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GIRIS VE AMAC

Santral sinir sistemi primer tiimérlerinin % 80'ini olusturan astrositomlarin
nadiren metastaz yaptiklan bilinmektedir™*®. Tiimor hiicrelerinin metastaz yapabilmeleri
igin bu hiicrelerin aktif olarak hareket edebilme, adezyon molekiillerini eksprese edebilme
ve ekstraselliiler matriksi yikabilme gibi 6zelliklere sahip olmalan gerekmektedir®®.

Bilindigi gibi metastatik siireg ikiye ayrilir:

1) Ekstraselliler matriksin invazyonu

2) Tumor hiicrelerinin vaskiler yayihmi ve primer timérle organik olarak
devamlih bulunmayan uzak dokulara yerlesimi.

Astrositomlarin  histolojik grade'i yiikseldikge daha ¢ok vaskiilarizasyon
gosterdigi, ¢evre glial dokuya daha hizh infiltre oldugu yani ekstraselliler matriks
invazyonu gosterdigi ve hastanin prognozunu kétiilestirdigi bilinmektedir. Nadir metastaz
olusturmalanimin nedenlerinden biri astrositomlarin metastaz i¢in gerekli olan vaskiiler
invazyon gergeklesmeden erken donemde hastamin hayati merkezlerini invazyona
ugratarak hastayr 6liime gotiirmesi; bir diger neden de santral sinir sisteminin lenfatik
sistem igermemesidir™.

Nm23 geni 1988 yilinda ilk olarak siganlanin melanom hiicre kiiltiirlerinde
tammlanmisti”. Nm23 gen uriinii proteinin pekgok tiimérde metastatik potansiyeli
azalttifi bu nedenle insanlarda antimetastaz geni olabilecegi one siriilmiigtir™**?,

~ Her ne kadar metastaz yapmasa da astrositomlarin grade'i yiikseldikge metastatik
siirecte ilk agama olan ekstraselliiler matriksi invaze etme yeteneginin arttifn ve hastay:
hizla 6liime gétirdiigis bilinmektedir.

Bu nedenle yaptiimiz ¢alismada nadiren metastaz yaptig bilinen astrositomlarda
metastazin az olmasinda katkisi olabilecek pekgok parametreden biri olabilecegi

distincesiyle bu timérlerde nm23 protein ekspresyonuna bakild:.

GENEL BILGILER
NORMAL ANATOMIi VE HiSTOLOJI
Santral sinir sistemininin selliiler kismim olusturan temel elemanlar néronlar, glial

hiicreler, meninksler ve kan damarlandir'®. Glial elemanlar arasinda yer alan astrositler,
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yildizims: tarzda geligmis ¢ok sayida uzantilara sahip santral sinir sisteminin temel stromal
elemanlar: olup, kan beyin bariyeri olusumunda ve reaktif olaylarda gorev alirlar'®.
Astrositler temel olarak fibriler ve protoplazmik olarak ikiye aynlirlar. Fibriler
astrositler beyaz cevherde, protoplazmik olanlar ise gri cevherde yogunlagirlar. Ayrica
serebellumda periventrikiiler alanlarda ve spinal kordda bulunan diger bir alt tip de
pilositik astrositlerdir. Serebellar korteksin Purkinje néronlanmin gévdeleri arasinda yer
alan Bergman astrositlerinin uzantilan embryonel geligim sirasinda néronlarla astrositler
arasindaki iletisimi saglarlar?.
Astrositler aym zamanda zedelenmeye kars1 hiperplazi ve hipertrofiye olarak yamt

verirler. Bu siirece gliozis denir

. Pilositik astrositler normalde belirgin olmamalarina
kargin gliozis sirasinda belirginlesir ve Rosental fibrillerini olustururlar. Rosental fibrilleri
belirgin, eozinofilik, uzamg, girintili gikintih yapilardir ve juvenil pilositik astrositomlarin
karakteristik ozelligidir"'?.

Astrositlerin uzantilan, gimisleme boyalan ve immiinhistokimyasal olarak Glial

Fibriller Acidic Protein (GFAP) ile pozitif reaksiyon verir'”.

ASTROSITOMLAR

Astrositomlann indiferansiye glial prekiirsor hiicrelerden koken aldiklan ve
matiirasyon arresti derecesine gore farkli biyolojik davrams gosteren morfolojik
varyantlarin olustugu 6ne siirilmektedir™®. Astrositomlar mikroskopik goriiniimlerine ve
biyolojik davramglanina gore c¢esitli gruplara aynbrlar. Astrositomlarin  simflamasi
giiniimiizde de tartiyma konusu olmaya devam etmektedir. Halen genis kabul goéren
WHO’nun 1993°teki simflamasina gore astroglial tiimorler baghg altinda astrositomlar,
hakim hiicre morfolojisine gére fibriler, protoplazmik, pilositik, pleomorfik
ksantoastrositom ve subependimal dev hiicreli astrositom olarak incelenmektedir™®.

Astrositomlarda heniiz tam olarak kabul gérmis uniform bir grade ve
stage’lendirme sistemi olugmamigtir”. Yine WHO kriterlerine gore astrositomlar gl
grade’lendirme sistemi kullamilarak astrositomlar, anaplastik astrositomlar ve
glioblastoma multiforme olarak simflandinlmaktadir®.

Ancak WHO’ya alternatif olarak sunulan Daumas-Duport ve arkadaglan

tarafindan tammlanan siuflamada astrositomlar, niikleer atipi (hiperkromazi, sekil ve



buiyiikliik farki), mitotik figiirler, vaskiiler endotelyal proliferasyon ve koagiilasyon
nekrozu varhig veya yoklugu agisindan degerlendirilerek dort grade’e aynlmistir. Eger
yukanida tammlanan kriterlerden higbiri yoksa tiimor grade I, biri varsa grade II, ikisi
varsa grade III ve lig tanesi varsa grade IV olarak tammlanmaktadir®®.

