 3 olgu grade 1 subependimomdur (3/19). PF da ise en sik grade
2 ependimom (23/32) izlenmis olup, grade 3 anaplastik ependimom (6/32) daha az
siklikla goriilmiistiir. Grade 1 subependimom (3/32) ST bélge ile ayn1 sayida
izlenmistir. SP yerlesimli timorlerin biiyiik ¢ogunlugu grade 2 ependimom
(44/58) olup, grade 1 miksopapiller ependimom (13/58) sadece bu bdlgede

goriilmistiir. Grade 1 subependimom da (1/58) tek olgu seklindedir (Grafik 2).

Grafik 2: Histolojik Tiiméor Tiplerinin Lokalizasyonlara Gore Dagilimi

60 -
50 -
40 - m Subependimom
Miksopapiller Ependimom
30 1 = Anaplastik Ependimom
20 ® Ependimom
10 -
0 . . .
ST PF SP

18 yas ve alt1 olgularin buyik kisminda (12/20) timér PF yerlesimlidir. ST
yerlesim de sik (6/20) goriilmektedir. 18 yas {istii erigkinlerde ise tiimor en sik SP
bolgede yerlesim gostermekte olup, PF’da da siklikla izlenmektedir. 18 yas ve alt1
ile 18 yas iistii hastalar arasinda tiimor lokalizasyonu agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmistir (Tablo 5).
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Tablo 5: Tumor lokalizasyonu ve yas arasindaki iliski

ST PF SP Toplam | p degeri
18 yas ve alt1 hastalar | 6 12 2 20 0,0001
(%0,3) | (%60) (% 10) | (% 100)
18 yas iistii hastalar 13 20 56 89
(% 14,6) | (% 22,4) | (%63) | (% 100)

%: Satir yuzdesi

Her iki yas grubunda da en sik grade 2 ependimom goriilmiistiir. Grade 3
ependimomlar 18 yas ve alt1 olgularda daha sik izlenmis olup, bu grupta oldukca
yuksek oranda gortulmektedir. Grade 1 ependimomlar ise ¢ogunlukla eriskinlerde
izlenmekle birlikte, 5 yasinda bir hastada PF yerlesimli grade 1 subependimom ve
13 yasinda bir hastada lumbal bolge yerlesimli grade 1 miksopapiller ependimom
izlenmistir. 18 yas ve alti ile 18 yas ustli hastalar arasinda timor derecesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo 6).

Tablo 6: TUmor derecesi ve yas arasindaki iliski

Gradel | Grade2 | Grade3 | p degeri
18 yas ve alt1 hastalar | 2 10 8 0,002
(% 10) (% 50) (% 40)
18 yas iistii hastalar 18 65 7
(% 20) (% 72,2) | (%7,8)

%: Satir yuzdesi

4.1.2 Olgularda timorun total/subtotal rezeksiyon durumu

Ependimal tiimor tanis1 alan tiim hastalara cerrahi tedavi uygulanmis
ancak yillar i¢inde kullanilan bilgisayar otomasyon sistemindeki degisikliklerden
dolay1 93 hastanin net ameliyat notuna ulasilabilmistir. Bu hastalarin 67’sine (%
72) gross total timor rezeksiyonu ve 26’sina (% 28) subtotal tuimor rezeksiyonu

yapilmistir. Subtotal tiimor rezeksiyonu yapilan olgularin ¢cogunu PF yerlesimli
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timorler olusturmaktadir. ST yerlesimli olgularda da subtotal tumor rezeksiyonu
stk goriilmektedir. Lokalizasyona gore timorin total/subtotal rezeksiyonu

yonunden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo 7).

Tablo 7: Tumor lokalizasyonu ve total/subtotal rezeksiyon arasindaki iliski

ST PF SP Toplam | p degeri
Total rezeksiyon 9 16 42 67 0,021
(% 60) (% 57,1) | (% 84) (% 72)
Subtotal rezeksiyon | 6 12 8 26
(% 40) (% 42,9) | (% 16) (% 28)

%: Sltun yuzdesi

Anaplastik ependimomlarin yaklasik yarisinda subtotal timor rezeksiyonu
izlenmekle birlikte, histolojik timor tiplerine goére timorin total/subtotal

rezeksiyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Tablo 8).

Tablo 8: Histolojik tumdr tipi ve total/subtotal rezeksiyon arasindaki iliski

EPN Anaplastik MPE SE P degeri
EPN
Total 49 6 8 4 0,548
rezeksiyon | (% 75,4) (% 54,5) (% 72,7) | (% 66,7)
Subtotal 16 5 3 2
rezeksiyon | (% 24,6) (% 45,5) (% 27,3) | (% 33,3)

%: Situn ylzdesi

18 yas alt1 hastalarin yarisindan fazlasinda tiimoér tiimii ile ¢ikarilamamis
olup, subtotal rezeksiyon mevcuttur. Eriskin hastalarda ise total rezeksiyon orani
yaklasik %80°dir. 18 yas ve alt1 ile 18 yas Ustii hastalar arasinda total/subtotal

rezeksiyon agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo 9).
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Tablo 9: Yasa ve total/subtotal rezeksiyon arasindaki iliski

Subtotal Total p degeri
eksizyon eksizyon

18 yas ve alt1 hastalar | 11 8 0,003
(% 57,9) (% 42,1)

18 yas iistii hastalar 15 59
(% 20,3) (% 79,7)

%: Satir yuzdesi

4.1.3 Olgularda niiks ve metastaz durumu

Olgularin 107’sinin niiks ve postoperatif ek tedavi bilgisine ulasilmistir.
%17,8 (19/107) olguda en az 1 ve en fazla 5 kez olmak tzere timor niksu
tanimlanmistir. Daha ¢ok subtotal rezeksiyon yapilan hastalarda niiks izlenmekle
birlikte total rezeksiyon yapilan hastalarmm % 10,4’tinde niiks gelistigi dikkati
cekmistir. Total/subtotal tiimor rezeksiyonu ile niiks gelisimi arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 10).

Tablo 10: Total/subtotal rezeksiyon ve nlks gelisimi arasindaki iligki

Total rezeksiyon | Subtotal rezeksiyon | p degeri
Nuks var |7 9 0,01

(% 10,4) (% 36)
Nuks yok | 60 16

(% 89,6) (% 64)

%: Situn ylzdesi

p degeri fisherin kesin testi ile belirlenmistir.

Niiks daha c¢ok ST yerlesimli tiimorlerde izlenmekte olup, tUmor
lokalizasyonu ve niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamugstir (Tablo 11).
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Tablo 11: Timor lokalizasyonu ve niiks gelisimi arasindaki iliski

ST PF SP p degeri
Nuks var 7 5 7 0,051
(% 36,8) (% 16,1) (% 12,3)
Nuks yok 12 26 50
(% 63,2) (% 83,9) (% 87,7)

%: Sutun yuzdesi

Anaplastik ependimomlarin yarisindan fazlasinda niiks izlenmekte olup en
sik niiks bu histolojik grupta goértilmektedir. Histolojik tiimor tipi ve niiks gelisimi
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (Tablo 12). Ayrica timor
derecesi ile niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir

(p=0,0001, ki-kare testi).

Tablo 12: Histolojik timor tipi ve niiks gelisimi arasindaki iliski

EPN Anaplastik MPE SE P degeri
EPN
Nuksvar |7 8 2 2 0,0001
(% 9,5) (% 57,1) (% 16,7) (% 28,6)
Niks yok | 67 6 10 5
(% 90,5) (% 42,9) (% 83,3) (% 71,4)

%: Situn ylzdesi

Grade 2 ve grade 3 ependimomlarda niiks gelisiminin lokalizasyonlara
(ST, PF ve SP) gore dagilimima bakildiginda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (Tablo 13-14).

Tablo 13: Grade 2 ependimomlarda lokalizasyon ile niiks arasindaki iliski

Nuks var Niks yok P degeri
ST 2 (% 25) 6 (% 75) 0,237
PF 1(% 4,5) 21 (% 95,5)
SP 4(%9,1) 40 (% 90,9)

%: Satir yuzdesi
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Tablo 14: Grade 3 ependimomlarda lokalizasyon ile niiks arasindaki iliski

Nuks var Nuks yok P degeri
ST 5 (% 62,5) 3 (% 37,5) 1
PF 3 (%50) 3 (% 50)

%: SUtun yizdesi

p degeri fisherin kesin testi ile belirlenmistir.

SP yerlesimli grade 2 ependimomlarin 4/40’inda niiks izlenirken grade 1

miksopapiller ependimomlarin 2/10’unda niiks izlenmistir. Ikisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,599, p degeri fisher’in kesin

testi ile belirlenmistir).

ST yerlesimli grade 2 ve grade 3 tiimdrler arasinda niiks gelisimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,619, p degeri fisher’in kesin

testi ile belirlenmistir).

PF yerlesimli grade 2 ve grade 3 tiimorler arasinda niiks gelisimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,622, p degeri fisher’in kesin

testi ile belirlenmistir).

18 yas ve alt1 hastalarda tiimorde niiks gelisme orani daha yiiksek olup, 18
yas ve alt1 ile 18 yas {istli hastalar arasinda niiks yoniinden istatistiksel olarak

anlaml1 fark bulunmustur (Tablo 15).

