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1. GIRIS VE AMAC

Glioblastom; astrositik diferansiyasyon gdsteren yiiksek dereceli bir gliom olup,*
erigkinlerde en sik goriilen malign beyin tiimériidiir. Intrakranial tiimérlerin %15 ini,
primer malign beyin tiimérlerinin ise %45-50’sini olusturur.?®. En sik 55-85 yas araliginda
izlenmekle birlikte her yasta goriilebilir.*

Siklikla serebral hemisferlerde subkortikal beyaz madde ve derin gri madde
yerlesimlidir.® En sik etkilenen bolgeler sirastyla temporal, parietal, frontal ve oksipital
lobtur.®

Santral sinir sistemi tiimorlerinde en son ve giincel siniflama olan 2016 Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) siniflamas ile entegre tan1 sistemi smiflandirilmada kullaniimaya
baslanmustir. Glioblastomlar derece-1V tiimérlerdir. Taninin temelinde histopatoloji yer
almakla birlikte, asil isimlendirme molekiiler 6zelliklerine gére yapilmaktadir.

Glioblastomlar makroskopik olarak; biiyiik, diizensiz sinirli kitleler olup ¢evre dokuya
invazyon gosterirler. Kesit yiizleri; hemorajik, nekrotik, sari-gri renkte gériilen
glioblastomlarin tanisi i¢in histopatolojik olarak; astrositik morfoloji gésteren bir tiimorde
mikrovaskiiler proliferasyon, mitoz ve / veya nekroz izlenmesi gereklidir. Molekiiler
ozelliklerine gore glioblastomlar izositrat dehidrogenaz (IDH) mutasyon durumuna gore
iki gruba ayrilirlar ve bu glioblastom siniflamasinin ¢ekirdegini olusturur.! IDH
mutasyonuna gore; tlimorlerin %90’1n1 olusturan, mutasyonun goriilmedigi tiimdrler IDH-
wild tip (primer) glioblastomlar ve %10’unu olusturan, IDH mutasyonu gdsteren tiimorler
ise IDH-mutant tip (sekonder) glioblastomlar olarak siniflandirilirlar. Ayrica; IDH
mutasyonunu saptayacak yontemlerin bazi laboratuar merkezlerinde saglanamamasi
durumunda, tani igin yetersiz bilgi oldugunu belirten “Not otherwise specified (NOS)”
terimi kullanilmaktadir.!

IDH-mutant tiimorlerde IDH1-R132H en sik izlenen mutasyondur. Bu mutasyon varligi
altin standart bir yontem olan Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
saptanabilecegi gibi, immiinohistokimyasal olarak da gosterilebilir.” Ancak
immiinohistokimyasal olarak IDH1 pozitifliginin saptanmasinin spesifitesi %100 olmakla
birlikte senstitivitesi daha diisiiktiir.2

IDH mutasyonunun saptanmasi radyolojik goriintiilleme yontemleri ile de

yapilabilmektedir. Tiimoriin yerlesim yeri, boyutu, kist varligi, kontrast tutan / tutmayan



alanin biiylkligii, nekroz ve 6dem varligi gibi parametrelerin preoperatif olarak Manyetik
rezonans (MR) goriintiileme ile degerlendirilerek IDH mutasyon varliginin saptanabilecegi
cesitli calismalarda belirtilmektedir.®

Hizli ilerleyen bir tiimor olan ve dliimciil seyreden glioblastomlar tedaviye direngli
timorlerdir ve tedavilerinde multidisipliner bir yaklasim gerektirirler. Genel olarak
tedavisiz sagkalimi yaklasik 3 aydir. Ancak; IDH-mutant ve IDH-wild tip glioblastomlar
biyolojik ve klinik olarak farkliliklar gostermektedirler ve klinik gidisi 6ngérmek igin bu
ayirimin yapilabilmesi énemlidir. Ornegin; IDH-mutant tiimérlerin IDH-wild tip
glioblastomlara gére sagkalim siireleri daha uzun olup,’® bu tiimérler daha geng yasta
goriiliirler (ortalama yas 48°dir).* Ayrica IDH-mutant glioblastomlar daha ¢ok frontal lobu
tutmay1 tercih ederler.®

Biz bu ¢alismamizda; glioblastom tanisi i¢in gerekli olan veya sik goriilen histopatolojik
ozellikleri (pleomorfizm, heterojenite, selliilarite, mikrovaskiiler proliferasyon, vaskiiler
tromboz, nekroz, nekroz gevresi palizatlanma, mitoz) ve tiimoriin preoperatif MR
goriintiileme 6zellikleri (yerlesim yeri, 6dem, kist, nekroz, boyut, satellit, multifokalite) ile
bunlarin IDH-mutant veya IDH-wild tip olan glioblastomlardaki gériilme sikligi ve
iliskisini inceledik. Ayrica IDH mutasyonunu belirlemede altin standart olan RT-PCR
yontemi ile yaygin olarak kullanilan immiinohistokimya (IHK) yontemi arasindaki iliskiyi
arastirdik. EK olarak; noninvaziv bir yontem olan MR goriintiilemesinde tiimoriin
ozelliklerinin preoperatif incelenmesi ile IDH mutasyon varliginin korelasyonunu

aragtirmay1, tiim bu yontemlerin sensitivite ve spesifitesini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Santral sinir sistemi tiimorleri ve giincel siniflama

Beyin ve santral sinir sistemi (SSS) tiimorleri siklik sirasina gore tiim diinyada
ondokuzuncu,!! Tiirkiye’de ise onbirinci sirada goriilen'? tiimorlerdir.

Kanser istatistikleri her y1l Amerika Kanser Birligi tarafindan yaymlanmaktadir. 2019
yilina ait verilerde, primer malign beyin tiimori tanist alan tahmini 23.820 yeni olgu ve
tahmini 17.760 6liim vardir.'® Tiirkiye’de ise kayit sisteminin yeterli uygulanmamasi
sebebiyle giincel kanser verileri bulunmamaktadir. 2016 yilinda Saglik Bakanligi Halk
Saglig1 Genel Miudiirliigii tarafindan kanser istatistik verileri toplanmis, Tiirkiye’de beyin
ve diger sinir sistemi tiimdrlerinin y1llik olgu sayis1 2.071 olarak saptanmugtir.t?

Beyin tiimorleri ilk olarak 1829°da Cruveilhier, ardindan 1836’da Bressler tarafindan
makroskopik olarak tanimlanmuis; daha sonra Virchow tarafindan smiflandirilmistir.}* DSO
smiflamasi ise 1993°te yaymlanmis olup, beyin tiimoérleri benignden maligne dogru 1 ile 4
arasinda derecelendirilmistir.® 1993-DSO siniflamasinda bu tiimérlerin klasifikasyonu
histopatolojik 6zelliklerin yani1 sira hastalarin yasam siirelerine gore yapilmigtir. 2000 ve

6.16 e tiimorler

2007 yillarinda yayimlanan DSO siniflamasinda ise tekrar diizenlenmis
histolojik benzerlikler, immiinohistokimyasal boyanma sonuglar1 ve elektron mikroskopik
goriintiilerin degerlendirilmesine gore ayrilmistir.t Son yirmi yildaki calismalar ile de bu
tiimorlerin tlimorgenezisinin altinda yatan genetik degisiklikler agikliga
kavusturulmustur.t” 2007 DSO simiflamasinda bu genetik degisikliklerin ¢ogu yayinlanmus;
ancak genetik degisiklikler neoplazmlari tanimlamak i¢in kullanilmayip, sadece ek bilgi
olarak belirtilmistir.