Astrositomlar santral sinir sisteminin primer tiimorlerinin %80'ini olugturur ve
erigkinlerde engok supratentoriyal, gocuklarda ise infratentoriyal yerlesim gosterir®*'®.

Astrositomlar makroskopik olarak glial dokuda diffiiz genigleme, sertlesme ve gri
cevher-beyaz cevher aynmunda kaybolma ile kendini gosterir. Bazan miksoid
dejenerasyona bagli olarak mukoid bir goriiniim alabilirler®.

Astrositomlar histolojik olarak degisik yogunlukta astrositik uzantilardan olusan
bir zeminde neoplastik astrosit ¢ekirdeklerinden olugur. Bu zemin, onlara genellikle
fibriler bir gériiniim verir®?.

Dortla grade'lendirme sistemine goére grade I astrositomlar sellilaritede artim;
grade II astrositomlar ise niikleer pleomorfizm gosterir. Timor hiicrelerinin bir kism
uzantih belirgin sitoplazmali iken bir kismu fibriler bir ag iginde belirsiz sitoplazmalan ile
sadece gomiilmiig bir gekirdek goriintiisii verirler. Ultrasitriiktiirel olarak sitoplazmik
uzantilar 7-11 nm'lik GFAP ve Vimentin'den olusan intermediate filament'lerden meydana
gelir’”. Cekirdekler tipik olarak oval yumusak konturludur, belirgin ¢ekirdekgik
icermezler; siklikla vezikiiler bazan da hiperkromatiktirler®.

Grade III (anaplastik) astrositomlarda histolojik olarak artmug niikleer anaplazi ve
mitoz dikkati geker. Cekirdeklerde genellikle agilanma, yogun bir hiperkromazinin
yamsira belirgin gekil, biyoklik ve boyanma farkhliklan dikkati ¢eker. Grade IV
(globlastoma multiforme) astrositomlar oldukga selliler, pleomorfik ve mitozdan
zengindir. Diferansiye elemanlarla birlikte acayip sekilli ¢ok ¢ekirdekli timoér dev
hiicreleri yamsira anaplastik hiicreler biraradadir. Grade IV astrositomlann pekg¢ogunda
mitojen Uretimine bagh olarak glomeruloid yapilar halinde vaskiler endotelyal
proliferasyon goriiliir, Ayrica WHO kriterlerine gore fokal tiimér koagiilasyon nekroz

alanlan gevresinde tiimor hiicrelerinin palizatlasarak yer almas: tipiktir™>?.



Nm23

Nm23 ¢DNA’s1 ilk kez Steeg ve arkadaglar1 tarafindan yapilan deneysel bir
¢aliymada siganlarda degisik derecelerde metastatik potansiyele sahip K-1735 melanom
hiicre kiiltiirlerinde tammlanmugtir. Yapilan bu ¢aliymada K-1735 melanom hiicre serileri
ve fare meme karsinom hiicre serilerinden diisiik metastatik potansiyele sahip olanlarda
nm23 RNA dizeylerinin en yiksek diizeylerde oldugu gosterilmistir®. Nm23'in
dokulann normal gelisim ve farklilagsma siirecinde rol oynadifin1 gésteren yayinlar vardir.
Nm23, Drosophila'lardaki abnormal wing discs (awd) geni ile %77 6zdestir ve nm23'iin
kodladii amino asit awd geninin kodladifi amino asit ile %96 oraminda uygunluk
gosterir. Awd geninde olugan bir mutasyon malign gelisimle benzer olan aberan
diferansiyasyon, nekroz ve anormal doku morfolojisine yol agmaktadir™®. ilging bir bulgu
da awd geninin beyin, over gibi erigskin dokularn hiicresel morfolojisi ve farklilagmasim
diizenlemesidir"®.

Bundan bagka geligim siirecinde olan miirin dokulanndaki nm23 ekspresyonu ile
farkhlagma siireci arasinda korelasyon saptanmustir. Omegin organogenesisin ilk
safhalaninda beyin, kalp ve tim embryonik epitelyal dokularda artmiy nm23 protein
diizeyleri bulunmugtur. Nm23 protein ekspresyonunun erigkin yasam boyunca intestinal
epitel harig pekgok dokuda belli diizeylerde korundugu 6ne siirilmiigtir®, Ayrica insan
nm23 geninin Disctyostelium discoideum adli amipte bulunan Gip 17 geni ile homolog
oldugu ileri surilmigtir®”. Gip 17 gen mRNA's: biiyiiyen hiicrelerde en yiiksek
duzeylere ulagmakta ve geligim siiresince yiiksek kalmaktadir. Gip17 geninin kodladig
proteinin niikleozid difosfat kinaz (NDPK) ile ayni aktiviteyi gosterdigi izlenmigtir. Nm23
proteinleri de in vitro olarak niikleozid difosfat kinaz aktivitesi gosterirler. NDPK'in
Guanosin Difosfat'n (GDP) fosforillenerek Guanosin Trifosfat'a déniigiimiini sagladig
ve boylece GTP-baglayic1 protein kompleksleri olusumuna yolagarak sonugta hiicrelerin
gelisimi, bityiime kontrolii ve onkojenik doniisimiinde rol oynadig: diistiniilmektedir®*".

Nm23 enzimatik ve DNA baglama yetenekleri olan g¢ok fonksiyonlu bir
proteindir. Nm23 RNA diizeyleri yiksek derecede metastaz yetenegine sahip rodent
hiicre serilerinde belirgin olarak diigmektedir"'®.

Insanda 17q21 lokalizasyonunda nm23 genine benzeyen NME1 ve NME2 genleri

bulunur®. iki sigan (nm23-1 ve nm23-2) iki de insan (nm23-H1 ve nm23-H2) nm23



geni tammlanmigtir ve bunlanin her biri %90 identik olan 17 kDa’lik bir protein olan
NDPK eksprese ederler®.