Tablo 15: Yasa gore tiimorde niiks gelisimi

%: Satir yuzdesi
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(% 35) (% 65)
18 yas iistii hastalar 12 75
(% 13,8) (% 86,2)




PF yerlesimli anaplastik ependimomu olan bir hastada spinal bélgeye, ST
yerlesimli grade 2 ependimomu olan bagka bir hastada beyin sapina metastaz
goriilmiistiir. Metastaz oran1 %1,9 olarak bulunmustur. Ayrica baska bir hasta ilk
SP bolgede (T6-T8) kitle nedeni ile grade 2 ependimom tanis1 almis, daha sonra
PF’da gelisen kitle nedeniyle iki kere opere edilmis ve grade 3 anaplastik
ependimom tanis1 almigtir. Takiben tekrar SP bolgede (C6-C7) kitle gelismis ve
eksizyon sonucunda grade 2 ependimom tanisi almistir. Bu hastada timorlerin
Metastaz m1 yoksa ayri primerler mi oldugu net olarak degerlendirilememekle

birlikte ayr1 primerler olarak degerlendirmeye alinmistir.

4.1.4 Olgularda postoperatif ek tedavi durumu

Hastalarin biiyiik kismina (% 67,3) cerrahiye ek herhangi bir tedavi
uygulanmazken, bir kismina cerrahi sonrasi radyoterapi (% 17,8) veya kemoterapi
(% 3,7) ya da her ikisi birlikte (% 11,2) verilmistir. Hicbir hastaya ependimal
timor nedeni ile neoadjuvan tedavi verilmemistir. Sadece iki hasta daha onceki
glial  timorlerine  yonelik  radyoterapi  almigtir.  Hastalarin  tedavileri
degerlendirildiginde tedavi rejimlerinin tiimoriin histolojik tip ve derecesine bagh

olarak degisiklik gostermedigi dikkati ¢ekmistir (Tablo 16).
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Tablo 16: Histolojik timor tiplerine gore uygulanan ek tedavilerin dagilimi

EPN Anaplastik MPE SE Toplam
EPN

Tedavi 53 2 11 6 72
almayan (% 71,6) (% 14,3) (% 91,7) (% 85,7) (% 67,3)

RT 16 2 1 0 19
(% 21,6) (% 14,3) (% 8,3) (% 0) (% 17,8)

KT 2 1 0 1 4

(% 2,7) (% 7,1) (% 0) (% 14,3) (% 3,7)

RT+KT 3 9 0 0 12
(% 4,1) (% 64,3) (% 0) (% 0) (%11,2)

Toplam 74 14 12 7 107
(% 100) (% 100) (% 100) (% 100) (% 100)

%: Sutun yizdesi

18 yas ve alt1 hastalarin %85’ine RT, KT ya da RT+KT seg¢eneklerinden

biri uygulanmigken, 18 yas iistii erigkin hastalarin yaklasik %80’ine ek bir tedavi

verilmemigtir. Bu iki yas grubu arasinda uygulanan ek tedavi agisindan

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmustir (Tablo 17).

Tablo 17: Postoperatif ek tedavi ile yas gruplari arasindaki iligki

%: Satir yuzdesi

Tedavi RT KT RT+KT | p degeri
almayan

18 yas ve alt1 hastalar | 3 7 3 7 0,0001
(% 15) (% 35) (% 15) | (% 35)

18 yas iistii hastalar 69 12 1 5
(%79,3) | (%138) | (%11) | (%5,7)

Subtotal tiimor rezeksiyonu yapilan hastalarin biiyiik kismia ¢ogunlukla

RT olmak iizere ek tedavi verilmistir. Total timor rezeksiyonu yapilan

hastalarinda az bir kisminada ek tedavi verildigi dikkati ¢ekmistir. TUmorin

total/subtotal rezeksiyonu ile cerrahi sonrasi verilen ek tedavi arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo 18).
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Tablo 18: Ameliyat tipi ve postoperatif uygulanan tedaviler arasindaki iliski

Total Subtotal | p degeri
rezeksiyon | rezeksiyon
Tedavi almayan | 55 (% 82) 9 (% 36) 0,0001
RT 7(%105) | 8 (% 32)
KT 2 (% 3) 2 (% 8)
RT+KT 3 (% 4,5) 6 (% 24)

%: Sutun ylizdesi

Tumorin gelistigi lokalizasyona gore tedavi dagilimi incelendiginde ST ve
PF yerlesimli tiimorlerin yarisindan fazlasinin postoperatif ek tedavi aldig:
gorilmektedir. SP yerlesimli timorlerin az bir kismina tedavi verimis olup,
cogunlukla RT seklindedir. ST yerlesimli timori olan hastalar genellikle RT+KT
almistir. PF’da RT daha cok tercih edilen tedavi olmakla birlikte sadece bu

lokalizasyonda KT tek basina uygulanmstir (Tablo 19).

Tablo 19: Tumdriin lokalizasyonuna gore postoperatif tedavilerin dagilimi

ST PF SP
Tedavi almayan 8 (% 42,1) 15 (% 48,4) 49 (% 86)
RT 4 (% 21,1) 8 (% 25,8) 7 (% 12,3)
KT 0 (% 0) 4 (% 12,9) 0 (% 0)
RT+KT 7 (%36,8) 4 (% 12,9) 1(% 1,8)

%: Situn ylzdesi

Niiks izlenen hastalarin 1/3’ti cerrahi disinda herhangi bir tedavi
almamistir. Cerrahi sonrast ek tedavi alip niiks izlenen hastalarin biiyiik kismini
RT+KT alanlar olusturmaktadir. Tumorde niiks ile postoperatif tedavi durumu

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmstir (Tablo 20).
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Tablo 20: Niiks ile postoperatif tedavi arasindaki iliski

%: Satir yuzdesi

4.2

Immiinhistokimyasal Bulgular

Tedavi RT KT RT+KT p degeri
almayan

Niksvar |6 3 2 8 0,0001
(9%31,6) (% 15,8) | (% 10,5) | (% 42,1)

Nuks yok | 66 16 2 4
(% 75) (%18,1) | (% 2,3) | (%4,6)

Immiinhistokimyasal EMA boyanmasi 84 vakada degerlendirilmis, % 77,4
olguda ekspresyon izlenmistir. Boyanmalar vakalarin biiyiik kisminda periniikleer
noktasal boyanma seklindedir (Resim 8). Boyanma gorilmeyen % 22,6 olgunun
yaklasik yarist1 grade 2 ependimomdur. Miksopapiller ependimomlarin da

yarisindan fazlasinda boyanma izlenmemistir (Tablo 21).

Tablo 21: Histolojik timor tiplerinde immunhistokimyasal EMA ekspresyonu

EPN Anaplastik MPE SE Toplam
EPN

EMA (+) 47 10 5 3 65
(% 82,5) (% 90,9) (% 45,5) (% 60) (% 77,4)

EMA (-) 10 1 6 2 19
(% 17,5) (% 9,1) (% 54,5) (% 40) (% 22,6)

%: Sutun yizdesi
Immiinhistokimyasal ~ ki-67  proliferasyon indeksi 110 olguda

degerlendirilmis (Resim 9), ki-67 proliferasyon indeksi ve timorin derecesi
arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir. Grade 3 anaplastik ependimomlarin %
87,5’inde (14/16) % 5 ve iizerinde proliferatif aktivite izlenmistir. Grade 3
anaplastik ependimomlarda ortalama ki-67 proliferasyon indeksi % 26,5 ve

ortanca % 25 olarak bulunmustur. Grade 2 ependimomlarin biiyiik kisminda % 1
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oraninda proliferatif aktivite izlenmekte olup, % 5 ve lzerinde proliferatif aktivite
icerenlerin (% 16,4, 12/73) ¢ogunun PF yerlesimli (7/12) oldugu dikkati
cekmistir. Grade 2 ependimomlarin ki-67 ortancast %1°dir. Grade 1 miksopapiller
ependimomlarin  Ki-67 proliferasyon indeksi %5’in altinda olup, tim
subependimom olgularmin ki-67 proliferasyon indeksi %1’dir. Grade 1 ependimal
timorlerde ki-67 ortancast %]1°dir. Ki-67 ile grade arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p=0,0001, Kruskal Wallis testi). Bu farkliligin tim
gradeler arasindaki (1;2, 1;3 ve 2,3) istatistiksel anlamli farkliliktan kaynaklandigi

gosterilmistir (p=0,049, p=0,0001 ve p=0,0001, Mann-Whitney U testi).

Timorin ki-67 proliferasyon indeksi ile lokalizasyon arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmistir (p=0,0001, Kruskal Wallis testi). Bu farklilik SP
yerlesimli tiimorlerde izlenen diisiik ki-67 oranindan kaynaklanmaktadir (PF;SP

ve ST;SP p=0,004 ve p=0,0001, Mann-Whitney U testi).

Grade 2 ependimomlarda ki-67 proliferasyon indeksi agisindan
lokalizasyonlara gore (ST, PF ve SP) istatistiksel olarak anlamli fark mevcut olup,
(p=0,012), ST ve PF yerlesimli olanlarda ki-67 proliferasyon indeksinin SP

yerlesimli olanlardan yiiksek oldugu saptanmaistir.

Grade 3 anaplastik ependimomlarda ST ve PF arasinda ki-67 proliferasyon

indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (p=0,755).

ST yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 3 anaplastik ependimom

arasinda ki-67 proliferasyon indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
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saptanmis olup (p=0,038), grade 3 anaplastik ependimomlarda ki-67 proliferasyon

indeksi daha yiksektir.

PF yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 3 anaplastik ependimom
arasinda ki-67 proliferasyon orani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmis olup (p=0,001), grade 3 anaplastik ependimomlarda ki-67 proliferasyon

indeksi daha yiiksektir.

SP yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 1 miksopapiller ependimom
arasinda Ki-67 proliferasyon indeksi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0,864).