2014’de Haarlem’de gergeklestirilen Uluslararasi Noropatoloji toplantisinda, genetik ve
molekiiler bilgilerin, gilincel klinik uygulamalar1 olumsuz bi¢gimde etkilemeden bu
timorlerin siniflandirilmasinda kullanilmas: gerektigi kabul edilmis, molekiiler bilgilerin
tanida kullanimini 6ngoren “entegre tan1” sisteminin uygulanmasi kararlastirilmistir.
Entegre tani, histolojik tip, DSO derecesi ve molekiiler degisikleri igeren basamakli bir
yorumu i¢ermektedir.'®

En son ve giincel siniflama olan 2016 DSO siniflamast ile SSS tiiméorlerinde bu entegre
tam sistemi kullanilmaya baslanmistir (Tablo 1).! Buna gore; siniflamadaki katergorilerden
biri ve SSS parankiminin en sik primer tiimérleri olan “diffiiz astrosit ve oligodendrosit

kokenli tiimorler” histopatolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak derecelendirilirler.®



Astrositik tiimorler; Derece-1 (pilositik astrositom, subependimal dev hiicreli astrositom,
anjiosentrik gliom), Derece-II (diffiiz astrositom, pleomorfik ksantoastrositom, 3.
ventrikiiliin kordoid gliomu), Derece-111 (anaplastik astrositom, anaplastik pleomorfik
ksantoastrositom) ve Derece-1V (glioblastom) olarak, oligodendroglial tiimérler ise;
Derece-11 (oligodendrogliom) ve Derece-111 (anaplastik oligodendrogliom) olarak
siniflandirilirlar. Bu histopatolojik degerlendirme tiimoriin biyolojik davranisi ve tedaviye
cevabi hakkinda fikir vermektedir. Derece-I tiimorler diisiik proliferasyona sahiptir ve
rezeksiyon sonrasi kiir ihtimali vardir. Derece-II tiimdrler ise diisiik proliferasyona sahip
olsa dahi, infiltratif 6zellikte olabilirler, rekiirrens ihtimali olan tiimoérlerdir ve daha yiiksek
dereceli bir tlimore progrese olma egilimi gosterirler. Derece-I1I tiimorler; belirgin artmis
atipi ve artmis mitoz gibi malignite kriterlerine sahiptir ve tam rezeksiyon sonrasi
radyoterapi ve / veya kemoterapi tedavisi alirlar. Derece-IV olan tiimérler; belirgin
malignite kriterlerine sahip (atipi, mitoz, atipik mitoz, nekroz), ¢evre dokuya yaygin
infiltrasyon gdsteren ve hizli ilerleyisli, fatal seyirli timorler olup, rezeksiyon sonrasi
radyoterapi ve / veya kemoterapi ile tedavi edilirler.?

Glioblastomlar 2016 DSO siniflamasina gore histolojik olarak Derece IV tiimérler olup;
bu siniflamada simdiye kadar kullanilan ve histolojik 6zelliklerinin ¢ok ¢esitli olmasindan
kaynaklanan “multiforme” tabiri kaldirilmistir.®

Glioblastomda siniflamanin temelinde histopatoloji yer almakla birlikte, tiimorler
molekiiler 6zelliklerine gére adlandirilirlar.! Glioblastom tanisi, astrositik morfoloji
gosteren bir tiimorde mikrovaskiiler proliferasyon, mitoz ve/veya nekroz izlenmesi ile
verilmektedir. IDH mutasyonu ise siniflamanin ¢ekirdegini olusturmakta olup
glioblastomlar, IDH mutasyon durumuna gore kategorize edilirler! ve 2 gruba ayrilirlar:
tiimorlerin %9011 olusturan IDH-wild tip (primer) glioblastomlar ve %10’ unu olusturan
IDH-mutant tip (sekonder) glioblastomlar.* Bu mutasyon immiinohistokimyasal yolla ya
da Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilarak saptanabilen bir mutasyon olup
bazi patoloji laboratuarlarinda bu yontemleri uygulayacak ekipmanlarin yoklugu sebebiyle
molekiiler 6zelliklerin test edilemedigi veya test sonuglarinin belirsiz oldugu olgular i¢in
2016 DSO smiflamasina “Not Otherwise Specified (NOS)” terimi dahil edilmistir. NOS
terimi spesifik bir tan1 icin yetersiz bilgi oldugunu belirtmektedir.

Primer ve sekonder glioblastom terimi aslinda ilk kez 1940 yilinda Schere tarafindan

kullanilmz;, astrositomlardan gelisen sekonder glioblastomun, primer glioblastomdan



mutlaka ayirt edilmesi gerektigi, ¢linkii bu tlimorlerin klinik ve biyolojik agidan farkliliklar

gosterdigi, genomik profillerinin farkli oldugu ve farkli genetik yolaklar1 kullandigi

2021 fleri yasta de novo ortaya ¢ikan primer lezyonlar genellikle IDH-wild tip

belirtilmistir.
timorler olup, hizli ilerler ve ilk 3 ayda klinik belirti verirler. IDH-mutant glioblastomlar
ise daha geng yasta goriilen ve diisiik dereceli diffiiz glial tiimorden progrese olan sekonder

tiimorlerdir.?%23

Tablo 1. 2016 DSO Santral sinir sistemi tiimorleri siniflamasi.

Diffiiz astrositik ve oligodendroglial tiimérler
-Diffiiz astrositom, IDH-mutant
Gemistositik astrositom, IDH-mutant
- Diffiiz astrositom, IDH-wild tip
- Diffiiz astrositom, NOS

- Anaplastik astrositom, IDH-mutant
- Anaplastik astrositom, IDH-wild tip
- Anaplastik astrositom, NOS

- Glioblastom, IDH-mutant
- Glioblastom, IDH-wild tip
Dev hiicreli glioblastom
Gliosarkom
Epiteloid glioblastom
- Glioblastom, NOS

- Diffiiz orta hat gliomu, H3 K27M-mutant

- Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19g-kodelesyonu
- Oligodendrogliom, NOS

- Anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/19qg-kodelesyonu

- Anaplastik oligodendrogliom, NOS




- Oligoastrositom, NOS
- Anaplastik Oligoastrositom, NOS

Diger astrositik tiimorler

Ependimal tiimérler

Diger gliomlar

Koroid pleksus tiimorleri

Noronal ve mikst néronal-glial tiimorler
Pineal gland tiimorleri

Embriyonel tiimorler

Kranial ve paraspinal sinir tiimorleri
Meningiomlar

Mezenkimal, non-meningotelyal tiimérler
Melanositik tiimorler

Lenfomalar

Histiositik tiimorler

Germ hiicreli tiimorler

Ailesel tiimor sendromlari

2.2 Glioblastomlarin genel 6zellikleri

2.2.1 Tanim

Glioblastom; infiltratif yiiksek dereceli gliomdur.! Eriskinlerde en sik gériilen malign
beyin tiimérii olup primer malign beyin tiimérlerinin yaklasik yarisini olusturur.??

2.2.2 Epidemiyoloji

Glioblastom, intrakranial tiimorlerin %15’ini, primer malign beyin timoérlerinin ise
%45-50’sini olusturur.?® Avrupa, kuzey Amerika ve Avustralya’da 100.000’de 3-4 kiside
goriiliirken, dogu Asya’da 100.000’de 0,59 kiside goriilmektedir.2#?°

Glioblastom biitiin yaslarda saptanabilirken, en sik 55-85 yas araliginda izlenmektedir.
40 yasin altinda az goriilmekle birlikte gocukluk ¢aginda ¢ok nadir olarak izlenir. Erkek /

kadin orani iilkelere gore degismekte olup, 1,6 / 1 oranindadir.>?



2.2.3 Etiyoloji

Glioblastoma neden olan ¢ogu etkenler tam olarak bilinmemekle birlikte, ¢evresel ve
genetik nedenler yani sira, spesifik Mendelyan sendromlar ile de iliskilendirilmistir. Non-
iyonize radyasyon ve mesleki maruziyet iliskisi kanitlanmamis olup bu tiimor ile tek
iliskilendirilen risk faktorii bas-boyun bolgesine uygulanan iyonize radyasyon
terapisidir.®® Glioblastomun, Turcot sendromu, Li-Fraumeni sendromu, Nérofibromatozis
Tip 1 gibi baz ailesel hastaliklarla birlikteligi gosterilmistir. Daha nadir olan Ollier-tip
multipl enkondromatozisten de bahsedilmektedir.?® Ayrica L-2-hidroksiglutarik asidiiri
taml1 hastalarda beyin tiimérii hatta glioblastom gelistigi literatiirde belirtilmistir.?’