Nm23'iin metastaz1 diizenleme mekanizmasi halen tartigma konusu olmaya devam
etmektedir ve hentiz tam olarak agiklifa kavusturulamamugtir. Bu hipotezlerden biri
nm23'iin in vitro olarak nikleozid difosfat kinaz aktivitesi gostermesiyle ilgilidir.
Niikleozid difosfat kinazin niikleozid trifosfat havuzunun sirekliligini ve bu sayede
heterotrimerik G proteinlerin aktivasyonunu ve mikrotiibiillerin biraraya gelmesini
sagladig ileri stiriilmiigtiir. Ancak bu fonksiyonlardan hangisinin nm23'e atfedildigi halen
tartiyma konusu olmaya devam etmektedir®. Mikrotiibiiller tiibilin molekiillerinden
olusan saglam polimerlerdir. Mikrotibiillerin fonksiyonlarindan biri sitoplazmada
organellerin  hareketidir®. Bu noktada nm23 protein kaybin  mikrotiibil
polimerizasyonunda bozulmaya ve sonugta protein, niikleik asit, polisakkarit ve lipidierin
sentezinde eksikliklere yolagtig ileri siiriilmiigtiir'®®.

Bir diger hipotez nitkleozid difosfat kinaz aktivitesinden bagimsiz olarak nm23'in
serin otofosforilasyon aktivitesinin metastatik potansiyeli inhibe ettiginin ileri
siiriilmesidir. MacDonald ve arkadaglarimin yaptigi deneysel bir ¢aligmada nm23 serin
fosforilasyonu, nm23 ekspresyonu ile korelasyon géstermis ve kontrol gruplanna goére
miirin melanom hiicre serilerinin metastatik potansiyelinde azalma tespit edilmistir®”,

Bazi galigmalarda nm23 ekspresyonunun sinyal transdiiksiyonunda rol aldi
bunun sonucunda hiicre proliferasyonunu arttirdift ve mitoz siirecini sagladifi ileri

stirilmiigtir®**”

. Russell ve arkadaglarinin ¢ahgmasinda normal prostat, prostatik
intraepitelyal hiperplazi (PIN) ve prostat adenokarsinomlarinda nm23 ekspresyonuna
bakilmig. Yapilan caligmada 28 radikal prostatektomi spesimeninde normal glandiiler
epitelde zayf veya orta derecede nm23 boyanmas: olurken 19 PIN olgusunda, 39
lokalize prostat adenokarsinomunda ve 7 metastatik prostat adenokarsinomunda giighi
nm23 boyanmasi gergeklesmigtir®®.

Bagka bir goriise gore nm23 gen bolgesinin purin baglayan faktére (PuF) benzer
bir protein ekspresyonundan sorumlu oldugu ileri siirilmugtir. PuF'nin ise C-myc gen
transkripsiyonunu baslattigi ve bu nedenle nm23'iin metastaz diginda hiicre proliferasyonu
ile de iliskili olabilecegi duglinilmiistiir. Fakat bu gornisler daha ¢gok nm23-H2 igin

gegerlidir®®.
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Nm23 proteinleri daha ¢ok sitoplazmada bulunmalarina kargin niikleus ve
sitoplazma membraninda da saptanmiglardir®?.

Bertheau ve arkadaglanmn yaptifi gahismada 78 malign tiimoér, 13 adenom ve 10
benign olgudan olugan toplam 101 tiroid dokusunda nm23'le sitoplazmik, membrané6z ve
¢ekirdek boyanmasma bakilmigtir. Burada olgulann biyik g¢ofunlugunda (benign ve
malign) ve normal dokularda sitoplazmik boyanma saptanmis ancak histolojik tip ve
klinik gidisle sitoplazmik boyanma arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki
bulunamamamugtir. Buna kargin ¢ekirdek boyanmasi normal dokulann %93'iinde pozitif
iken primer tiroid karsinomlarimin ancak %2%unda pozitif bulunmus. Sonug¢ olarak
dokularda ¢ekirdekte nm23 pozitifliginin tiroid timorlerinin degerlendirilmesinde ve
prognozunda kullanilabilecek bir belirleyici oldugu sonucuna varitmigtir®?.,

Bevilacqua ve arkadaslarimin yaptig: ¢aliymada 27 primer infiltratif duktal meme
karsinomunda nm23 RNA dﬁzeyleﬁne bakilmig. Burada nm23 ekspresyonu ile lenf nodu
metastazi, timor grade'i ve Ostrojen reseptor durumunun iliskisi aragtinlmig. Lenf nodu
metastazi olmayan olgulann %75'i yiksek %25'i diisiik nm23 RNA dizeylerine sahip
bulunmus. Diisik nm23 ekspresyonu yapan grubun grade'i daha yiiksek ve Ostrojen
reseptorleri negatif iken yiiksek nm23 ekspresyonu yapan grupta olgulann higbiri yiiksek
grade'li ve Gstrojen reseptori negatif bulunmamug. Aynica diigik nm23 diizeyleri olan
olgulardan %18'inde 16 ayhk takipler sonucu lenf nodu metastazi gelisirken yiiksek nm23
diizeyleri olan grupta metastaz gelismemigtir®?.

Buna kargin nm23 ekspresyonunun metastaz yapan noroblastomlarda ve Ewing
sarkomlan gibi tiimorlerde artti@i da rapor edilmistir®*®). Keim ve arkadaglan tarafindan
yapilan galiymada noroblastomlarda yuksek nm23 diizeyleri ile biyiik tiimor kitlesi,
metastaz, ilerlemis stage ve N-myc onkogen ekspresyon artimu arasinda anlamh iligki
bulunmugtur®®.