Ki-67 proliferasyon indeksi ile niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunmustur (p=0,004, Mann-Whitney U testi). Niks eden

vakalarda ki-67 median degeri %3 olarak saptanmistir.

Immiinhistokimyasal p53 boyanmasi 107 olguda degerlendirilmistir
(Resim 10). Histolojik tiimor tipleri arasinda degisen oranlarda boyanma
izlenmekle birlikte anaplastik ependimom ve miksopapiller ependimomda daha
fazla oranda boyanma goriilmiistiir. Histolojik tiimor tipleri arasinda p53 boyanma
orani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmis olup, (p=0,002, Kruskal
Wallis testi) Mann-Whitney U testi ile kendi i¢inde karsilastirildiginda anaplastik
ependimom-ependimom, anaplastik ependimom-subependimom, ependimom-
subependimom, ependimom-miksopapiller ependimom ve miksopapiller

ependimom-subependimom arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
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(p<0,05). Ancak anaplastik ependimom ve miksopapiller ependimom arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,781).

P53 boyanma orani agisindan gradeler arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmamustir (p=0,05). Sadece grade 3 ile grade 2 tlimorler arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05).

p53 boyanma orani agisindan tiimor lokalizasyonlari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmustir (p=0,007, Kruskal Wallis testi). Bu fark ST
yerlesimli  tiimoérlerin  p53 ile daha fazla oranda boyanmasindan

kaynaklanmaktadir (p<0,05, Mann-Whitney U testi).

Grade 2 ependimomlarda tiimor lokalizasyonlar1 arasinda p53 boyanma

orani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcut degildir (p=0,124).

Grade 3 anaplastik ependimomlarda ST ve PF arasinda p53 boyanma orant
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0,02). ST yerlesimli

olanlarda daha fazla oranda p53 boyanmasi goriilmiistiir.

ST yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 3 anaplastik ependimom
arasinda p53 boyanma oram1 acisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir (p=0,279).

PF yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 3 anaplastik ependimom
arasinda p53 Dboyanma orani acisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0,854).
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SP yerlesimli grade 2 ependimom ve grade 1 miksopapiller ependimom
arasinda p53 boyanma orami agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir (p=0,009). Miksopapiller ependimomlarda daha fazla oranda p53

boyanmasi izlenmektedir.

P53 boyanma orani ile hastada niiks gelisimi agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamistir (p=0,423).

P53 boyanma siddeti agisindan histolojik tiimor tipleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamakla birlikte (p=0,07), anaplastik ependimomda
orta ve siddetli derecede boyanma daha sik gozlenmistir. Anaplastik ependimom

ve ependimom arasinda p53 boyanma siddeti agisindan anlamli fark saptanmistir

(p=0,019).

P53 boyanma siddeti agisindan tiimor gradeleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamstir (p=0,054).

Immiinhistokimyasal ki-67 ve p53 boyanma oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak zayif diizeyde korelasyon bulunmustur (p=0,303 Spearsman’s rho testi

uygulanmistir).
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Resim 8: Grade 3 anaplastik ependimomda EMA’nin periniikleer noktasal

boyanmasi (IHKx200).

Resim 9: Grade 3 anaplastik ependimomda izlenen yiksek ki-67 proliferasyon
indeksi (THKx200).

59



Resim 10: Ependimomlarda p53 boyanma siddetleri A: Grade 2 ependimomda
p53’in zayif boyanmasi (x200), B: Grade 2 ependimomda p53’iin orta sidette
boyanmasi (x100), C: Grade 3 anaplastik ependimomda p53’in siddetli

boyanmasi (x40).

60



4.3 Klinikopatolojik Ozellikler, Ki-67, p53 Boyanmasinin Genel Sag Kahm

ile iliskisi

Hastalarin takip siireleri 1 ay ile 216 ay arasinda degismekte olup ortanca
deger 42 ay olarak bulunmustur. iki hastanin sag kalim bilgisine ulasilamamustir.
Takip siiresi icinde hastalarin 21’inin (%19,4) hayatin1 kaybettigi goriilmiistiir.

Tiim hastalarda 5 yillik genel sag kalim yaklasik %80°’dir (Grafik 3).

Grafik 3: Genel sag kalim egrisi
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Hastalarin yasa gore genel sag kalimi incelendiginde 18 yas ve alti
hastalarin yaklasik 1/4’liniin, 18 yas istii hastalarin yaklasik 1/5’inin takip stresi
icinde hayatin1 kaybettigi goriilmektedir. Bu iki yas grubu arasinda genel sag

kalim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Tablo 22).
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Tablo 22: Yas ile genel sag kalim arasindaki iliski

Eksitus | Yasiyor | p degeri
18 yas ve alt1 hastalar | 5 14 0,522
(% 26,3) | (% 73,7)
18 yas iistii hastalar 16 73
(% 18) (% 82)

%: Satir yuzdesi

Histolojik tlimor tipleri iginde anaplastik ependimomlarda hastalarin yarisi
takip siiresi i¢cinde hayatin1 kaybetmistir. Bu grupta bes yillik sag kalim yaklasik
olarak %>55°dir. Grade 2 ependimomlarda genel sag kalim daha iyi olup bes yillik
genel sag kalim % 80’nin (zerine ¢ikmaktadir. Anaplastik ependimom ve grade 2
ependimom arasinda genel sag kalim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmustir (p=0,005, p degeri fisherin kesin testi ile belirlenmistir).

Miksopapiller ependimomlarda genel sag kalimin %100 oldugu
goriilmiistiir. Subependimom olup kaybedilen 2 hastaninda yasi 60 lizeri olup
birisi ameliyat komplikasyonlarina bagl digeri ise ileri yasa bagl kaybedilmistir

(Tablo 23 ve Grafik 4).

Tablo 23: Histolojik tiimér tiplerine gore genel sag kalimin dagilimi

Eksitus Yasiyor
EPN 12 (% 16,4) 61 (% 83,6)
Anaplastik EPN 7 (% 46,7) 8 (% 53,3)
MPE 0(%0) 13 (% 100)
SE 2 (% 28,6) 5% 71,4)

%: Satir yuzdesi
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Garfik 4: Histolojik tiimor tiplerine gore genel sag kalim egrisi

Survival Functions
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Genel sag kalim ile tiimoriin lokalizasyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur. ST timorlerde sag kalimin digerler lokalizasyonlara

gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Tablo 24 ve Grafik 5).

Tablo 24: Genel sag kalim ile tiimdriin lokalizasyonu arasindaki iliski

Eksitus Yasiyor p degeri
ST 9 (% 47,4) 10 (% 52,6) 0,0001
PF 8 (% 25,8) 23 (% 74,2)
SP 4(%7) 53 (% 93)

%: Satir yuzdesi
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Grafik 5: Tiimoriin lokalizasyonuna gore genel sag kalim egrisi

Survival Functions
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Total/subtotal timor rezeksiyonu ile genel sag kalim arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,12, p degeri fisherin kesin testi ile

belirlenmistir).

Timorde nuks ile genel sag kalim arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmustir (p= 0,0001, p degeri fisherin kesin testi ile belirlenmistir).

Cerrahi sonrast ek tedavi uygulamasi ile genel sag kalim arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (Tablo 25).

Tablo 25: Uygulanan ek tedavi ile genel sag kalim arasindaki iliski

Eksitus Yasiyor p degeri
Tedavi almayan 9 (% 12,7) 62 (% 87,3) 0,001
RT 3(% 16,7) 15 (% 83,3)
KT 2 (% 50) 2 (% 50)
RT+KT 7 (% 58,3) 5(% 41,7)

%: Satir yuzdesi
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Grade 2 ependimomlarda lokalizasyona gére genel sag kalim ag¢isindan

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamis olup, ST yerlesimli olanlarda daha

fazla eksitus izlenmektedir (Tablo 26).

Tablo 26: Grade 2 ependimomlarda lokalizasyona gore genel sag kalim

Eksitus Yasiyor p degeri
ST 3 (% 37,5) 5 (% 62,5) 0,09
PF 5 (% 22,7) 12 (% 77,3)
SP 4(%9,3) 39 (590,7)

%: Satir yuzdesi

Grade 3 anaplastik ependimomlarda ST yerlesimli olanlarda daha fazla
eksitus izlenmekle birlikte, lokalizasyona gore genel sag kalim agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Tablo 27).

Tablo 27: Grade 3 anaplastik ependimomlarda lokalizasyona gore sag kalim

Eksitus Yasiyor p degeri
ST 5 (% 62,5) 3 (% 37,5) 0,592
PF 2 (% 33,3) 4 (% 66,7)

%: Sutun yizdesi

p degeri fisherin kesin testi ile belirlenmistir.

SP grade 2 ependimom hastalarinin 4/39’u kayip edilirken, miksopapiller

ependimom hastalarinin tiimii yasamaktadir.

Immiinhistokimyasal olarak ki-67 proliferasyon indeksi ile genel sag kalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (p=0,037, Mann Whitney U

testi uygulanmustir).

Immiinhistokimyasal olarak p53 ekspresyon orani ile genel sag kalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulunamamistir (p=0,408 Mann Whitney
U testi uygulanmistir).
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4.4  Floresan In Situ Hibridizasyon Bulgulari

Calismamizda 107 olgunun timor dokusuna, ayrica niiks eden 8 olgunun
niiks tiimor dokularina ve metastaz yapan 2 olgunun metastatik timor dokusu
dahil olmak (izere toplam 122 adet tiimor dokusuna RELA FISH boyamasi
yapilmistir. SP yerlesimli bir olguda doku artefakti nedeniyle boyanma elde

edilememistir (Tablo 28).