2.2.4 Lokalizasyon

Glioblastom siklikla serebral hemisferlerde subkortikal beyaz madde ve derin gri madde
yerlesimlidir. Ziirih Universite Hastanesi’nde 987 glioblastom olgusuyla yapilan
calismada, en sik etkilenen bolgeler: %31 temporal lob, %24 parietal lob, %23 frontal lob,
%16 oksipital lob olarak bildirilmis olup; Amerika’da da lokalizasyonlarin benzer oldugu
belirtilmistir.®?® Tiimor yayilimi genellikle komsu kortekse ve korpus kallozum araciligi
ile kontralateral hemisfere dogru olur. Serebellum ve spinal kordda ise ¢ok nadir gériiliir.
Cocuklarda o6zellikle bazal ganglia, talamus ve beyin sapinda daha sik gorildigii
bilinmektedir.?

2.2.5 Klinik ozellikler

Glioblastom hizli ilerleyen bir tiimordiir. Semptomlar tiimor lokalizasyonuna bagh
olmakla birlikte ¢ogunlukla hemiparezi ve afazi gibi fokal norolojik defisitler ve 6deme
bagli intrakranial basing artis1 seklinde ortaya ¢ikar. Hastalarin yarisi ise ilk kez olan nobet
seklinde semptom verir. Diger sik goriilen semptomlar arasinda kisilik degisikleri,
noéromotor fonksiyon kaybi, bulanti, kusma ve bas agris1 bulunmaktadir. Genellikle
semptomlar tutulan beyin bélge ve merkezleri ile uyumludur.®?® IDH-wild tip glioblastom
(primer) genellikle ilk bulgusunu 3-6 ay arasinda verirken, IDH-mutant glioblastom
(sekonder) daha uzun siirede bulgu verir.?®

2.2.6 Goriintiileme

Son 20 yildir, MR ve bilgisayarli tomografi, intrakraniyal ve spinal lezyonlarin
tanisinda standart kullanima girmis tekniklerdir. MR normal anatomik yapiy1 ve beyin
parankimindeki degisiklikleri daha detayli gosterir.®® Glioblastomlar, MR’da heterojen

kitle seklinde gortiniirler. Bu heterojen goriiniim nekroz ve / veya kist olusumuna



baglidir.3! T1A gériintiisiinde genellikle santral yerlesimli hipointens alan mevcuttur. Bu
hipointens alani ¢evreleyen kalin, diizensiz duvarli solid Kitle, parankime gore izointens
veya hafif hipointens sinyal paternine sahiptir. T2A incelemede heterojen yapida
hiperintens goriiniim vardir. Cevresel 6dem alan1 T2A goriintiilemede belirgindir.
Intravendz gadolinyum sonras1 yapilan incelemelerde opaklasma her zaman saptanmakta
ve bu boyanma genellikle tiimoriin kalin diizensiz duvarinda halkasal olmaktadir (Sekil 1).
Bu radyolojik bulgular glioblastom i¢in oldukg¢a karakteristik olup, derece-I1 ve 11
astrositomdan ayirt etmekte yardimei olurlar.>? MR, tan1 ve cerrahi rezeksiyon sonrasi
tedavilere temel olusturacak rezidiiel tiimoriin boyutunu belirlemek i¢in de
kullanilmaktadir.3® Ayrica tedaviye bagl radyasyon nekrozunu niiks tiimérden ayirmada
perfiizyon MR oldukga faydalidir.3* Odem ve santraldeki genis nekroz alani, IDH-wild tip
glioblastomda IDH-mutant glioblastoma gore daha sik gézlenir. Tiimoriin daha biiyiik
boyutlarda olmasi ve kistik alanlarin varligi ise daha ¢ok IDH-mutant glioblastomlarda

goriilmektedir.®

Sekil 1. Sag parietal bdlge yerlesimli 2,5cm ¢apinda glioblastom olgusunun MR
goriintiilemesi.



2.2.7 Yayillim

Glioblastomlar, hizli bir sekilde, infiltratif bitylime gosterirler. Tiimor, siklikla beyaz
madde i¢indeki fiber traktiisler yoluyla ¢evre parankime veya korpus kallozum araciligiyla
kontrolateral hemisfere ilerler.®® Kars1 hemisfere yayildiginda “butterfly glioma” ismini
alir.®® Bu hizli yayilabilme dzelligine ragmen glioblastomlar subaraknoid bosluga ve beyin
omurilik stvisina nadiren yayilim gosterirler.3” Benzer sekilde dura, vendz siniisler ve
kemik invazyonu da ¢ok nadirdir. Perivaskiiler alan boyunca yayilmasi tipik olmakla
beraber damar liimenine invazyon sik bir bulgu degildir. Ekstrakranial metastaz ¢ok
nadirdir.®® Daha &nce islem gérmiis veya ventrikiiler sant1 olan hastalarda metastaz
goriilebilmektedir.®33 En sik akciger ve plevra, ardindan bolgesel lenf nodu, kemik ve
karacigere metastaz yapmaktadir.®® Lenfoid ve hematojen yayilim ise ¢ok nadir goriiliir.®
Immiinsupresan tedavi alan hastalarda kan dolagiminda tiimér hiicresi goriilebilmektedir.
Glioblastom hastasi olan dondrden yapilan organ transplantasyonlarinda alicida
glioblastom gelistigi goriilmiistiir.*°

2.2.8 Makroskopik ozellikler

Glioblastomlar ilk tan1 aninda biiyiik boyutlu ve bir¢ok lobu tutmus olarak
gortilebilirler. Lezyon genellikle unilateral ve kétii sinirlidir. Cogu glioblastom
intraparankimal yerlesimlidir; nadiren yiizeyel yerleserek leptomeninks ve dura ile iligkili
gosterebilir. Hemoraji, kist formasyonlar1 ve nekroz alanlar1 yaygindir. Kesit yiizeyinde
nekroz odaklar1 sarimtirak, timor kitlesi gri-beyaz, kanamali alanlar ise kirmizi-
kahverenkli gozlenir (Sekil 2). Makroskopik olarak izlenen kistlerde bulunan sivinin

nedeni likefaksiyon nekrozuna ugrayan tiimér dokusudur.®4!



Sekil 2. Makroskopik olarak glioblastom kesit yiizii.

2.2.9 Mikroskopik ozellikler

Glioblastom, hiperselliiler diffiiz bir gliomdur. Pleomofik hiicrelerden olusur. Timor
hiicrelerinin niikleer atipisi belirgin olup, belirgin mitoz igermektedir. Bazi tiimdrlerde
belirgin pleomorfizmin eslik ettigi multiniikleer dev hiicreler olmakla birlikte, bir kisminda
monoton hiicreler baskin olarak goriilmektedir. Yaygin hiicre morfolojisi; pleomorfik,
hiperkromatik niikleus ve genis sitoplazmali hiicre 6zelligindedir. Fokal olarak olsa dahi,
hiicrelerin astrositik kokenden geldigi kolaylikla farkedilmekle birlikte, az diferansiye
tiimdrlerde bazen ayirt etmek zor olabilir.* Bélgesel heterojenite glioblastomlarda
belirgindir; bu yiizden stereotaktik biyopsilerde tan1 koymak zordur.*?

Glioblastom tanist spesifik hiicre tipinden ziyade dokunun yapisal paterni ile belirlenir.
Tani i¢in yiiksek dereceli anaplazili glial hiicreler, mitotik aktivite, mikrovaskiiler
proliferasyon ve / veya nekroz gerekmektedir. Genis nekroz alanlar1 merkezde olup, canli
timor hiicreleri nekrozun ¢evresinde bulunmaktadir. Bu canli hiicreler nekroz gevresinde
tipik olarak palizatlanma seklinde bir dizilim gosterirler.