Her ne kadar nm23%in antimetastatik gen oldugu ileri siiriilse de metastazi

engellemesindeki mekanizmalar giiniimiizde kesin olarak agikhifa kavusturulamamstir,



MATERYAL VE METOD

19 Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dah arsivinden 1994-1999
yillar1 aras: taranarak saptanan astrositom tams: almig 55 adet beyin biyopsi materyali
¢ahgmaya alind.

Olgulann H&E kesitleri yeniden gozden gegirilerek, Daumas-Duport ve
arkadaglan tarafindan tamimlanan prognostik énem tasidifi kabul edilen dért morfolojik
kriterin, anaplazi, mitoz, endotelyal vaskiiler proliferasyon ve nekrozun varhg ve
yokluguna gore degerlendirilmesi sonucu grade’lendirildi “>*7.

Olgulara ait dokular 24 saatlik tamponlu nétral formalinde tespit edildi ve rutin
doku takip igleminden gegirilerek parafin bloklann hazirlandi. Uygun bulunan doku
orneklerinden segilenlerin 5 um’lik kesitlerine, nm23 (Nucleoside Diphosphate Kinase A,
Clone 37.6) (Biogenex Laboratories San Ramon, CA 94583, USA) antikoru ile
streptavidin biotin peroksidaz yontemi (Biogenex Laboratories San Ramon, CA, USA)
uygulanarak immiinhistokimyasal ¢aligma yapildi. Bu iglem igin deparafinize ve rehidrate
edilen kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesi %3 ’liik hidrojen peroksit solisyonunda 10
dakika inkiibe edilerek giderildi. 20 dakika siire ile tavsan normal serumundan olugan
non-spesifik protein bloke edici ajan uygulandi. Sonra kesitler, primer antikor ile 30
dakika ve biotinli anti-immiinglobiilin ve streptavidin-peroxidase konjugat ile 20’ser
dakika inkiibe edildi.

Renklendirici ajan olarak 3.3’-diaminobenzidin(DAB) igeren kit (Biogenex , San
Ramon, USA) kullamldi. Son olarak Mayer hematoksilen ile kesitler 60 saniye siireyle
boyandi. Protein bloke edici ajan agamasi hari¢ dier tim asamalarda kesitler pH 7.6
fosfat tamponu ile yikand1. Islemler oda 1sisinda gergeklestirildi.

Diger taraftan tiimoral dokular haricinde akciger embolisinden 6len bir hastann
otopsisinden elde edilen normal beyin dokusu kesitlerine de kontrol amagh olarak aym
immiinhistokimyasal yontemler uyguland:.

Immiinhistokimyasal iglem uygulanan tim camlar Nikon Optiphot-2 (1 HPF=
0.125mm?) 1tk mikroskobu kullanilarak 10x objektif ve 10x okiiler biiytiitmede tarand: ve
40x objektif 10x okiiler biiyiitmede tiim sahalar incelendi.

Olgular degerlendirilirken tiimor hiicrelerinin sitoplazmik (sitoplazma membram
ve sitoplazmik matriks) ve g¢ekirdek (perikaryal ve niikleer matriks) boyanmalan,



timorde vaskiller yapilanin endotellerinin boyanmalann degerlendirildi. Tiiméral
hiicrelerde sitoplazmik ve gekirdek boyanmast: hiicrelerin %1-25inde varsa (+), %26-
50’sinde varsa (++), %51-75’inde varsa (+++), %75-100’tinde varsa (++++), hig
boyanma yoksa (-) olarak skorlandi. Vaskiiler yapilardaki boyanma ise herhangibir alanda
boyanma varsa (+) hi¢ boyanma yoksa (-) olarak degerlendirildi. Olgular grade ‘lerine
gore gruplandinld: ve nm23’le boyanma dereceleri ile histolojik grade arasindaki iligki
istatistiksel olarak X* (Ki-kare) testi uygulanarak degerlendirildi. Timérle infiltre glial
doku igeren olgularda infiltrasyon alanlarinda tiiméral hicrelerde nm23 igin boyanma
paternine (gekirdek ve sitoplazma) bakildi. Ayrica tiimore komgu normal glial alanlardaki
nm23’le boyanma paterni kontrol beyin dokusunun boyanma paterni ile karsilagtirildi,

BULGULAR

Cahiymaya alinan 55 olgunun 32'si (%58.2) erkek, 23%1 (%31.8) kadind:.
Astrositom tamst alan bu olgulann yaglant 4-84 arasinda degZisiyordu. Yas ortalamas: tim
olgular i¢in 38094263 idi. Olgulara ait cerrahi spesimenler eksizyonel biyopsi
materyalleriydi.

Daumas-Duport’un grade’lendirme sistemine gore gruplandirildifinda olgulann
10’u (%18.2) grade 1, 17°si (%30.9) grade II, 12’si (%21.8) grade III ve 16’s1 (%29.1)
grade IV olarak degerlendirildi.

Gruplar baz alindiginda yas ortalamalari; Grade I grubunda 30.7018.80, grade II
grubunda 30.59+3.58, grade III grubunda 38.92+4 .45 ve grade IV grubunda 50.60+3.93
idi (Tablo 1).