Tablo 28: RELA FISH boyamasi yapilan timor dokularinin lokalizasyon dagilimi

ST PF SP
Primer tUmor 19 32 56
Nuks tumor 7 3 3
Metastatik timor 0 2 0

ST vyerlesimli 19 olgunun 2’sinde RELA gen lokusunda break apart
saptanmistir. SP ve PF’da yerlesim gosteren higbir timor dokusunda RELA gen
lokusunda break apart goriilmemistir. RELA gen fiizyonu saptanan olgulardan biri
grade 2 ependimomu olan 15 yasinda kiz hastadir. Tiimor sag talamik bolgede
lokalize ve 1,3 cm ¢apindadir. Subtotal rezeksiyon yapilan hastaya takiben RT
verilmistir. Hastada 24 ay sonra PF’da metastaz gelismistir. Metastaz nedeniyle
ikinci kez opere edilerek grade 2 ependimom, seffaf hiicreli varyant tanisi
almigtir. Metastaz tanisindan 1 ay sonra hasta hala hayattadir. Primer timor Ki-67
ile % 4 oraninda proliferatif aktivite gostermekteyken, metastatik timor % 30
oraninda proliferatif aktivite igermektedir. Ayrica p53 ile primer tiimdrde % 40
oraninda ve siddetli boyanma saptanirken, metastatik tiimorde bu oran diisiiktiir.

FISH yontemi ile RELA gen flizyon varligi hastanin primer ve metastatik timor
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dokusunda degerlendirilmistir. Metastatik tiimor dokusunda break apart saptanmis
ancak primer timor dokusunun yaygin nekroz i¢cermesi nedeniyle degerlendirme

suboptimal olmustur.

Diger RELA gen fiizyonu saptanan olgu grade 3 anaplastik ependimomu
olan 28 yasinda erkek hastadir. TUmor sol frontal bolgede yerlesim gostermekte
ve tiimor ¢ap1 2 cm’dir. Gross total rezeksiyon sonrasi hasta RT almustir. Tlk taniyr
takiben hastada 19 ay, 31 ay ve 49 ay sonra 3 kez niiks gelismistir. Nuks tumorler
3 kez rezeke edilmis, herbiri grade 3 anaplastik ependimom olarak raporlanmistir.
Tedavi rejimine RT yamisira KT eklenmistir. Hasta ilk tanidan 67 ay sonra
kaybedilmistir. Olguda primer timor ve niikslerde ki-67 ile sirasiyla % 30, % 50,
% 80 ve % 60 oraninda proliferatif aktivite izlenmistir. Immiinhistokimyasal p53
ekspresyonlarida % 80, % 30, % 80 ve % 85 oranindadir. P53 ile genellikle
siddetli boyanma goriilmiistiir. FISH yontemi ile primer timor dokusu ve ¢ niiks
timor dokusunda da RELA gen lokusunda break apart saptanmistir (Tablo 29,

Resim 11-12).
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Tablo 29: RELA flizyon geni pozitif ependimom olgular

Olgu 1 Olgu 2
Yas 15 28
Cinsiyet Kiz Erkek
Lokalizasyon Sag talamik bolge Sol frontal bélge
TUmor ¢api 1,3cm 2cm
Histolojik timor tipi Ependimom Anaplastik ependimom
Grade Grade 2 Grade 3

Tumor rezeksiyon durum

Subtotal rezeksiyon

Total rezeksiyon

NUks Yok 3 kez

Metastaz Var (PF) Yok

Postoperatif tedavi RT RT+KT

Survi Yasiyor (25 ay) Eksitus (67 ay)

Ki-67 (Primer-Nuks) % 4, % 30 %30, %50, %80, %60

p53 (Primer-Nuks) % 40, % 10 %380, %30, %80, %85

P53 siddeti (Primer-Nuks) | Siddetli, zayif Siddetli,orta,siddetli,siddetli

EMA

Dot-like pozitif

Dot-like pozitif
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Resim 11: RELA fiizyon pozitif ependimom. Ustteki resim: Cok sayida hiicrede
break apart FISH probu ile yesil ve kirmizi sinyallerde ayrilma izlenmektedir. Sol
alt resim: Break apart pozitif timor hiicresi. Sag alt resim: Break apart negatif

timor hiicresi.
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5 TARTISMA

Ependimomlar heterojen bir noroepitelyal timor grubudur (65).
Kaynaklandig: intrakranial ve spinal kanal boyunca farkl: histolojik tipler izlenir
ve farkli yas gruplarinda gorilir (66). Her yas grubunda goriilmekle birlikte
cocuklarda daha siktir. Genel olarak ve c¢ocuk yas grubunda en sik PF’da,

erigkinlerde ise en sik SP bolgede izlenir (69-72).

Calismamizda olgularin biiyiik kismin1 (% 81,8) 18 yas ustii erigskinler
olusturmaktadir ve buna bagli olarak tiimoriin en sik yerlesim gosterdigi
lokalizasyon PF yerine SP bolge (% 53,2) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 18 yas ve
alti olgu sayisinin beklenenden olduk¢a az olmasinin (20/110), hastanemizin
beyin cerrahi bolimiiniin 3. basamak referans merkez olmasi nedeni ile
operasyonu daha zor ve norolojik komplikasyonlar1 daha ¢ok olan SP vakalarin
daha fazla ameliyat edilmesinden ve yine hastanemizin hasta populasyonunun
genel epidemiyolojiyi  yansitmada  sinirli  kalmasindan  kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Caligmamizda, literatlirde yapilan seri c¢alismalarda oldugu gibi
(69,70,78,82) en sik grade 2 ependimom (% 68,2) goriilmiistiir. Cocuk ve eriskin
her iki yas grubunda da en sik izlenen grade 2 ependimomdur. Grade 3 anaplastik
ependimom ise ¢ocuklarda daha sik tanimlanmistir. PF ve SP bolgede en sik grade
2 ependimom gorulirken, grade 3 anaplastik ependimom ST bolgede daha sik
yerlesim gostermektedir. ST yerlesim gosteren grade 3 anaplastik ependimom

olgularinin ¢ogu eriskin hasta iken, cocuklarda gorilen grade 3 anaplastik
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ependimomlar genellikle PF yerlesimlidir. SP yerlesimli olgularin higbiri grade 3
anaplastik ependimom tanisi1 almamustir. Sonugta, eriskin hastalarda yiiksek
dereceli ependimomlar genellikle ST alanda izlenmis olup, diisiik dereceli
olanlarin SP bdlgede yerlesim gostermesi dikkat ¢ekicidir. Bu durum
ependimomlarda lokalizasyon bagimli faktorlerin olabilecegini akla getirmektedir.
Ayrica calismamizda ¢ocuk ve erigkin hastalar arasinda tiimor lokalizasyonu ve

derecesi acisindan anlamli fark saptanmistir (p=0,001 ve p=0,002).

Olgularimizin 7’si subependimomdur. Bunlarin sadece bir tanesi SP
yerlesimli olup, alt1 tanesi intrakranial yerlesimlidir. 5 yasinda bir olgumuzda PF
yerlesimli subependimom goriilmiistiir. Subependimomlar genellikle orta ya da
ileri yasta izlenmekte olup, literatirde ¢ok az sayida ¢ocuk vaka bildirilmistir.
Bildirilen cocuk olgularin ¢ogunda tiimor, bizim olgumuzda oldugu gibi 4.

ventrikiilde yerlesim gostermektedir (73).

Miksopapiller ependimomlarin histogenezi ile ilgili birgok spekilasyon
olup, bir teoride embriyonel dénemde orta hat gelisimindeki bir diizensizligin
tiimoriin lumbosakral ve sakrokoksigeal bolgede lokalize olmasina neden oldugu
sOylenmektedir (92). Calismamizda miksopapiller ependimom olgularinin timu
(13/110) tipik lokalizasyon olan lomber bélgede lokalizedir. Olgularin sadece biri
13 yasinda ¢ocuk hasta, kalani erigkin hastalardir. Cocuk ve eriskin miksopapiller
ependimom olgularin1 karsilastiran bir ¢alismada; tumorin c¢ocuklarda daha
siklikla sakrokoksigeal bolgedeki ekstramediiller yumusak dokuda izlendigi (90)
ve bunlarin spinal kordda izlenenlere gore daha agrisiz ve yavas seyirli oldugu
sOylenmektedir (91). Ayrica SSS ependimomlar1 ile ekstraaksiyal gelisen
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ependimomlarin imminhistokimyasal profilinde izlenen faklilik nedeni ile bu iKi

grup arasinda prekiirsorlerin farkli olabilecegini ifade eden calisma mevcuttur

(93).