Glioblastomlarda farkli hiicre morfolojileri (kiigiik, oligodendrioglial, lipidize, graniiler,
dev hiicreler) goriilebilmektedir. Bazi glioblastomlarda, bu farkli morfoloji gosteren
hiicreler baskin olabilirler. Boyle tiimorlerin bir kagi IDH-mutant tip olsa bile, cogu IDH-

wild tip glioblastomtur.?
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2.2.9.1 Sekonder yapilar

Glial hiicreler kendilerine bariyer olusturan bir yapi ile karsilastiklarinda siraya
dizilirler. Kortekste subpial zonda, subependimal alanda, néron etrafinda (satellitozis diye
adlandirilir) ve kan damarlar1 ¢evresinde birikim olusturabilirler. Bu antiteler “sekonder
yapilar” olarak adlandirilirlar.t#

2.2.9.2 Mitoz ve proliferasyon

Glioblastomda proliferatif aktivite belirgindir ve atipik mitoz sik izlenir. Mitotik aktivite
yiiksek olup mitoz ve Ki67 proliferasyon indeksi tiimor igerisinde farkli alanlarda
degiskenlik gostermektedir. Ki67 proliferasyon indeksi tipik olarak ortalama %15-20’dir
fakat bazen fokal alanlarda %50’den fazla olabilir.** Bazi1 calismalarda Ki67 proliferasyon
indeksinin prognozda dnemli oldugu ve yiiksekliginin kisa yasam siiresi ile iligkili oldugu
bildirilmigtir.444°

2.2.9.3 Mikrovaskiiler proliferasyon

Glioblastom vaskiilarizasyonun en fazla oldugu tiimérlerdendir. Mikrovaskiiler
proliferasyon glioblastom tanisinda 6nemli bir bulgudur. Tipik olarak diiz kas hiicreleri ile
birlikte cok tabakali mitotik aktif endotel hiicrelerinden olusan glomeriiloid yumak
seklinde goriilmekte olup, nekroz ¢evresinde daha sik izlenir. Daha az goriilen baska bir
formu da orta boyutlu damarlarda endotel hiicrelerinde goriilen hipertrofik
proliferasyondur. Vaskiiler tromboz yaygindir ve bu iskemik tiimoér nekrozunda rol
oynar.4

2.2.9.4 Nekroz

Nekroz glioblastomun ayirt edici bir 6zelligidir ve agresif klinik gidis ile iliskilidir.”
Koagiilatif tipteki bu odaklar neoplastik dokuyu sardig1 gibi damar yapilarini da sarabilir.
Mikroskopik olarak “psddopalizadlanan nekroz” olarak adlandirilan karakteristik lezyonda,

nekrozun gevresinde neoplastik hiicrelerin periferik 1sinsal dizilimi izlenir,24®

2.2.9.5 inflamasyon

Inflamatuar hiicrelerin sayis1 glioblastomda degiskendir. Belirgin perivaskiiler lenfosit
toplulugu glioblastomun az bir kisminda, en tipik olarak gemistositik komponentin oldugu
alanlarda izlenir. Inflamatuar hiicreler baskin olarak CD8 (+) T lenfositlerden, az sayida
CD4 (+) T lenfositlerden olusur. B lenfositler %10’dan az olguda gériilebilir.*® CD8 (+) T

lenfositlerden zengin tiimdre sahip hastalarin yasam stirelerinin daha uzun oldugu
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diisiiniilmektedir.*® Ayrica mikroglia ve histiositler de glioblastomlarda gériilen

inflamatuar hiicrelerdir.>®

2.2.10 Belirli hiicresel elemanlarin varh@ina gore yapilan histopatolojik
siniflandirma

2.2.10.1 Kiigciik hiicreler ve kiiciik hiicreli glioblastom:

Kiigiik, yuvarlak, hiperkromatik niikleuslu, yiiksek niikleus / sitoplazma orani bulunan,
minimum atipiye sahip monoton hiicre popiilasyonundan olusur. Belirgin mitoz
izlenmektedir, Ki67 proliferasyon indeksi yiiksektir ve p53 mutasyonu normalden daha az
goriilebilir.* %70 oraninda “Epidermal Growth Factor Receptor” (EGFR) amplifikasyonu
ve kromozon 10°da kayip mevcuttur; IDH1 mutasyonu izlenmez.515?

2.2.10.2 Primitif noral hiicreler ve primitif néral komponent iceren glioblastom:

Bu alt grupta klasik diffiiz gliom arasinda noronal diferansiyasyon gosteren bir ya da
birden fazla solid goriiniimli primitif alanlar bulunur. Bu primitif odak keskin sinirhidir.
Hiperselliiler olup, yiiksek mitoz-karyoreksis indeksi ve yiiksek niikleus / sitoplazma
oranina sahiptir. Bu alanlar néronal belirteglerle immiinoreaktivite gostermektedir. Ki67
proliferasyon indeksi gliom alanlarina kiyasla oldukga yiiksektir. Yaygin p53
immiinoreaktivitesi izlenmektedir. IDH1 mutasyonu yaklasik %15-20 olguda
goriilmektedir. Beyin omurilik sivisina yayilim yapmasi ve primitif goriinen nodiillerde
Myc gen amplifikasyonu izlenmesi diger glioblastomlardan ayiric1 6zellikleridir.>>4

2.2.10.3 Oligodendrogliom komponenti:

Oligodendroglioma benzeyen alanlar glioblastomlarda goriilebilir. Farkli bityiikliikte ve
siklikta izlenebilir. Bu hastalar daha iyi prognoza sahiptirler.>® Oligodendriogliom benzeri
alanlarin IDH-mutant tipte, IDH-wild tipe oranla daha fazla oldugu bildirilmistir.°

2.2.10.4 Gemistositler ve gemistositik astrositik neoplazmlar:

Gemistositik hiicreler; eksantrik yerlesimli, koyu-koseli niikleusa ve genis-fibriler
uzantist bulunmayan sitoplazmaya sahiptir.! Boyle tiimérlerde IDH1 mutasyonu
goriilmektedir. Ayrica gemistositik morfolojideki astrositik diisiik dereceli neoplazmlar
(Derece-11 ve 111), gemistosit igermeyenlere gore glioblastoma daha hizli doniisiirler.>®

2.2.10.5 Multiniikleer dev hiicreler:

Bizar, multiniikleer dev hiicreler glioblastomlarin 6zelliklerinden biridir. Sik
goriilmekle birlikte, tiimorde ¢ok farkli oranlarda bulunabilirler. Eger baskin hiicre tipi dev

hiicreler ise, glioblastomun bir varyanti olan dev hiicreli glioblastom adini alir.>’
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2.2.10.6 Graniiler hiicreler ve graniiler hiicreli glioblastom:

Graniiler, periodik asit-Schiff pozitif sitoplazmaya sahip hiicrelerden olusur. Bu
hiicreler bazi olgularda o kadar baskindir ki, graniiler hiicreli timér ile karisabilir.>® Bazi
olgularda ise astrositom komponentini se¢mek gii¢ olabilir ve hiicreler makrofajlar ile
karistirilabilir. Ozellikle zengin makrofaj ve perivaskiiler alanda lenfosit bulunmast,
demiyelizan hastaliklar1 diisiindiirebilir. Bu graniiler hiicreler sitoplazmalarindaki yogun
lizozom sebebiyle CD68 ile immiinoreaksiyon gosterirler; fakat makrofajlar i¢in daha
spesifik olan CD163 ile immiinoreaksiyon izlenmez.>®

2.2.10.7 Lipidize hiicreler ve lipidize hiicreli glioblastom:

Hiicreler kopiiksii sitoplazmali, lipidize goriinlimdedir. Nadir de olsa bazen baskin
hiicre komponenti olarak goriilebilirler.%°

2.2.10.8 Metaplazi ve gliosarkom:

Metaplazi terimi, neoplazmlarda farkli diferansiyasyon gosteren bir hiicre tipinin
bulundugunu belirtmek i¢in kullanilir. Epitelyal (skuamdz hiicreler, keratin inciler,
adenoid yapilar) veya mezenkimal (gliosarkom) komponenti bulunabilir.®*

2.2.11 Glioblastom varyantlari

Glioblastomlarin hiicre paternleri farkli histolojik 6zellikler barindirmakla beraber,
hepsinin benzer biyolojik ve klinik davranisi vardir. Bunun yani sira varyantlarmn ise farkl
biyolojik ve klinik davranislar gosterdigi bilinmektedir.?