Gruplar Grade 1 Grade 11 Grade I Grade IV
Olgu Sayis1 10 (%18.2) 17 (%30.9) 12 (%21.8) 16 (%29.1)
Yas ortalamasi 30.70+8.80 30.5943.58 38.9244 45 50.60+3.93

Tablo 1: Olgulann Grade’lere Gore Yag Ortalamalar ve Sayisal Dagilim,




Olgulanin sitoplazmik boyanma paterni ile grade'leri arasindaki iligkiye
bakildiginda grade I olan 10 olgudan 4'iinde (%40) hi¢ boyanma olmazken 3'tinde (%30)
(+), 3'iinde (%30) (++) boyanma saptandi. Grade I grubunda (+++) sitoplazmik boyanma
mevcut degildi (Resim 1,2). Grade II olan 17 olgudan 3'inde (%17.7) hi¢ boyanma
olmazken 8'inde (%47) (+), 4'inde (%23.5) (++), 2'sinde (%11.8) (+++) boyanma
saptandi (Resim 3,4). Grade III olan 12 olgudan 4%inde (%33.3) (+), 6'sinda (%50) (++),
2'sinde (%16.7) (+++) boyanma saptandi (Resim 5,6). Grade IV olan 16 olgudan 2'sinde
(%12.5) hi¢ boyanma olmazken 7'sinde (%43.75) (+), 7'sinde (%43.75) (++) boyanma
saptandi (Resim 7,8). Olgularin higbirinde (++++) boyanma saptanmadi. Elde edilen bu
bulgular 1s1finda Ki-kare testi uygulanarak yapilan degerlendirmede histolojik grade ile
sitoplazmik nm23 boyanma dereceleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski
bulunamadi (X*=11.74, p>0.05). Ancak grade gozonine alinmadan yapilan
degerlendirmede toplam 55 olgudan 9'unda (%16.4) nm23'le sitoplazmik boyanma
olmazken 46'sinda (%83.6) boyanma saptanmustir. Ayrica grade I grubunda olgularn
%40'mda boyanma olmaz %60'inda boyanma olurken grade IV grubunda olgulann
%12.5'da boyanma olmamis %87.5'inde boyanma gerceklesmistir. Grade I ve II ile grade
III ve IV gruplan yamsira (-) ve (+) boyanma paterni ile (++) ve (+++) boyanma paterni
birlegtirilerek istatistiksel galiyma tekrarlandiginda da yine gruplar arasi farkin anlamh
olmadift gorildd (p>0.05). Olgulanin nm23'e sitoplazmik boyanma dereceleri ile

histolojik grade'leri tablo 2'de gosterildi. N
Nm23ile Sitoplazmik Boyanma Dereceleri
Gruplar ¢-) ) (+) (+++) (++++) | Toplam
Grade I 4 3 3 0 0 10
Grade II 3 8 4 2 0 17
Grade IIT 0 4 6 2 0 12
Grade IV 2 7 7 0 0 16
Toplam 9 22 20 4 0 55

Tablo 2. Olgulanin Nm23 ile Sitoplazmik Boyanma Derecelerine Gore Dagilimlar.
(X?=11.74, p>0.05)

L0 Tko GG v WTTRIMLRD
DOKIRARTASYON MIERI T
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Resim-2: Grade I astrositomda gekirdek igin (++) sitoplazma igin (++) nm23 immiin
reaksiyonu (B-SA, DAB, x1000).
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Resim-4: Grade II astrositomda gekirdek iin (++) sitoplazma igin (+++) nm23 immiin
reaksiyonu (B-SA, DAB, x400).
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Resim-5: Grade I1I astrositomda atipik mitotik figiirler (H&E, x400).

Resim-6: Grade III astrositomda sitoplazma igin (+++) nm23 immiin reaksiyonu (B-SA,
DAB, x400).
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Resim-7: Grade IV astrositomda acayip sekilli timor dev hiicreleri ve anaplastik
hiicreler (H&E, x400).

Resim-8: Grade IV astrositomda gekirdek igin (+) sitoplazma igin (++) nm23 immiin
reaksiyonu (B-SA, DAB, x200).

. 3 UBDLIAUGIE LA WURULY
ON
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Olgularin nm23 ile gekirdek boyanmasi agisindan grade'le iliskisine bakildiginda
grade I olan 10 olgudan 5'inde (%50) hi¢ boyanma olmazken 3'iinde (%30) (+); 2'sinde
(%20) (++) boyanma saptandi. Grade I grubunda (+++) sitoplazmik boyanma mevcut
degildi. Grade II olan 17 olgudan 3'iinde (%17.7) hi¢ boyanma olmazken 4'iinde (%23.5)
(+), 3tinde (%17.7) (++) ve 7'sinde (%41.1) (+++) boyanma saptandi. Grade III olan 12
olgudan 4'iinde (%33.3) hi¢ boyanma olmazken 2'sinde (%16.7) (+), S'inde (%41.7)
(+1), l'inde (%8.3) (+++) boyanma saptandi. Grade IV olan 16 olgudan 1'inde (%06.25)
hi¢ boyanma olmazken 2'sinde (%12.5) (+), 7'sinde (%43.75) (++), 6'sinda (%37.5)
(+++) boyanma saptandi1. Olgularin higbirinde (++++) boyanma saptanmadi. Elde edilen
bu bulgular iifinda Ki-kare testi uygulanarak yapilan degerlendirmede histolojik grade
ile gekirdek i¢in nm23 boyanma dereceleri arasinda istatistikse] olarak anlamh bir iligki
bulunamadi (X>=159, p>0.05). Ancak grade gozonine ahnmadan yapilan
degerlendirmede toplam 55 olgudan 13'iinde (%23.6) nm23'le ¢ekirdek boyanmasi
olmazken 42'sinde (%76.4) boyanma saptanmustir. Yine grade I grubunda olgularin
%50'sinde boyanma olmaz %50'sinde boyanma olurken grade IV grubunda olgularn
%6.25'de boyanma olmamig ancak %93.75'inde boyanma olmugtur (Resim 6). Grade I ve
Il ile grade III ve IV gruplan yamsira (-) ve (+) boyanma paterni ile (++) ve (+++)
boyanma paterni birlegtirilerek istatistiksel ¢aliyma tekrarlandifinda da yine gruplar aras:
farkin anlamh olmadigy goénildi (p>0.05). Olgulann ¢ekirdek i¢in nm23'le boyanma
dereceleri ve histolojik grade'leri tablo 3'de gosterildi.