Ependimomlarda prognostik faktdrlerin tanimlanmasina yonelik caligmalar
timorin nadir gorilmesi nedeni ile retrospektiftir. Genis vaka serilerinden birini
iceren Rodriguez ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Surveillance, Epidemiology
and End Results (SEER) ‘in veritabanindaki 2408 ependimom olgusu
degerlendirilmislerdir. Olgularin 2132’si grade 2 ependimom ve 276’s1 grade 3
anaplastik ependimomdur. Bu ¢alismada geng yas, erkek cinsiyet, yiiksek timor
derecesi, intrakranial lokalizasyon ve yetersiz cerrahi rezeksiyon hastalarda kot
klinik gidis ile iliskili faktorler olarak saptanmistir (94). Amirian ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada pediatrik ve erigkin hastalar arasinda prognostik belirtecler
acisindan farklilik olabilecegi diisliniilmiis ve SEER veritabanindaki ependimom
olgular1 gocuk ve eriskin olarak iki yas grubuna ayrilarak incelenmistir. Pediatrik
hastalarda anaplastik histoloji ve infratentorial lokalizasyon, erigkin hastalarda ise
supratentorial lokalizasyon artmis mortalite ile iligkili bulunmustur. Her iki grupta
da tumorin total rezeksiyonu sag kalimi arttirmaktadir (95). Eli ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada 183 eriskin ependimom olgusu incelenmis ve supratentorial
lokalizasyon, infratentoryal lokalizasyona gore progresyonsuz sag kalim ve genel
sag kalim acisindan anlamli olarak kétii bulunmustur (96). Teksas Universitesi
MD Anderson’da yapilan 123 eriskin ependimom olgusunu igeren baska bir
calismada, tUmor anaplazisinin ve intrakraniyal lokalizasyonun, spinal bdlgeye

gore, daha kotii klinik gidis ve sag kalim gosterdigi saptanmustir (71). Son yillarda
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Elizabeth ve arkadaslarinin yaptig1 ¢ok merkezli bir calismada, ¢ok degiskenli
analizlerde supratentorial lokalizasyon, grade 3, subtotal rezeksiyonun (RT almis
ya da almamis) olgularda erken tiimor progresyonu agisindan Onemli risk

faktorlerini olusturdugu gosterilmistir (69).

Ependimomlarda tiim SSS tiimoérlerinde oldugu gibi derecelendirmedeki
amag; farkli histolojik derecelerdeki tiimorlerin farkli klinik prognozlarim
ongorebilmektir. Ancak Ozellikle farkli yas gruplarinda ve SSS’nin farkli
lokalizasyonlarinda tiimoriin histolojik derecesine gore Ongoriilen prognozda
uyumsuzluk izlenmektedir ve buna karsi ¢ikan arastirma grubu artmaktadir (67-
68). Raghunathan ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada 238 grade 2 ve grade
3 ependimom olgusu DSO derecelendirme sisteminde kullanilan histolojik
Ozellikler yoniinden incelemis ve bu histolojik dzelliklerin Klinik gidis ile iliskisi
arastirilmistir. Hiperseliiler alanlarin varligi, nekroz, mikrovaskiiler proliferasyon
ve artmis mitotik indeks PF yerlesimli ependimomlarda kétii progresyonsuz sag
kalim ile anlamli iligkili bulunmus ancak, yaygin ependimal kanal formasyonu ile
iliski saptanmamistir. Buna benzer olarak ST yerlesimli ependimomlarda
mikrovaskiiler proliferasyon ve artmis mitotik aktivitenin kotii progresyonsuz sag
kalim ile anlaml1 iligkisi saptanmis olup, buna karsin PF’dan farkli olarak nekroz
ve hiperselllerite kot progresyonsuz sag kalim ile iligkili bulunmamistir. Yaygin
ependimal kanal formasyonu ise ST yerlesimde kot progresyonsuz sag kalim ile
iliskili bulunmustur. SP tiimoérlerde ise bu 6zelliklerin hicbiri kot progresyonsuz

sag kalim ile iligkili bulunmamistir. Bulgular ependimomlarin spesifik histolojik
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Ozelliklerinin klinigi belirledigi ve bu 6zelliklerin orijin aldiklar1 bolgelerle iliskili

oldugunu desteklemektedir (97).

Tim bu g¢alismalarda yas, tumor lokalizasyonu, rezeksiyon durumu ve
timor derecesinin  prognoz agisindan Onemli oldugu gosterilmistir. Ancak
derecelendirme konusu tartismali olup, yukarida bahsedildigi gibi bazi serilerde
klinik gidis ile korele iken, baz1 ¢alismalarda bu korelasyon goériilememistir. Bu
nedenle son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ayni histolojik gradelerde izlenen
genetik heterojenitenin biyolojik 6zellikleri belirledigi ve prognozu daha iyi

ongordigi ileri siiriillmektedir (22,66).

Calismamizda olgularin %28’inde subtotal rezeksiyon izlenmis olup,
bunlar ¢ogunlukla PF yerlesimlidir. ST yerlesimli olgularda da subtotal
rezeksiyon oranmi yiiksektir (%40). SP bolgede tumor genellikle total rezeke
edilmis olup, bu oran yaklasik % 85°dir. Ug lokalizasyonda da en ¢ok grade 2
ependimomda subtotal rezeksiyon goriiliirken, grade 3 anaplastik ependimomlarin
cogunlukla PF yerlesimlilerinde subtotal rezeksiyon dikkati g¢ekmistir. SP
yerlesimli grade 2 ependimomlara gére miksopapiller ependimomlarda subtotal
rezeksiyon oranit daha yiiksektir. Lokalizasyon ile total/subtotal rezeksiyon
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir, ancak histolojik tlimor
tipleri ve grade arasinda total/subtotal rezeksiyon acisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamustir. Elizabeth ve Eli’nin yaptig1 seri ¢aligmalarda bizim
calismamizla uyumlu sekilde subtotal rezeksiyon benzer oranda ve infratentorial
lokalizasyonda sik goriilmiistiir (69,96). Calismamizda 18 yas ve alti hastalarin
yarisindan fazlasinda subtotal rezeksiyon izlenmistir. 18 yas ve alt1 ile 18 yas {istli
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arasinda total/subtotal tiimor rezeksiyonu agisindan anlamli fark saptanmistir. Bu

sonuca olgularin yas dagiliminin lokalizasyon iligkili olmas1 neden olabilir.

Calismamizda 19 olguda niiks, 2 olguda metastaz gelistigi goriilmiistiir.
Metastaz gelisen olgularin ST yerlesimli grade 2 ependimom olmas1 dikkat ¢ekici
olup, literatiirde bu sekilde bildirilen vakalar mevcuttur (109). Bu durum

ependimomlarda dercelendirmenin prognostik 6ngorii degerini diistirmektedir.

Calismamizda subtotal rezeksiyon yapilan olgularin %36’sinda, total
rezeksiyon yapilan olgularin %10°’nunda niiks gelismistir. Grade 3 anaplastik
ependimomda niiks daha sik izlenmis olup, bu vakalarin yarisindan fazlasinda
niiks geligsmigtir. Timodrde niiks gelisimi agisindan total/subtotal timor
rezeksiyonu, histolojik tiimor tipi ve grade arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir. Niiks cocuklarda daha sik izlenmistir. 18 yas ve alt1 ile 18 yas
iistii olgular arasindada niiks gelisimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir. Bu farkin 18 yas ve altinda grade 3 anaplastik ependimomlarin,
subtotal rezeksiyonun ve intrakranial lokalizasyonun daha sik goriilmesinden
kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Niiks ile iligskili bu bulgular literatiirdeki

calismalar ile uyumludur (71,94).

Niiks ST yerlesimli olanlarda daha sik izlenmekle birlikte, niiks gelisimi
ile lokalizasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli fak saptanmamistir (p=0,051).

Bu durumun vaka sayisinin az olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Aynm1 derecedeki tiimorlerin lokalizasyon bagimli niiks durumu

incelendiginde, grade 2 ve grade 3 tiimorlerde lokalizasyonlar arasinda (ST, PF ve
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SP) niiks gelisimi agisindan anlamli fark saptanmamistir. Yine ST yerlesimli
grade 2 ve grade 3 tiimorler arasinda ve PF yerlesimli grade 2 ve grade 3 timorler
arasinda niiks gelisimi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir.
Ayni lokalizasyon i¢inde grade 2 ile grade 3 arasinda anlamh fark izlenmemis
olmast dikkat ¢ekicidir. Vaka sayisinin az olmasi nedeniyle yorumlamanin

yerinde olmayacagi diisiiniilmiistiir.

Ependimomlarda tedavi yaklasiminda yaygin standart uygulama
maksimum guvenli total rezeksiyon ve bunu takip eden fokal radyoterapi olup,
timoriin giivenli smirlar ile genis cerrahi rezeksiyonu ¢ok uzun zamandir sag
kalim ile iliskili oldugu bilinen tek klinik prognostik belirtegtir (40). Eger hastanin
postoperatif 24-48 saat icinde cekilen MR’mda biyuk bir rezidi timor yuki
goriilmiisse ve kalan tiimor kolayca rezeke edilebilecek durumda ise maksimum
rezeksiyon i¢in “second look™” cerrahide birkag grup tarafindan Onerilmektedir
(98,99). Cerrahi sonrasi uygulanan RT’nin grade 3 ependimomlarda ve total
eksize edilememis diisiik dereceli ependimomlarda etkin bir adjuvan tedavi
oldugu belirtilmektedir. Ancak total rezeksiyon yapilmis grade 2 ependimomlar
ile ilgili durum net degildir (66). Bazi g¢alismalarda infratentorial yerlesimli
timorlerde rezeksiyon durumu ne olursa olsun postoperatif RT verilmesi gerektigi
sOylenmektedir (100). ST ve SP yerlesimli tiimorlerde subtotal rezeksiyonu
takiben verilen RT’nin, yalnizca total rezeksiyon yapilan hastalara gore
progresyonsuz sag kalimi kisalttig1 goriilmiis ve RT almayan subtotal rezeksiyon
yapilan hastalar ile arasinda fark saptanmamistir. Bu gibi durumlar klinik karar

verme siirecindeki degisiklilere yansimaktadir. Arastirmacilar arasinda RT
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tedavisinin sag kalim {izerine etkisi konusunda konsensus mevcut olmayip (101),
bazi ¢alismalarda faydasi oldugu gosterilmekle birlikte (102) baz1 galismalarda
gosterilememistir (103-105). Ayrica radyasyon uygulanacak optimal alan ve

radyasyon dozajida hala tartismali bir konudur (66).