2.2.11.1 Dev hiicreli glioblastom:

Tiim glioblastomlarin %]1’inden azin1 olusturur ve daha geng, pediatrik popiilasyonda
daha sik goriiliir. Bizar, multiniikleer dev hiicreler ve yogun retikiilin agindan olusan nadir
bir varyanttir. Tiimordeki baskin hiicre tipi dev hiicreler ise bu ad1 almaktadir. Genellikle
temporal ve parietal loblarda subkortikal yerlestigi i¢in metastaz ile karigabilir. Klinik
olarak IDH-wild tip glioblastomlarla benzer olmakla birlikte, diger glioblastomlara kiyasla
daha uzun yasam siiresine sahip ve daha iyi prognozludur.>”%® IDH mutasyonu izlenmez;
fakat IDH-wild tip glioblastomlarda izlenmeyen p53 mutasyonu ¢ok daha sik izlenir.%*

2.2.11.2 Gliosarkom:

Gliosarkom, bifazik patern gosteren bir IDH-wild tip glioblastom tipidir. Tim
glioblastomlar i¢indeki insidans1 %2-8dir.®> Glioblastom tedavisi sonrasi gelisebilecegi
gibi, primer olarak da meydana gelebilir.®® Gliosarkom; astrositik komponent ve prolifere

damarlarin malign transformasyonu sonucu gelisen sarkomat6z komponentten olusur.
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Fakat hem glial hem de mezenkimal komponentin sitopatolojik ve molekiiler olarak
monoklonal orjine sahip olduguna dair kanitlar bulunmaktadir.®” Gliosarkomlarda, IDH
mutasyonu izlenmez; fosfataz ve tensin homologu (PTEN) mutasyonu, p53 mutasyonu ve
nadir olarak da EGFR amplifikasyonu gosterirler.®® Prognoz agisindan klasik
glioblastomdan ¢ok farkli oldugu gosterilememis olsa da, gliosarkomlarin sistemik
metastaz ve kafa kemiklerine invazyonu daha sik izlenmektedir.%>6%7

2.2.11.3 Epiteloid glioblastom:

Epiteloid hiicrelerden olusan, bazen rhabdoid hiicrelerin bulundugu, mitotik aktivitesi
yiiksek, mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz i¢eren yiiksek dereceli diffiiz astrositik
tiimdrlerdir. Genellikle geng eriskin ve ¢ocuklarda goriiliirler. Agresif tiimorlerdir ve kisa
yasam siiresine sahiptirler. Diger glioblastomlar ile kiyaslandiginda BRAF V600E
mutasyonu daha sik izlenir. IDH1 mutasyonu izlenmemektedir. Prognozu en kotii olan
varyanttir, 1"

2.2.12 Ayiric: tam

Glioblastomlar birgok neoplastik veya reaktif siireci taklit edebilir. Yeni gelisen bir
enfarktiis, demiyelizan hastaliklar, radyonekroz, SSS lenfomasi, abse, metastaz ve bir¢ok
glial tiimor ayirici tanida akla gelmelidir.

Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom ve anaplastik ganglioglioma DSO-2016 SSS
timorleri siniflamasinda derece-III tiimorlerdir. Bu timdrler hiperselliilerite, pleomorfizm
ve sitolojik atipi igerirler. Ayrica nekroz, mikrovaskiiler proliferasyon ve ¢ok sayida mitoz
izlenmesi sebebiyle, glioblastomlarla mikroskopik olarak karisabilmektedirler. Tiim bu
ozelliklerin yani sira eozinofilik graniiler cisimcikler ve / veya Rosenthal fibrilleri
glioblastomlarda bazen bir odakta izlenmekle birlikte, anaplastik pleomorfik
ksantoastrositom ve anaplastik gangliogliomalarda sik¢a izlenmektedir. Her ikisi de Kistik
komponent igerir ve leptomeninks infiltrasyonu tipiktir. Anaplastik pleomorfik
ksantoastrositomlar genellikle periferal yerlesimli ve iyi sinirlidir. Anaplastik
ganglioglioma ise displastik ganglion hiicreleri icermektedir. Bu hiicreler
immiinohistokimyasal olarak noronal belirteglerle boyanma gosterirler. CD34 pozitivitesi
de belirleyici bir belirtectir. BRAF mutasyonu glioblastomdan farkli olarak sik¢a

izlenmektedir.%?
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2.2.13 Immiinofenotip

Glioblastomlar genellikle glial fibriller asidik protein (GFAP) eksprese ederler; fakat
olgudan olguya reaktivite derecesi degisiklik gosterir. Gemistositik alanlarda GFAP ile
kuvvetli ekspresyon izlenirken; primitif hiicreli komponentte genellikle ekspresyon
goriilmez. Gliosarkomda gliomat6z komponentte GFAP ekspresyonu izlenirken;
sarkomatoid alanlarda fokal ekspresyon mevcuttur ya da ekspresyon yoktur.

Glioblastomlarda tipik olarak S-100 ekspresyonu izlenir.*

Ozellikle kétii diferansiye tiimorlerde oligodendrosit transkripsiyon faktorii-2 (OLIG2)
ekspresyonu, glioblastomu ependimomdan ve non-glial tiimérlerden ayirmada faydalidir.”

Nestin, glioblastomlarda eksprese edilen ve diger yiiksek dereceli gliomlardan
ayriminda kullanilan bir belirtegtir.”

Glioblastomlarda genellikle p53 proteininin asir1 ekspresyonu izlenmektedir.™

Wilm’s tiimér proteini-1 (WT-1) hem diisiik hem de yiiksek dereceli gliomlarda pozitif
saptanir. Hem p53 hem de WT-1, tedavi edilmis glioblastom olgularinda reaktif gliozisle
neoplastik astrositlerin ayriminda kullanilir.”

2.2.14 Genetik profil

Astrositik tiimorler arasinda en ¢ok glioblastomlarda genetik degisikler izlenmektedir.
Noroepitelyal hiicrelerin malign doniisiimii, genetik ve epigenetik degisikliklerle olusan
cok asamali bir siirectir.”® Primer ve sekonder glioblastomlar farkli genetik yolaklardan
gelisir ve farkli ekspresyon profilleri gosterirler. Primer glioblastomlarda EGFR
amplifikasyonu, PTEN mutasyonu ve kromozom 10 kayb1 daha sik goriiliirken; sekonder
glioblastomlarda ise IDH1 ve IDH2 mutasyonu ile TP53 mutasyonu siklikla izlenir.”’

Genel olarak glioblastomlarda;

- En sik goriilen kromozomal anormallik 7p’nin kazanimi ve 10q’nun kayb1
birlikteligidir.’

- Glioblastomlarda en sik goriilen amplifikasyon EGFR olup; asir1 overekspresyonu ile
iliskilidir.”® Primer glioblastomlarin yaklasik %40’1inda goriiliirken; sekonder
glioblastomlarda ¢ok nadirdir.1°

- Glioblastomlarin %90’1nda tirozin kinaz reseptdr yolaginda degisiklik vardir.®

- PTEN geni, hiicre gogalmasi, timor hiicresi migrasyonu ve timor hiicresi invazyonu
ile ilgilidir ve ¢ogunlukla primer glioblastomda olmak iizere, glioblastom olgularinin %15-

40’1nda PTEN mutasyonu izlenir.5!
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- Norofibromin-1(NF1) gen mutasyonu primer glioblastom olgulariin %20’sinde
izlenir.®

- p53 yolagindaki genetik degisiklikler glioblastomlarin yaklasik %90°mnda izlenir.8
TP53 geninde meydana gelen mutasyon, gliomlarin diisiik dereceliden yiiksek dereceli
forma donilismesinde etkilidir. Bu mutasyon primer glioblastomlara kiyasla sekonder
glioblastomlarda % 90°dan fazla goriiliir.%

- “Mouse double minute 2 homolog” (MDM2) amplifikasyonu TP53 mutasyonu
olmaksizin glioblastomlarin %10’nundan azinda izlenirken;*> MDM2 asir1 ekspresyonu
primer glioblastomlarin %50’sinden fazlasinda, sekonder glioblastomlarin sadece
%11’inde izlenir.®

- Sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A (CDKN2A) lokusu, timor baskilayici fonksiyonu
olan pl4arf’yi kodlamaktadir. pl4arf ekspresyon kaybi, glioblastomda sik olarak
gozlenir.%*

- Retinoblastom protein yolaginda goriilen genetik degisikler tiim glioblastomlarin
%80’ine yakininda izlenir.%

- Telomeraz revers transkriptaz (TERT) promotor mutasyonlari primer glioblastomda
sik (%70-80) izlenmesine ragmen, sekonder glioblastom ve astrositomda seyrek goriiliir.2®

- A-talasemi/mental retardasyon sendrom X gegisli (ATRX) mutasyonu, sekonder
glioblastomlarin yaklasik %57’sinde izlenmekle birlikte, primer glioblastomlarda ¢ok
seyrektir.8

- WT-1, astrositomlara spesifik bir belirteg olmamakla birlikte, glial timérlerde derece
arttikga WT-1 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir.8’

- IDH mutasyonu, glioblastomlarda yaklasik %12 oraninda saptanir.®

IDH, sitrik asit siklusunda izositratin alfa ketoglutarata dontisiimiinii saglayan oksidatif
dekarboksilasyon reaksiyonunu katalizleyen enzimdir. Bu reaksiyon oksidatif hasarin
hiicresel kontroliinde rolii olan indirgenmis NADP (NADPH)’m olusumuyla sonuglanir.®
IDH mutasyonlarinin gliom tiimdrgenezisinin erken evrelerinde ortaya ¢iktigi ve glial
prekiirsor hiicreleri etkiledigi; TP53 mutasyonundan ve 1p19q kodelesyonundan 6nce
kazanildig1 belirtilmistir (Sekil 3).% Diffiiz gliomlarda sitozolik NADP +/- bagimli IDH1
enzimini kodlayan gende meydana gelen ¢ok sayidaki spontan mutasyonun varligi yapilan

bir¢ok arastirmayla ortaya konulmustur. Mitokondriyal NADP +/- bagimli IDH2 enzimini

kodlayan genin mutasyonu ise daha az oranda gériilmektedir.?? Yapilan arastirmalar diisiik
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dereceli astrositomlarin, oligoastrositomlarin, oligodendrogliomlarin ve sekonder
glioblastomlarin biiyiik ¢ogunlugunun (%70°den fazla) IDH1 mutasyonu tasidigin
gostermistir. Glioblastomlarda 20.661 adet protein kodlayan genin genomik analizinin
yapildig1 bir calismada, IDH1 mutasyonu %12 oraninda saptanmistir.®® IDH1 mutasyonu
siklig1 primer glioblastomda diisiik olmakla birlikte, sekonder glioblastom olgularinin
%60-80’inde izlenir.88%

IDH1/2 mutasyonlarini saptamada altin standart yontemler Sangers sekanslama ve PCR
amplifikasyonudur. IDH1 sekanslamasinda R132 rezidiisiinde 161 somatik mutasyon elde
edilmistir. Bunlar R132H, R132C, R132S, R132L ve R132G mutasyonlaridir. En yaygin
olan IDH1 mutasyonu histidin yerine arjinin aminoasitinin degisimine yol agan ve kodon
132’de olusan R132H mutasyonudur.?? IDH mutasyonlar ayrica akut myeloid 15semi,
myelodisplastik sendrom, kolanjiokarsinom, enkondrom, kondrosarkom ve diger solid
kanserlerde de olusabilir.%®

IDH1/2 mutasyonlari gliomlarda prognostik agidan 6nem tagimaktadir. IDH-mutant
gliomlar IDH-wild tip gliomlara gére daha iyi prognoza sahiptir. Hatta IDH-mutant
glioblastomun, IDH-wild tip anaplastik astrositomdan bile daha iyi prognoza sahip oldugu
bildirilmistir. Bu mutasyon 6zellikle geng hastalarda uzun stireli sagkalimi gésteren

bagimsiz bir prognostik faktordiir,%%9291
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Sekil 3. Primer ve sekonder glioblastom olusum mekanizmasi?.,

2.2.15 Tedavi

Glioblastom tedaviye direngli bir timordiir ve multidisipliner bir yaklasim gerektirir.
Miimkiin olan en genis cerrahi rezeksiyon sonrasinda niiksii ve kalan tiimdr pargasinin
etkinligini ortadan kaldirabilmek i¢in radyoterapi ve kemoterapi uygulanir. Cerrahi
miidahalede amag norolojik defisit olusturmadan maksimum tiimor ¢ikarilmasidir. Timor
lokalizasyonuna gore total veya kismi rezeksiyon seklinde yapilir. Glioblastomun infiltratif
yapisi sebebiyle tamaminin ¢ikartilmasi neredeyse imkansizdir. Opere olamayan hastalarda
goriintiileme tekniklerinin yardimiyla stereotaktik biyopsi yapilir. Cerrahi sonrasi rezidii
tiimor bulunmamas1 sagkalimi arttiran ve adjuvan tedavi sonuglarini etkileyen 6nemli bir
prognostik faktordiir.%?

Postoperatif adjuvan radyoterapi temel tedavi yaklasimidir. Lokalizasyon ya da baska

nedenlerle opere olamayan hastalara radyoterapi tek basina verilir. Cerrahi rezeksiyon
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sonrasi radyasyon tedavisi tiimdriin ilerlemesini ve niiksiinii geciktirmektedir. Boylelikle
ortalama sagkalim siiresi uzamakta ve yasam kalitesinde diizelme saglanmaktadir.®
Glioblastomda radyoterapi tedavisinde 6 haftada, haftanin bes giinii 60 gray dozlarda
konvansiyonel radyoterapi kullanilmaktadir.®*

Postoperatif adjuvan kemoterapi ise bazi olgulara verilmektedir. Tek basina alkilleyici
bir ajan olan temozolomid kullanilmaktadir. Onerilen doz 28 giinliik déngii icinde giinliik
metrekare basina 150-200 mg/5 giinliik tedavidir. Yedi haftaya kadar metrekare basina 75
mg dozunda giinliik tedavi giivenlidir.®® Gerek goriiliirse baska kemoteropatik ajanlar
tedavi protokoliine eklenir. Semptomatik tedavide serebral 6demi azaltmak i¢in
kortikosteroid, nobetler i¢in antiepileptik ilaglar ve bas agrisini ortadan kaldirmak igin agri
kesiciler verilebilir.%

Son yillarda yiizlerce klinik ¢alisma yapilmis, hedefe yonelik tedavi yaklagimlari
aranmis ancak basarili olunamamistir. Bu basarisiz girisimlerin birden fazla sebebi
bulunmaktadir: 1) ilacin tiimér dokusuna ulasmasina engel olan kan beyin bariyeri ve
yiiksek intertisyel basing; 2) Glioblastom tiimér hiicrelerinin kuvvetli invazyon 6zelligi; 3)
Tiimoriin DNA tamir mekanizmalarini kendi elinde tutmasi; 4) intratiimoral heterojenite ve
genomik instabilite sonucu farkli klonal popiilasyonlarin olusmasi; 5) Tiimdr baglatici
“(initial) ” ya da kok hiicre benzeri hiicrelerin bulunmasi; 6) Sekonder onkojenik
degisikliklerin timér progresyonundaki roliidiir.!