Nm23ile Cekirdek Boyanma Dereceleri
Gruplar “-) &) (++) (+++) (++++) | Toplam
Grade 5 3 2 0 0 10
Grade 11 3 4 3 7 0 17
Grade 1 4 2 5 1 0 12
Grade IV 1 2 7 6 0 16
Toplam 13 11 17 14 0 55

Tablo 3. Olgularin Cekirdek Igin Nm23 Boyanma Derecelerine Gore Dagilimlan.
(X*=15.9, p>0.05)
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Buna kargin ¢ekirdek ve sitoplazmik boyanma grade gozoniine alinmadan birlikte
degerlendirildiginde 55 olgudan sadece 1 (%1.8) olguda hem ¢ekirdek hem sitoplazmik
boyanma saptanmamugtir. Diger 54 (%98.2) olguda dereceleri degisen oranda ya
¢ekirdek ya da sitoplazmik boyanma mevcuttu.

Tiumorle infiltre glial dokularda timoral hiicrelerde nm23 igin boyanma paternine
(¢cekirdek ve sitoplazma) bakildiginda olgulann bir kisminin tiimorle infiltre glial doku
icermedidi (toplam 27 olgu) izlendi. Geriye kalan 28 olgunun tiimérle infiltre olan
kisimlanindaki nm23 ile boyanma paterni tablo 4'te verildi.

Tiimdrle infiltre dokularda nm23 ile boyanma
Gruplar ) +) Toplam
Grade I 1 6 7
Grade II 2 9 11
Grade 111 1 2 3
Grade IV 2 5 7
Toplam 6 22 28

Tablo 4. Olgularin Tiimoérle Infiltre Glial Dokularda Nm23 Ile Boyanma Dagilimlan.

Tablo 4'%in verileri incelendifinde toplam 28 olgudan 22'sinde (%78.5) (+)
boyanma varken kalan 6'sinda (%21.5) boyanma olmamugtir. Ancak olgu sayilan yeterli
olmadigindan gruplar arasindaki fark agisindan istatistiksel inceleme yapilamamugtir.

Vaskiiler endotelyal proliferasyon alanlaninda nm23'le boyanma paternine
bakildifinda, grade III olan 12 olgudan 8'inde (%66.7) boyanma olmazken 4'iinde
(%33.3) (+) boyanma, grade IV olan 16 olgudan 7'sinde (%43.75) boyanma olmazken
9'unda (%56.25) (+) boyanma saptandi (Resim 9).

Bu veriler gozoniine alinarak yapilan Ki-kare testinde vaskiiler endotelyal
boyanma ile histolojik grade arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamad:
(X?=6.51, p>0.05). Olgularda tiimér ara dokusu igersinde vaskiiler endotellerin boyanma

paterni tablo S5'te gosterildi.
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Nm23 ile vaskiiler endotellerde boyanma
Gruplar ) (+) Toplam
Grade 111 8 4 12
Grade IV 7 9 16
Toplam 15 13 28

Tablo 5. Tiimor Ara Dokusundaki Vaskiiler Endotelyal Proliferasyon Odaklannda Nm23

Boyanma Dagilimlari. (X?=6.51, p>0.05)

Tiimére komgsu normal glial alanlardaki nm23 ile boyanma paterni akcifer yag
embolisinden 6len bir hastamin beyin dokusunun boyanma paterni ile kargilagtinldifinda
arada bir fark bulunamamugtir. Normal beyin dokusunda néronlanin nm23'le boyandig

ancak astrositlerin boyanmadig gorilmiigtiir (Resim 10).
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Resim-9: Vaskiiler endotelyal proliferasyon alanlarinda nm23 immiin reaksiyonu (B-SA,
DAB, x400).

Resim-10: Normal beyin dokusunda noronlarda nm23 immiin reaksiyonu (B-SA, DAB,
x200).
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TARTISMA

Invasiv hiicrelerin metastaz yapmalan igin aktif olarak hareket edebilme, adezyon
molekiilleri eksprese edebilme, ekstraselliller matriksi yikabilme gibi 6zellikler kazanms
olmalan gerekmektedir.

Primer beyin tiimérlerinin santral sinir sistemi digina nadiren metastaz yaptigina
inamimaktadir. Her ne kadar Bailey ve Cushing adli aragtincilar primer beyin tiimérlerinin
higbir zaman ekstranéral metastaz yapmadiklarim séyleseler de giiniimiizde bu tiimérlerin
metastaz yaptifina dair yaymnlar bulunmaktadir™®”. Smith ve arkadaglariin 1969'da
yaymnlanan ¢aliymasma gore 8000 primer beyin tiimoriiniin %0.4' santral sinir sistemi
digina metastaz yapmgtir®®. Bizim ¢ahismamizdaki 55 olgudan hibiri santral sinir sistemi
disina metastaz yapmamugtir.

Nadiren metastaz yapsa da bu tiimorler beyin igerisinde diffuz infiltratif ve
ekspansif gelisim paterni gostermeye egilimlidir. Astrositomlarin grade'i yiikseldikge
artan bu yayiim paterni sonugta hastalarin prognozunu kotiilegtiren bir gelisimdir®>!®.
Bu yiizden yaptifimiz ¢aligmada antimetastaz geni oldugu ileri siirillen nm23'in nadiren
metastaz yaptif1 bilinen astrositomalarin bu davramsginda rolii olup olmadigina ve timér
grade'i ile nm23 arasindaki iligkiye bakilmistir. Bu galismada aynica nm23'iin metastazi
onleme mekanizmasi tam olarak bilinemedigi igin bu konuya katkisi olabilecegi
disiincesiyle timoéral dokularda nm23 ekpresyonunun lokalizasyonu (gekirdek ve
sitoplazma), tiimoral dokudaki vaskiiler endotelyal yapilarin nm23 ile boyanma paterni ve
timérle infiltre dokularda nm23 ekpresyonu ile normal glial dokunun nm23 boyanma
paternine bakildi.