Ependimom tedavisinde kemoterapinin roll heniiz iyi tanimlanmamuistir.
KT 0zellikle geng hastalarda, gelismekte olan sinir sistemine etkileri nedeniyle
RT’yi ertelemek icin kullanilmaktadir (106-107). Eriskinlerde retrospektif
caligmalar mevcut olup, rekkiiren hastaligi olanlarda platin bazli kemoterapi
rejimleri ile nitroziire bazli tedavi rejimlerine gore daha yiisek cevap ve daha

diisiik progresyon orani izlenmistir (108).

Calismamizda olgulara uygulanan postoperatif tedavi dagilimi biraz kafa
karistiricidir. Grade 2 tiimorler genellikle RT almistir. Ancak grade 2 tumoérler
icinde total rezeksiyon yapilip RT alanlar ve subtatotal rezeksiyon yapilip RT
almayan olgular goriilmiis olup, RT almayan grupta niiks gelismeyen ve hala
yasayan hastalar mevcuttur. Grade 2 total rezeksiyon yapilmis ST yerlesimli
timorl olan bir ¢ocuk hasta RT+KT almis ancak kaybedilmistir. Anaplastik
ependimomlarin neredeyse tiimii postoperatif RT+KT seklinde ek tedavi almistir.
olup bu daha ¢cok RT+KT seklindedir. PF yerlesimli tiimorii total eksize edilmis
tedavi almayan eriskin bir anaplastik ependimom olgusunda hasta 4 yilin iizerinde
niiks gelismeden yasamaktadir. Bu durum grade 2 ve grade 3 tumorler igindeki

heterojeniteyi yansitmaktadir. Sadece KT 5 yas ve alt1 hastalara verilmistir.
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Calismamizda ependimolarda 5 yillik genel sag kalim %80 olarak
bulunmustur. Sag kalim agisindan grade 2 ve grade 3 arasinda istatistiksel anlamli
fark olup, grade 3 timorlerde 5 yillik genel sag kalim %55, grade 2 tumorlerde
%80 olarak saptanmistir. Genel sag kalim ile lokalizasyon arasinda anlamli iligki
saptanmistir. ST lokalizasyonda yerlesim gosterenlerde genel sag kalim daha
kotadar. Grade 2 tumdrler icinde lokalizasyonun genel sag kalim iizerine etkisine
bakildiginda ST yerlesimli olanlarda genel sag kalimin daha kétii oldugu
bulunmus olup bu istatistiksel olarak anlamlidir. Literatlrden fakli olarak
tiimoriin total/subtotal rezeksiyon durumu arasinda genel sag kalim acgisindan
istatistiksel olarak fark saptanmamistir. Bu ameliyat notuna ulasamadigimiz
olgularin sayisinin fazla olmasindan kaynaklanmis olabilir. MD Anderson’da
yapilan caligmada da bizim c¢alismamizda oldugu gibi iliski saptanmamis olup
buna postoperatif radyolojik verilerin olmamasinin sebep olabilecegi

gosterilmistir (71).

Immiinhistokimyasal EMA ekspresyonu olgularin % 77,4’iinde izlenmis,
benzer sekilde Martin ve Werner’in yaptig1 calismada 54 ependimom olgusunda
% 89 oraninda boyanma saptanmistir. Calismamizda olgularda buyik oranda
periniikleer noktasal boyanma goriilmiistiir. Negatif vakarin yaklasik yaris1 grade
2 ependimomdur. Miksopapiller ependimomlarda beklendigi gibi ylksek oranda
EMA ekspresyon kaybi goriilmiistiir. Grade 3 anaplastik ependimomlarin sadece
birinde boyanma izlenmemis olup, timdor derecesi ile EMA ekspresyonun kaybi
arasinda iliski goriilmemistir (74). EMA ekspresyonunun glioblastom ve

oligodendrogliom gibi baska glial tiimderlerde de gosterildigi Ishizava ve
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arkadaglarinin  yaptigi c¢alismada antipodoplanin antikorunun ependimom
tanisinda yardimecr olabilecegi  sOylenmistir  (75). Maria-Magdalena ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada da NHERF1/EBP50 antikorunun EMA negatif
vakalarin %35’inde pozitif saptanarak ependimom tanisinda faydali olarak

kullanilabilecegi soylenmektedir (76).

Ki-67 antijeni hiicre siklusunda proliferatif fazda eksprese olan bir non-
histon proteindir. Timor iginde proliferatif havuzdaki hiicre sayisini belirlemeye
yardimcr olmaktadir (77). Caligmamizda tiimor derecesi arttikga Ki-67
proliferasyon indeksinin arttigi izlenmis olup, gradeler arasinda Ki-67
proliferasyon indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir.
Ozellikle grade 3 ependimomlarda vakalarmin biiyiik kismida %5 ve iizerinde
ki-67 proliferasyon indeksi goriilmistiir. Lakshmi ve arkadaslarinin yaptigi
calismada bizim c¢alismamizda oldugu gibi ki-67 proliferasyon indeksi grade ile
anlamli olarak korele bulunmustur (78). Grade 3 ependimomlar igin belirtilen ki-
67 proliferasyon indeks sinir1t mevcut olmayip, bizim ¢alismamizda dikkati ¢eken
%5 ve Uzeri sinir degerinin derecelendirmede kullanilmasinin Onerilmesi igin

bliytik seri ¢alismalar gerekmektedir.

Ki-67 proliferasyon indeksi SP yerlesimli tiimorlerde istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diisiik izlenmistir. Tiim grade 2 ependimomlar arasinda Ki-67
proliferasyon indeksi intrakranial lokalizasyonda daha yiiksek bulunmustur ve bu
istatistiksel olarak anlamlidir. ST yerlesimli grade 3 tiimorlerde grade 2
timorlerden daha yiiksek oranda ki-67 proliferasyon indeksi mevcut olup bu
durum PF iginde gegerlidir.
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Calismamizda ki-67 proliferasyon indeksi ile niiks ve genel sag kalim
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmistir. Niiks i¢in median deger
%3 olarak bulunmustur. Literatirde daha Once yapilan birgok calismada ki-67
proliferasyon indeksinin  ependimomlarda  prognostik  belirteg  oldugu

sOylenmektedir (79-83).

Ependimomlarda immudinhistokimyasal p53 pozitifligi bir¢gok ¢alismada
kotli prognoz ile iligkili bulunmustur (84,85). Fakat TP53 mutasyon varligi
nadiren izlenmekte olup (86,87), Theophilos ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada
130 ependimom vakasinda %3 olarak saptanmistir (42). Yapilan birgok
calismada ependimomlarda p53 geninin fonksiyonel olarak bozuldugu sonucuna
vartlmistir (88,89). Calismamizda immiinhistokimyasal olarak grade 3 anaplastik
ependimom ve miksopapiller ependimomda daha fazla oranda boyanma
izlenmistir. P53 ile grade arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamis
olup (p=0,05), grade 2 tiimorler ile grade 3 tiimdrler arasinda anlamli fark
bulunmustur. Dikkat g¢ekici olarak ST yerlesimli tiimorlerde p53 daha yiiksek
oranda boyanmistir ve istatistiksel olarak anlamlidir. Grade 3 ependimomlarda ST
yerlesimli olanlarda PF’ya gore anlamli olarak daha yiiksek oranda boyanma
saptanmugtir. ST yerlesimli grade 2 ependimom ile grade 3 anaplastik ependimom
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir. Sonugta p53 boyanmasi
daha ¢ok ST yerlesimli tiimorlerde goriilmektedir. Bu durum RELA flizyon gen

varlig ile iligkili olabilir.

P53 boyanma orami ile niiks gelisimi ve genel sag kalim arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamastir.
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DNA metilasyon profili ¢alismalar1 ile ependimomlarda lokalizasyona
(ST, PF ve SP) spesifik genetik degisiklikler saptanmistir. Ependimomlar bu
saptanan genetik degisikliklere ve tesbit edilen spesifik mutasyonlara gore 9
molekiiler alt gruba ayrilmistir. Bu gruplardan ST-EPN-RELA ve PF-EPN-A daha
cok cocuklarda goriilmektedir ve prognozlar1 olduk¢a kétiidiir. Yeni yapilan
molekiiler subgruplamanin 6zellikle prognozu kotu olan iki gruba yonelik efektif
tedavi stratejilerinin tanimlanmasina yardimci olabilecegi ve olgularin

prognozunu daha iyi 6ngorebilecegi diistiniilmektedir (25).

RELA fiizyon gen varligt RT-PCR, RNA sekanslama ve FISH gibi
yontemler kullanilarak gosterilebilmektedir. Bunlardan FISH’in en kolay yontem
oldugu sdylenmektedir (7). Immiinhistokimyasal olarak hiicre adezyon molekiilii
olan L1CAM ekspresyonunun birgok glial tuimoérde gortilmekle birlikte RELA
flizyon gen varligi ile iligkisini gosteren yayinlar mevcuttur. Siirl sayida calisma
mevcut olmakla Dbirlikte, ependimomlarda L1CAM immunhistokimyasal
ekspresyonunun C11orf95-RELA filizyonu ile gucli bir iliskisinin olmasi
nedeniyle flizyonun saptanmasinda potansiyel bir immiinhistokimyasal marker

olabilecegi ifade edilmektedir (5,110).