2.2.16 Prognoz

Glioblastom 6liimciil seyreder ve tedavisiz sagkalimi yaklasik 3 aydir. Tedavi alan
hastalarin ¢ogu tani konulduktan 15-18 ay sonra 6liir; 5 yillik sagkalim orani ise %5’in
altindadir.? Total timér rezeksiyonu ve hastanin yasinin 50’nin altinda olmasi uzun yasam
sliresi saglamaktadir. Yapilan caligmalara gore de tan1 aninda geng yasta (50 yas alt1) olan
glioblastom olgular ileri yastakilere gére daha iyi prognoza sahiptirler.!® Dev hiicreli
glioblastom klasik tip glioblastoma gore daha iyi prognozludur.>” IDH1/2 mutasyon varlig
ile O-metilguanin DNA metil transferaz (MGMT) promoter metilasyonu pozitif prognostik
faktorlerdir.?2979% EGFR amplifikasyonu ve PTEN mutasyonlariin prognozla iliskisi
belirgin degildir. 10q kayb1 ve genis nekroz alanlariin varligi ise kotii prognozla

iliskilidir.10
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2.3 Glioblastom, IDH-mutant tip

IDH mutasyonu ilk olarak 2008 yilinda rapor edilmis olup®® geng hastalarda, dzellikle
de sekonder glioblastom olan hastalarda var oldugu belirtilmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarda bu mutasyonun primer glioblastomlarda olmamas1 sebebiyle sekonder
glioblastom i¢in genetik bir belirte¢ olarak kabul edilmistir.*

IDH-mutant glioblastomlar (sekonder) tiim glioblastomlarin yaklasik %10 unu
olustururlar. Diffiiz astrositomun (DSO Derece-11) veya anaplastik astrositomun (DSO
Derece-111) malign progresyonu ile gelisen glioblastomlardir. IDH mutasyonu
saptanmadan once sekonder glioblastomlarin tanisi klinik bulgularla konulmaya
calisilirken, % IDH mutasyonlarinin saptanmasiyla beraber yapilan ¢alismalarda tiim
glioblastomlarin yaklasik %9-10’unun sekonder glioblastom oldugu saptanmustir.*>% Bu
tiimorler daha geng yasta goriilmekte olup, ortalama yas 48°dir.*

IDH-mutant glioblastomda hastanin sikayetleri ile tan1 arasindaki gecen siire ortalama
15,2 aydir. Bu siire IDH-wild tip glioblastomda ise ortalama 3,9 aydir.* IDH-mutant
glioblastomlar daha ¢ok frontal lobda lokalize olurlar.> Bu nedenle davranissal ve bilissel
degisiklikler daha agirlikli olarak izlenebilir. IDH-wild tip glioblastoma gore daha yavas
biiyiidiigii i¢in intrakraniyal basing artisina bagl sikayetler ¢ok belirgin olmayabilir.*

IDH-mutant glioblastomlar makroskopik olarak IDH-wild tip glioblastomlara gore daha
biiyiik boyuttadirlar ve kistik alanlar igerebilirler. Odem daha az belirgin olmakla birlikte
santralde izlenen genis nekroz alanlari gériilmeyebilir.

IDH-mutant ve IDH-wild tip glioblastomlarda histolojik 6zellikler genel olarak ayni
olmakla birlikte iki 6nemli farklilik bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; IDH-mutant tipte
iskemik ve palizadik nekroz alanlar1 yaklasik %50 oraninda goriiliirken, bu IDH-wild tipe
gore (%90) belirgin oranda azdir.* Digeri ise; oligodendriogliom benzeri alanlarin IDH-
mutant tipte (%54), IDH-wild tipe (%20) oranla oldukca fazla oranda goriilmesidir.*®

IDH-mutant tiimorlerde IDH1-R132H en sik izlenen mutasyondur. ATRX mutasyonu
ve TP53 mutasyonu da IDH1/2 mutasyonlarina eslik eder. EGFR amplifikasyonu ve
overekspresyonu ise nadirdir.1%

IDH-mutant tiimorlerin IDH-wild tip glioblastomlara gore sagkalim siiresi daha
uzundur.!® Ortalama yasam siiresi 7,8 ay olup bu siire IDH-wild tipte 4,7 aydir.* Yapilan
caligmalara gore; sagkalim siiresi cerrahi sonrasi radyoterapi almigs IDH-mutant

glioblastomlarda 27,1 aya, kemoterapi de eklenmis ise 31 aya kadar uzamaktadir.??
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2.4 Calismada kullanilan immiinohistokimyasal belirtecler

IDH1: Glial timérlerde IDH1 enzimini kodlayan gende meydana gelen ¢ok sayidaki
spontan mutasyonun varlig1 yapilan bir¢ok arastirmayla ortaya konulmus olmakla birlikte
IDH2 enzimini kodlayan genin mutasyonu daha az oranda gériilmektedir.?? En yaygin olan
IDH1 mutasyonu ise histidin yerine arjinin aminoasitinin degisimine yol acan ve kodon
132°de olusan R132H mutasyonudur?? ve bu mutasyon varligi immiinohistokimyasal
olarak saptanabilir.” Monoklonal antikor olan HO9 ve IMab-1 proteinlerinin IDH1-
R132H’ye spesifik oldugu bilinmekte olup bu antikorlarin Deoksiribo niikleik asit (DNA)
sekanslama yontemleri ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.°* Bu antikorlar diger IDH1
mutasyonlart (R132C, R132L, R132S, R132G) ve IDH2 mutasyonlar1 (R172K, R172M,
R172G) ile reaksiyon vermemekte olup®? pozitiflikleri IDH-mutant glioblastom tanisi
koydururken, negatiflikleri ise IDH-wild tip lehine olmakla birlikte diger olasilik siklikla
IDH2 R172K olmak iizere diger mutasyonlara sahip olan IDH-mutant tipin varligidir.*%
Literatiirde immiinohistokimyanin duyarlilig1 %94, 6zgilligi %100 olarak bildirilmis ve
immiinohistokimyanin gegerli bir yéntem oldugu rapor edilmistir.82?

Ki67 proliferasyon indeksi: Ki67 proteini, hiicre siklusunun GO ve erken G1 fazi harig
kalan biitiin fazlarinda eksprese edilen ve prolifere olan hiicrelerde bulunan ¢ekirdek
antijenidir. Astrositik tiimorlerde klinik davranis ve sagkalimi belirlemek igin prognostik
belirteglere ihtiya¢ duyulmakta olup bu amagla Ki67 proliferasyon indeksi
kullanilmaktadir.!® Literatiirde farkl1 sonuglar bildirilmekle birlikte genel olarak
glioblastomlarda yiiksek Ki67 proliferasyon indeksinin kisa sag kalimla iligkili oldugu

bilinmektedir.#>105
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Olgularin se¢imi ve verilerin toplanmasi

Calismamizda; 2009-2019 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi
Patoloji Anabilim Dali’nda glioblastom tanis1 almis toplam 109 olgu incelendi. Olgulara
ait yas, cinsiyet, timor lokalizasyonu, tiimor boyutu gibi klinik bilgiler, hasta
dosyalarindan ve hastane otomasyon sisteminden elde edildi.

Glioblastom tanisi alan tiim hastalarin patoloji raporlar1 tarandi. Calisma grubu
olusturulurken; mevcut patoloji raporuna gore glioblastom tanisi alan olgularin
biyopsilerine ait Hematoksilen-Eozin (H-E) preparatlar arsivden ¢ikarilarak Nikon Eclipse
E600 mikroskopta yeniden incelendi. Niiks eden 8 olgunun ilk biyopsileri ¢alisma grubuna
dahil edildi. Ayrica preoperatif goriintiilemelerine ulagilamayan ve bloklar1 arsivimizde
bulunmayan olgular ¢alisma grubundan ¢ikartilarak histopatolojik degerlendirme,
immiinohistokimyasal ve RT-PCR degerlendirme ile radyolojik degerlendirmenin beraber
yapilabildigi toplam 70 olgu ¢aligmaya alindi.

Olgulara ait radyolojik goriintiiler ve tiimdriin radyolojik 6zellikleri Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali tarafindan tekrar degerlendirildi.

3.2 Klinik parametreler

Olgular klinik olarak; yas, cinsiyet, sikayet ve takip siireleri agisindan degerlendirildi.

Yas ortalama ve median degerleri belirlendikten sonra araliklari 40 yas ve alt1, 41-50
yas, 51-60 yas ile 61 yas ve lizeri olacak sekilde yas gruplar1 olusturuldu.

3.3 Olgularn histopatolojik olarak degerlendirilmesi

Calismamizda bakilan parametreler igerisinde yer alan ve glioblastomlarda
degerlendirilen histopatolojik 6zellikler DSO-2016 glioblastom histolojik
degerlendirilmesi ile tekrar gézden gegirildi.