Ik kez 1988'de hiicre kiiltiir ortamlaninda antimetastatik gen olarak tammlanan
nm23 geninin daha sonra bazi klinik ¢ahigmalar ile de meme, tiroid, karaciger ve malign
melanomda antimetastatik fonksiyon goren bir gen olabilecegi ileri siiriilmiigtiir. Ancak
yitksek metastaz potansiyeline sahip bazi timérlerde ise nm23 ekspresyonunun artti1
rapor edilmistir”*>'%***) " Heniiz literatiirden elde edebildigimiz kadanyla nm23'in
beyin timorlerinde metastazin ¢ok diisiik oranda olmasim sagladiim gosteren yayin
yoktur.

Bizim galigmamzda 55 olgudan metastaz yapan olgu bulunmamakla birlikte
gekirdek sitoplazma ayrmu yapilmaksizin olgularin 54'iinde (%98.2) nm23 ekspresyonu
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saptanmustir. Bu durum astrositomlann metastaz yapmamalanmin gerekgeleri olarak
simdiye defin agiklanagelen "santral sinir sisteminde lenfatik sistemin olmayigt ve
invazivite" gibi geleneksel faktorlerin yamsira nm23 antimetastatik geninin de bu
davramsta rolii olabilecegini ve literatiirdeki nm23'iin antimetastatik potansiyelininin
astrositik timorler i¢in de gegerli olabilecegini akla getirmektedir.

Nawashiro ve arkadaslanmn®”

yaptif1 bir ¢aligmada astrositik tiimorlerde yiiksek
nm23 diizeylerinin ekstranoral metastatik potansiyelle korelasyon gosterdigi sonucuna
varimustir. Nawashiro ve arkadaglanmin ¢aligmasinda 19 farkl olgudan elde edilen 24
astrositom spesimeninden pelvise kemik metastazi yapan bir olguda nm23 (GST/nm23-
H1 poliklonal antikoru) ile (+) sitoplazmik boyanma olurken grade IV olan 2 olguda
sipheli boyanma gergeklesmistir. Kalan 16 olguda nm23 i¢in boyanma
saptanmamugtir. Yani olgularin %15 .8'inde nm23 igin sitoplazmik boyanma gergeklesirken
%84 .2'sinde boyanma olmamugtir. Metastaz yapan olguda primer, rekiirrens ve metastaz
alanlanndaki boyanma paterninde bir farkhhk olmamustir. Bu olgu 11 yaginda, erkek,
pons yerlesimli olup grade III astrositom tamis1 almugtir. Siipheli boyanan diger 2 olgu ise
grade IV astrositom tanis1 almugtir,

Ancak bizim ¢ahymamizda 55 olgudan 46'sinda (%83.6) sitoplazmik boyanma
olurken 9'unda (%16.4) boyanma olmamugtir. Nawashiro ve arkadaglannin galismasiyla
celisen bu durum, bizim kullanildifimiz antikorun (Nucleoside Diphosphate Kinase A,
Clone 37.6, monoklonal) farklilifindan kaynaklanmig olabilir.

Timmons ve arkadaglanmn yaptii cahgmada lethal giant larvae geninde
mutasyonun yamsira awd gen ekspresyonun noral tiimérlerin olusumu ve proliferasyonu
icin gerekli oldugu ileri siiriilmiistir“”. Bizim ¢alismamizda eldeki verilerle bu konuda bir
yorumda bulunmak giigtir. Ancak olgulanmizin %98.2'sinde nm23 ekspresyonunun
bulunmasi nm23'iin tiimér olugumu ve progresyonu igin gerekli olabilecegi olasihigin akla
getirmekle birlikte bu noktanin agiklifa kavugturulmasi igin daha ileri ve ultrasitriiktiirel
dizeyde gahgmalara gerek vardir.

Nm23’in metastaz1 baskilayan etkileri :

1-Mikrottibiil iligkili niikleozid difosfat kinaz (NDPK) aktivitesi

2-Serin fosforilasyonu

3-Sinyal transdiiksiyonu
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4-C-myc  i¢in  transkripsiyon  aktivatorii  olarak rol  oynamasma
baglanmaktadir®’?34D,

Ancak tim bu hipotezlerin haricinde nm23 proteini ve onun timor
progresyonundaki roliiniin dokuya spesifik olarak degistigini ileri siiren yaymlar da
vardir®"*?,

Deneysel calismalarda yiiksek oranda metastatik K-1735 TK miirin melanom
hiicrelerine nm23 transfekte edildigi zaman bu hiicrelerin timér olugturma ve tiimor

metastatik potansiyelinde azalmaya yol agti1 goriilmiigtiir™

. Kanto ve arkadaglarinin
yaptig1 bir galigmada miirin melanom hticreleri ve insan meme karsinom hiicrelerine nm23
cDNA's:1 transfekte edildifi zaman bu hiicrelerin hareket yeteneginde inhibisyon olugtugu
dikkati ¢ekmistir®”. Bazi galismalarda nm23'iin hiicrelerin hareket etmesini ve gog
etmesini inhibe ettigi ileri sirilmigtir®*®, Bizim ¢alismamizda timorli dokularda
sitoplazmik nm23 ekspresyonunun %83.6 oraminda pozitif olmas: ancak tiimérle infiltre
beyin dokusunda tiimor hiicrelerinde %78.5 oramnda nm23 ile boyanma saptanmast bu
goriisii desteklemektedir. Ote taraftan hem astrositomlarda invazivitenin gostergesi olan
timor grade'i ile nm23 boyanma paterni arasinda hem de timor ara dokusundaki
vaskiiler endotel hiicrelerinde nm23 boyanma dagilimlan agisindan anlaml iliski olmamasi
nm23'iin hareketi inhibe ettii gorisiiyle uyusmamaktadir. Aynca grade I grubunda
olgulanin % 60''nda sitoplazmik % 50'sinde g¢ekirdek boyanmas: varken grade IV
grubunda olgularin %87.5'inde sitoplazmik %93.75'inde ¢ekirdek boyanmasi olmas: da
bu hipotezle uyusmamaktadir. Ancak farklar istatistiksel olarak anlamh bulunmadig igin
biz buradaki sonuglara bakarak nm23'in astrositomlarda invazyonu inhibe -ettigi
gorusiiniin gegerli oldugunu séyleyebiliriz.