Bolimimizde son 10 yil igerisinde sadece 19 adet ST lokalizayonlu
ependimom tanis1t mevcuttur. Olgularin ¢ogu eriskin hastadir. Bu lokalizasyonda
sadece 2 hastada RELA fiizyon gen varligi gosterilmistir. Bunlardan biri grade 3
anaplastik ependimomu olan erigkin hastadir. Hastada tiimor total rezeke edildigi
halde 3 kez niiks izlenmistir ve agresif klinik gidisi nedeni ile RT+KT birlikte
verilmistir. Olgunun primer tiimorii ve Ui¢ niiksiinde de RELA gen fiizyonu
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gosterilmis olup, bu sonug literatiir ile uyumludur (25). Diger hasta grade 2
ependimomu olan ¢ocuk hastadir. Tiimor subtotal eksize edilmistir. RT uygulanan
hastada tlimor derecesi diisiik oldugu halde metastaz gelismistir. Olgunun primer
tiimoriinde yaygin nekroz varlig1 ve doku kalitesinin kotli olmasi nedeni ile RELA
FISH boyamasinda suboptimal sonug¢ alinmistir. Bu dokuda stpheli break apart
goriilmesine karsin tam degerlendirme yapilamamigstir. Olgunun metastatik
tiimoriinde break apart saptanmistir. Bu bulgular RELA gen flizyon varliginin

tiimdr derecesi diisiik olsa bile kotii prognozla iliskili oldugunu dogrulamaktadir.

Torsten ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada 19 pediatrik ST ependimom
timor 6rneginin 14’tinde RELA gen fiizyon varligi saptanmistir (111). Parker ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada 122 ST ependimom olgusunun 88’inde RELA
gen flizyon varligi gosterilmistir. Bu tiimorlerin %77°s1 grade 3 anaplastik
ependimom ve %23°i grade 2 ependimomdur (25). RELA gen fiizyon varligi
daha cok grade 3 ependimomlarda izlensede, 6nemli bir oranda grade 2
ependimomlarda da goriilmektedir. Ayni sekilde iyi prognozla iliskili olan YAPI
flizyon varligi daha ¢ok grade 3 ependimomlarda gosterilmis olmakla birlikte
grade 2 ependimomlarda da saptanmistir (25). Bu durum derecelendirmenin
prognostik Ongorideki duyarliligini azaltmaktadir. Derecelendirme prognozla
iligkili gibi goriinsede, kOtu ve iyi prognostik molekuler bulgularin farkli
derecelerde gosterilmesi nedeniyle ependimomlarda derecelendirme ile prognoz
ortismemektedir. Tek basina derecelendirme dikkate alinarak yapilan tedavi

yontemleri dogru bir tedavi olmamaktadir.
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Molekiiler =~ subgruplamanin  yapilmasin1  takiben, intrakranial
ependimomlara klinik yaklasimda molekiiler siniflamanin dikkate alinmasinin
onemi vurgulanarak, bu tumérlerde uygulanacak olan tedavi stratejilerine yonelik
alinmis konsensus kararlart mevcuttur (12). Ependimomlarda timu ile molekdiler
siniflamaya gegilmesi gerektigi sdylenmektedir. Ancak ependimom insidansi
olduk¢a diisiik olup, tiim hastanelerin bu siiflandirmay1 yapabilecek ekipman
bulundurmasit miimkiin degildir. Referens merkezleri belirlenerek olgular
yonlendirilmeli ya da daha kolay uygulanabilir imminhistokimyasal markerlar
onerilmelidir. Immiinhistokimyasal ve klinik tani kriterlerindeki smirlar her

molekdler grup icin net sekilde ¢izilmelidir.

RELA fuzyon pozitif iki olgunun kot prognozla iliskili olarak ki-67
proliferasyon indeksleri oldukca yiiksek orandadir. Yine immiinhistokimyasal p53
ekspresyonu dikkat ¢ekici olarak ¢ok yliksek oranda ve siddetli boyanma seklinde
izlenmigtir. Bu durumu NF-kB sinyal yolunun aktivasyonu ve MDM?2
ekspresyonunun artmasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu 2 olguda
TP53 mutasyonu bakilmamistir. P53 tiimor silipressor geninin saglam oldugu
diisiiniiliirse bu vakalarin Tzeridis ve arkadaslarinin ¢aligmasinda gosterildigi gibi
MDM?2 inhibitérleri araciligiyla p53 geninin yeniden aktive edilerek timor
hiicresinde apopitozun indiiklenmesi ile fayda gorebilecegi diisiiniilmektedir. Bu
konuda yapilacak ileri ¢caligmalar ile mutasyona spesifik optimal tedavi stratejileri

gelistirilebilir.

Sonug olarak; nadir gorilen RELA gen fiizyon varhigi lokalizasyona
spesifik olup, ST olgularda tanimlanan yas ve derecelendirmeden bagimsiz
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molekiiler bir belirtectir. DSO smiflamasinda kullanilan derecelendirmenin tek
basina prognozun belirlenmesinde yeri smirhidir. Bu nedenle ependimom
olgularinda 1yi/kétii prognozu belirleyen ve ayrica hedefe yonelik tedavilerin
olusturulmasinda rolii olan molekiiler belirteglerin derecelendirmenin yani sira

patoloji raporlarinda yer almasi gerekmektedir.

84



6 SONUCLAR

1. Calismamizda degerlendirilen 110 olgunun biiyiik kismi (90/110) 18 yas lstii
hasta olup, erigkin yas nedeniyle timéor en sik SP bolgede (%53,2) gorildi. 18 yas

ve alt1 hastalarda ise timar en sik PF’da (%60) izlendi.

2. Histolojik tlimor tipleri icinde en sik grade 2 ependimom (75/110), 2. siklikta
grade 3 anaplastik ependimom (15/110), 3. siklikta miksopapiller ependimom
(13/110) ve 4. siklikta subependimom (7/110) goriildu. Her iki yas grubunda da en
sik grade 2 ependimom saptandi. Grade 3 anaplastik ependimom cocuklarda daha
stk ve ylksek oranda (% 40) tesbit edildi. Nadir bir durum olarak 5 yasinda bir
hastada PF yerlesimli subependimom ve 13 yasinda bir hastada lumbal bolge

yerlesimli miksopapiller ependimom goruld.

3. ST yerlesimli olgu sayist 19 (13 erigkin, 6 ¢ocuk)’dur. Bu bélgede grade 2
ependimom (8/19) ve grade 3 anaplastik ependimom (8/19) esit sayida izlendi.
Tumor 32 olguda (20 erigkin, 12 gocuk) PF yerlesimliydi. Bu alanda en sik grade
2 ependimom (23/32) izlenirken, grade 3 anaplastik ependimom daha az sayida
(6/32) goruldi. SP bolgede lokalize olgu sayisi 58 (56 eriskin, 2 ¢ocuk) olup,
cogunlukla grade 2 ependimom (44/58) seklindeydi. Ozellikle bu lokalizasyonda

yerlesim gosteren miksopapiller ependimom daha az olguda (13/58) saptandi.

4. Niks, 18 yas ve alt1 hastalarda, grade 3 anaplastik ependimomda ve subtotal
timor rezeksiyonu yapilan olgularda anlamli olarak daha sikti. Fakat timor
lokalizasyonlar1 ile niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi.
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5. Grade 2 ependimom ya da grade 3 anaplastik ependimomlarda, lokalize oldugu
alan (ST, PF ve SP) ile niiks gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmada.

6. Grade 2 ependimomlarda yalnizca RT, grade 3 anaplastik ependimomlarda
RT+KT daha sik tercih edilmisti. Subtotal timor rezeksiyonu yapilan olgularin
yaklagik 1/3’iine postoperatif tedavi verilmezken, total tiimdr rezeksiyonu yapilan
olgularin %18’ine postoperatif tedavi segeneklerinden biri uygulanmisti. ST ve PF
yerlesimli timdrlerin yarisindan fazlasina postoperatif tedavi verilmis olup, SP
yerlesimli tiimorlerde bu oran disiiktii (~% 15) ve gogunlukla RT seklindeydi.
Postoperatif tedavi almayanlarin yaklagik %10’ unda niiks gelisirken, her U¢ tedavi
seceneginden birini alan olgularda da niiks goriilmiistiir. Niikstin en fazla izlendigi

grup RT+KT alan gruptur.

7. Iki olguda (% 1,9) metastaz mevcuttu ve ikiside ST yerlesimli grade 2

ependimom olgulariydi.

8. Gradeler arasinda ki-67 proliferasyon indeksi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi. Anaplastik ependimomlarin biiyiik kisminda (14/16) ki-67
proliferasyon indeksi %5 ve Uzerinde olarak gorildi. Tumdorde lokalizasyonlar
arasinda Ki-67 proliferasyon indeksi agisindan anlamli fark bulunmakla birlikte,
farlililk SP lokalizasyonda diisiik izlenen ki-67 proliferasyon indeksiden

kaynaklanmaktadir.

9. Intrakranial yerlesimli grade 2 ependimomlarda Ki-67 proliferasyon indeksi SP

yerlesimli olanlardan anlamli olarak daha yiiksektir. Grade 3 anaplastik
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ependimomlarda ST ve PF lokalizasyonu arasinda ki-67 proliferasyon indeksi
acisindan anlamli fark mevcuttur. ST yerlesimli grade 2 ependimom ile grade 3
anaplastik ependimom arasinda ve PF yerlesimli grade 2 ependimom ile grade 3
anaplastik ependimom arasinda Kki-67 proliferasyon indeksi agisindan anlamli fark
saptanmakla birlikte, SP yerlesimli grade 2 ependimom ile grade 1 miksopapiller
ependimom arasinda ki-67 proliferasyon indeksi ac¢isindan anlamli fark

saptanmadi.

10. p53 boyanma orani ile histolojik tiimdr tipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmis olup, anaplastik ependimom ve miksopapiller
ependimomda daha yiksek oranda boyanma gorildi. P53 ST yerlesimli
timorlerde anlamli olarak daha fazla oranda boyanmaktadir. Ancak bu
lokalizasyonda grade 2 ve grade 3 arasinda anlaml fark saptanmamistir. Grade 2
ependimomlarda lokalizasyonlar arasinda p53 boyanma orani agisindan anlamli
fark yokken, grade 3 anaplastik ependimomlarda ST yerlesimli olanlar PF
yerlesimli olanlardan p53 ile anlamli olarak daha fazla oranda boyanmaktadir. p53
boyanma siddeti agisindan histolojik tiimor tipleri ve tiimor gradeleri arasinda
anlamli fark saptanmamuistir. Ancak anaplastik ependimomlarda genellikle siddetli

p53 boyanmast goriildii.

11. Ki-67 proliferasyon indeksi ile niikks gelisimi arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki saptanmis olup, p53 boyanma oram ile niiks gelisimi arasinda
anlamli fark saptanmadi. Niiks eden vakalarda median ki-67 proliferasyon indeksi

%3 olarak bulundu.
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12. Ependimomlarda 5 yillik genel sag kalim %80 olarak bulundu.

13. Grade 3 anaplastik ependimomlarda 5 yillik sag kalim yaklasik %55 iken,
grade 2 ependimomlarda bu oran %80’e ¢ikmaktadir. Bu iki grade arasinda genel
sag kalim agisindan istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur. Miksopapiller
ependimomlarda genel sag kalim % 100’diir. Subependimomlarda da sag kalim
Iyi olup, kaybedilen 2 hastanin ileri yasa ve ameliyat komplikasyonuna bagli

kaybedildigi goriildii.

14. ST yerlesimli tiimorlerde genel sag kalim daha kotidir ve tumor

lokalizasyonu ile sag kalim arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur.

15. Grade 2 ependimomlarda lokalizasyona gore sag kalim agisindan anlamli fark
saptanirken, grade 3 anaplastik ependimomlarda anlaml fark saptanmadi. Her iki
gradede ST yerlesimli olanlarda daha ylksek oranda eksitus goruldd. SP

yerlesimli grade 2 ependimomlarda eksitus tanimlandi.

16. Total/subtotal tiimor rezeksiyonu ile genel sag kalim arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark saptanmadi.

17. Niiks durumu ile genel sag kalim arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptandi. Niiks gelisen hastalarda sag kalim azalmaktadir.

18. Ki-67 proliferasyon indeksi ile genel sag kalim arasinda anlamli iliski
bulunmus olup, p53 boyanma orani ile genel sag kalim arasinda anlamli iligki

saptanmadi.
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19. ST yerlesimli 2 olguda FISH yontemi ile RELA fiizyon gen varligi saptandi.
Her iki olguda da kotl prognoz izlenmis olup, bu olgular grade 2 ¢ocuk hasta ve
grade 3 eriskin hastadir. Cocuk hastada metastaz gelismis, eriskin hastada 3 kez
niiks izlenmistir. Eriskin hasta ilk tanisindan 67 ay sonra kaybedilmis olup, ¢ocuk

hasta ilk tanidan 24 ay sonra gelisen metastaz sonrasi 1 aydir hala hayattadir.

20. RELA flzyon gen varligi niiks ve metastatik timor dokularinda da

saptanmistir.

21. RELA gen fiizyon varlig1 ST lokalizasyona spesifik olup, PF ve SP yerlesimli

timora olan higbir olguda goérilmedi.

22. RELA flizyon pozitif iki olguda da kotl prognozla iliskili olarak yiiksek ki-67
proliferasyon indeksleri izlendi. Ayn1 seklide p53 boyanma oranlari ve siddetleri
de ylksek olup, bunun NF-kB sinyal yolundaki MDMZ2 ekspresyonunun

artmasina bagl olabilecegi diigiiniilmiistiir.
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7 OZET

EPENDIMOMLARDA FISH YONTEMI iLE RELA FUZYON GEN
VARLIGININ VE IMMUNHISTOKIMYASAL OLARAK P53

BOYANMASININ DEGERLENDIRILMESI

Ependimomlar, nadir gorilen heterojen néroepitelyal malign tumdorlerdir.

Cocuklarda daha sik goriiliir ve prognozlari oldukga kotudr.

Ependimomlarda, derecelendirmenin prognostik 6ngori  ve tedavi
yaklagimini yonlendirmedeki kisitliligi nedeniyle ve farkli lokalizasyonlarda
timor gelisimine neden olan farkli kok hiicrelerin saptanmasiyla birlikte
molekiiler ¢aligmalar baglamistir. DNA metilasyon profili c¢aligmalar1 ile
ependimomlar lokalizasyona spesifik 9 molekiler subgruba ayrilmistir. Bu
gruplardan biri olan “RELA fiizyon pozitif ependimom” 2016 yili DSO
siniflamasina giren tek molekiiler gruptur. ST lokalizasyonda gorilmektedir.
Cogunlukla gocuklarda saptanmakla birlikte erigkinlerde de gosterilmistir. Kotu
prognozla iligkilidir. NF-Kb sinyal yolagiyla iligkili olan bu flizyon geni, gesitli

teropatik ¢aligmalar i¢in hedeftir.

Calismamizda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
2006-2017 yillar1 arasinda tani almig 110 ependimom olgusu yas, histolojik tumor
tipi, grade, lokalizasyon, rezeksiyon durumu, niiks gelisimi ve genel sag kalim
acisindan incelendi. TUmor dokularinda imminhistokimyasal olarak ki-67, p53 ve

EMA ekspresyonuna bakildi. Ayrica hazirlanan timor doku mikrodizinine RELA
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FISH boyamasi yapilarak RELA flizyon gen varlig1 arastirildi. TUm parametreler

birbiriyle karsilastirildi ve prognostik anlamlar1 degerlendirildi.

Immiinhistokimyasal olarak ki-67 proliferasyon indeksi ile niks ve genel
sag kalim arasinda anlamli iligki saptanirken, p53 ile her ikisiyle de anlamli iliski

bulunamadi.

ST yerlesimli, grade 2 ependimomu olan ¢ocuk hastada ve grade 3
anaplastik ependimomu olan erigskin hastada olmak (zere 2 olguda break apart
FISH probu ile RELA fiizyon gen varlig1 saptandi. Her iki olguda da ki-67 ve p53
ile yliksek oranda boyanma gorildi. PF ve SP yerlesimli hi¢bir olguda RELA gen

fiizyon varligi goriilmedi.

RELA gen filizyon varligi; lokalizasyon bagimli, tiimdr derecesinden
bagimsiz ve kotii prognozla iliskili molekiiler bir belirtegtir. Ancak az sayida
vakada goriildigli i¢in, bu degerlendirme referans merkezler tarafindan
yapilmalidir. Kolay uygulanabilir immiinhistokimyasal markerlarin belirlenmesi

icin seri ¢aligmalar gereklidir.

Anahtar kelimeler: Ependimom, RELA flizyon geni, FISH, immiinhistokimya.
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8 SUMMARY

DETECTION OF RELA FUSION GENE BY FISH AND

IMMUNOHISTOCHEMICAL STAIN WITH P53 IN EPEDYMOMAS

Ependymomas are rare heterogenic neuroepithelial malignancies.
Incidence among children is more frequent and the prognosis of the disease is

worse than adults.

Molecular studies regarding ependymoma have started mainly due to the
following reasons: (i) assessment is limited for prognostic prediction and
treatment approach, and (ii) different root cells that cause tumor development at
different locations were discovered. Based on the methylation profiling studies on
ependymoma, the tumors are sub-grouped under 9 categories according to their
locations. RELA fusion-positive ependymoma is the only genetically defined
subtype accepted by World Health Organization Classification of Tumors of the
Central Nervous System in 2016. It occurs at supratentorial region. Although it
occurs mostly among children, some studies also reported among adults. RELA
fusion positivety is associated with worse prognosis. The fusion gene related to

NF-Kb signal pathway which is targeted for therapeutic practice.

In this study, we examined 110 ependymomas diagnosed between 2006
and 2017 in the Pathology Department of Gazi University Medical School. We
compared with many factors such as age, histological tumor type, grade, location,
resection, recurrence, and survival. We studied the expression of ki-67, p53, and

EMA immunohistochemistry in tumor tissues. Additionally, we investigated the
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RELA fusion gene presence in microarrays of tumor tissues by RELA FISH
staining. We compared all the relevant parameters and looked at the prognostic

values.

Although there is a significant correlation between ki-67 proliferation
index and both recurrence and survival, there is no significant correlation between

p53 and either factor.

We found RELA fusion gene by break apart FISH probe at 2 cases: A
child with a grade 2 ependymoma at supratentorial region and an adult with grade
3 anaplastic ependymoma at the same region. In both cases, high degree of

staining with ki-67 and p53 was also observed.

The presence of RELA gene fusion is dependent on location whereas it is
independent of tumor grade. It is also a molecular marker associated with worse
prognosis. However, since this occurred in a small number of cases, further
evaluation should be made by reference centers. Further series of experiments are

needed to discover other immunohistochemical markers that are easier to handle.

Key words: Ependymoma, RELA fusion gene, FISH, Immunohistochemistry.
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