Nm23'in degigik timorlerde farkh boyanma paterni gostermesini agiklamak igin
cesiti gorigler one siirilmiigtir. Aryee ve arkadaglannin ¢aliymasinda Ewing
timorlerinde dokulann degisik fiksasyon yontemleri ve is1 uygulamalanina bagh olarak
boyanma paterni de degismigtir. Bu durum in situ diizeyde oligomer olugumu ve protein
seviyesinde yapisal polimorfizme baglanmigtir®”,

Alternatif bir diigiince de nm23'iin ekspresyon kaybindan ¢ok inaktive oldugudur.
Metastatik kolorektal karsinomlarda ve noroblastomlarda nm23 lokusunda DNA

mutasyonlan saptanmistir®*?. Nm23'te genom diizeyinde allelik kayip olmasi nadirdir ve
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metastaz veya invaziv potansiyelle iliskisi saptanamamgtir®”. Ancak buna kargin yapilan
retrospektif bir calismada 104 kolorektal karsinomlu hastanin 5 yilhik takibi sonucunda
nm23-H1 allelik delesyonu olan hastalarin olmayanlara gore 3 kat daha fazla uzak
metastaz yapmaya egilimi gorilmiistir“®. Bizim ¢alismamizdaki sonuglara baktigimizda
olgulann %98.2'sinde nm23 ekspresyonu olmasi ve nm23 ekspresyonu ile tiimér grade'i
arasinda anlamh iligki bulunamams olmasi astrositomlarda nm23 gen mutasyonu
olabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. Ayrica grade I grubunda olgularin % 60'inda
sitoplazmik % 50'sinde g¢ekirdek boyanmasi varken grade IV grubunda olgulann
%87.5'Inde sitoplazmik %93.75'inde ¢ekirdek boyanmasi olmasi da nm23 gen mutasyonu
(p53 modelinde oldugu gibi) olabilecegini akla getirmektedir. Fakat yapilan ¢aligma ile bu
konuda ancak tahminde bulunulabilir. Kesin kamtlar igin daha ileri ve kapsamh
caligmalara gerek vardir.

Literatiirde nm23'iin metastazi 6nleyen bir gen olmasinin yamsira tiimér olusumu,
gelisimi ve invaziviteyi saflayan bir gen olabilecegi de o6ne surilmektedir. Yapilan
¢ahgmalarla nm23'iin etki mekanizmalar hakkinda kesin bir fikre ulagilamamamg olmakla
birlikte birden ¢ok etki mekanizmasinin oldufunu sdylemek miimkiindiir. Bu nedenle
nm23'in antimetastatik etkileri, timor olusumu ve gelisimi uzerindeki etkilerini agifa
cikarmak igin daha ileri diizeyde ve kapsamli ¢ahgmalara ihtiyag vardir.

Elde ettiimiz bulgularla literatiir bilgilerini birlikte degerlendirdigimizde
astrositomlarda histolojik grade ile nm23 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir iligkinin bulunmadiim ancak histolojik grade ile nm23 ekspresyonunun arttigin

soyleyebiliriz.

PR fﬁhmublu; Py wUKULD
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SONUCLAR
1-Nm23 normal beyin dokusunda noéronlarda eksprese edilmekte astrositlerde

eksprese edilmemektedir.
2-Astrositomlarda nm23 eksprese edilmektedir ve bu ekspresyon astrositomlarin
nadiren metastaz yapma davramgina katkida bulunan nedenlerden biri olabilir.
3-Astrositomlarda histolojik grade ile nm23 ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamh bir iligkinin bulunamamigtir ancak grade artis1 ile nm23'te ortaya ¢ikacak
olan bir mutasyon p53 modelinde oldugu gibi bu proteinin hiicre i¢i diizeyinde bir artisa
neden olabilir.
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OZET

Bu ¢alisma 19 Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dah arsivinden
1994-1999 yillan aras: taranarak saptanan astrositom tanisi almig 55 adet beyin biyopsi
materyali lizerinde gergeklestirilmigtir.

Astrositomlar yeniden gozden gegirilerek Daumas-Duport ve arkadaglan
tarafindan tammlanan 4'li grade'lendirme sistemine gore degerlendirildi ve grade'lerine
gore gruplandinldi.

Olgularda imminhistokimyasal olarak nm23 (sitoplazmik ve gekirdek)
ekspresyonun histolojik grade ile iliskisi aragtirilda.

Nm23 ekspresyonunun normal beyin dokusunda néronlarda pozitif astrositlerde
negatif oldugu goriildii.

Nm23'tn astrositomlann biiyiik bir kisminda eksprese edildigi gozlendi ve bunun
astrositomlarin nadiren metastaz yapmalarmin nedenlerinden biri olabilecegi diistinildii.

Nm23 ekspresyonu ile histolojik grade arasinda anlamh iligki bulunamadi. Ancak
olgularin grade'i yikseldikce hem gekirdek i¢in hem sitoplazma igin nm23
ekspresyonunun tiiméral hiicrelerde arttift gorildi. Bu durumun nedeninin nm23
geninde bir mutasyon olabilecegi diisiiniildii.

Aynca timorle infiltre dokularda nm23 ekspresyonunun tiiméral hiicrelerde
azaldif1 ve bunun sonucunda nm23'iin hareketi inhibe edebilecegi diisiintildi.
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