Siralanan histolojik parametreler asagida belirtildigi sekilde degerlendirildi:

- Hiicre tipleri: Olgular baskin hiicre tipi / tiplerine gore konvansiyonel (klasik)
glioblastom, gemistositik hiicreli, oligodendriositik hiicreli, dev hiicreli, igsi hiicreli,
primitif noral hiicreli, kii¢ilik hiicreli, graniiler hiicreli, lipidize hiicreli, epiteloid hiicreli
seklinde smiflandirildi.

- Dev hiicre varligi: Tiimorde dev hiicrelerin varligi veya yoklugu ve varsa yiizdesi

degerlendirmeye alindi.
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- Pleomorfizm: Hiicresel atipinin hi¢ olmamasi (0), hafif pleomorfizm (1), orta derecede
pleomorfizm (2), siddetli pleomorfizm (3) olarak siniflandirildi.

- Selliilarite: Tiimordeki hiicreselligin “diisiik” veya “yiliksek™ olmasina gore, subjektif
olarak 2 grupta degerlendirildi.

- Heterojenite: Tiimoriin heterojen olup olmamasina gore, “var” veya “yok” seklinde
degerlendirildi.

- Mikrovaskiiler proliferasyon: Tiimdr i¢indeki vaskiiler yapilarda proliferasyon ve
endotel proliferasyonu olup olmamasina gore, “var” veya “yok” seklinde degerlendirildi.

- Vaskiiler tromboz: Tiimor i¢inde vaskiiler tromboz bulunup bulunmamasina gore,
“var” veya “yok” seklinde degerlendirildi.

- Nekroz varligi: Tiimdr hiicrelerinin arasinda goriilen nekroz tiim lamlardaki miktarina
gore ylizde verilerek degerlendirildi. Buna gore nekrozun yayginligi; Yok:0, %1-25:1,
%26-50:2, %51-75:3 ve %76-100:4 olarak ayrica derecelendirildi.

- Nekroz ¢evresi palizatlanma: Tiimorde, nekroz ¢evresinde tiimor hiicrelerinde
palizatlanmanin bulunup bulunmamasina gore “var” veya “yok” seklinde degerlendirildi.

- Mitoz sayisi: Mitotik figlir sayilacak alan, eger tespit edilebiliyorsa mitotik aktivitenin
yiiksek oldugu sicak-noktalardan, tespit edilemiyorsa ilk mitotik figiiriin goriildigi
alandan se¢ildi. Sayim, iki farkli gozlemci tarafindan, Nikon Eclipse E600 mikroskopta
400 biiytitme altinda ayn1 anda yapildi. Her olgu igin, her iki gdzlemcinin de mitoz olarak
kabul ettigi ilk figiir, 400’liik biiyiik biiylitme alaninin (BBA) merkezine alinarak, ardisik
10 BBA sayildi. Mitotik figiirler her olgu i¢in toplam 10BBA sayilarak degerlendirildi.

3.4 Olgularin radyolojik olarak degerlendirilmesi

Olgulara ait radyolojik goriintiiler ve tiimoriin radyolojik 6zellikleri Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji Anabilim Dali tarafindan tekrar incelendi.

Siralanan radyolojik goriintiileme parametreleri asagida belirtildigi sekilde
degerlendirildi:

- Maksimum tiimér boyutu: Timdriin MR goriintillemesinde T2 sekansinda 6demle
birlikte tiim boyutu olacak sekilde belirtildi.

- Lokalizasyon: Ttimoriin bulundugu bolge belirtildi.

- Odem, nekroz, kist, hemoraji-kalsifikasyon, satellit varligi, multifokalite parametreleri

tiimdrde bulunup bulunmamasina gore, “var” veya “yok” seklinde degerlendirildi.
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- Kontrastlanmayan solid komponent (NCET): Tiimorde kontrastlanmayan solid
komponentin orani degerlendirildi.

Radyolojik olarak; preoperatif degerlendirmede frontal lobda bulunan ve NCET
%33 ten fazla olan tiimorlerin IDH-mutant olma ihtimali daha yiiksek olup, degerlendirme
bu parametreler iizerinden yapildi. Degerlendirmede preoperatif goriintiileme yontemleri
ile IDH-mutant ve IDH-wild tip olarak radyolojik ayrim yapild °.

3.5 Immiinohistokimyasal boyama yéntemi

Calisma grubundaki 70 olgundan immiinohistokimyasal inceleme i¢in tiimér yiikii fazla
olan birer blok secildi. %10’luk formaldehit ile tespit edilen parafine gomiilii dokulara ait
secilen bloklardan 3 mikrometre kalinligindaki hazirlanan kesitler, bir lamda iki olgu
olacak sekilde, biyopsi numarasi belirtilerek, pozitif sarjli lamlara alindi. IDH1 (isocitrate
dehydrogenase 1, (H09) Conc. 0.5mL, 1:20-50) mutasyonunu belirlemek i¢in otomatik
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile Ventana Benchmark XT kapali cihazinda
boyama yapildi. Pozitif kontrol olarak diffiiz astrositoma ait kesitler kullanildi.

Uygulanan immiinohistokimyasal boyama yonteminin basamaklar1 asagida
siralanmustir:

1.Pozitif sarjli lamlara 3 mikrometre kalinliginda kesitler alindu.

2.Lamlar Ventana cihazina yerlestirildi.

3.Antijen retrival yontemi olarak standart CCI metodu kullanildi.

4.Primer antikor inkiibasyonu i¢in IDH1 cihazda 1 saat bekletildi.

5.Renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in “Roche Ultraview Universal DAB
Detection Kit” kullanildi.

6.Ventana marka hematoksilen I ile zit boyama tamamlandi.

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

8.Lamlar entellan kullanilarak kapatildi.

3.6 immiinohistokimyasal belirteclerin degerlendirilmesi

IDH1: Tiimor hiicrelerinde graniiler sitoplazmik boyanma izlenen olgular boyanmanin
siddeti veya yaygiligina bakilmaksizin “IDH1 pozitif (+)”, boyanmanin olmadigi olgular
“IDHI negatif (-)” seklinde degerlendirildi.®

Ki67: Birgok olgunun arsivde boyali preparatt mevcut olup; eksik olgularin da

boyanmasi tamamlandi. Hiicrelerde izlenen niikleer boyanmanin en yogun oldugu odaklar
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dikkate alinarak 1000 timor hiicresinde pozitif boyanan hiicre sayisi saptanarak oranlama
yapildi.* Ki67 proliferasyon indeksleri ayrica Papova ve ark.’nin yaptig1 calismaya gore
skorlandi. Buna gore; tiimor hiicrelerinin %10’undan azinda niikleer boyanma varsa: 1,
%10 ve iizeri ile en fazla %30’unda niikleer boyanma varsa: 2, %30’dan fazlasinda niikleer
boyanma varsa: 3 olarak skorlandi.%

3.7 Real-Time PCR yontemi

Calisma grubundaki 70 olgunun hepsinden RT-PCR ile IDH-R132H mutasyonu
degerlendirildi ve bunun i¢in tiimdr yiikii en fazla olan birer blok se¢ildi ve bu bloklarin
tamam1 immiinohistokimyasal ¢aligsmalarin yapildig: bloklar idi. Boliimiimiizde PCR
calismasi yapilamadigi igin baska bir laboratuvardan hizmet alimi1 yapilarak, segilen
bloklar bu laboratuvara gonderildi.

Uygulanan RT-PCR yo6nteminin basamaklart agagida siralanmugtir:

3.7.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in agagida markasi, ad1 ve katalog numarasi verilen materyaller
kullanildi.

Kullanilan materyal bilgileri;

Kullanilan kitin markasi: GeneAll
Kitin adi: Clinic SV Mini
Katalog no: 108-101

Formol-fikse parafine gomiilii (FFPE) 6rneklerden DNA izolasyon protokolii asagidaki
sekilde gergeklestirildi.

1. FFPE dokular kiiciik pargalara ayrilarak 25 mg 6rnek alinip, 2 ml lik mikrosantrifiij
tiiptine alind1.

2. Uzerine 1200 ul Xylene eklendi. Xylene tamamen eriyene kadar kuvvetli sekilde
vortex yapildiktan sonra santrifiij edildi (13000rpm, 5 dk.). Santrifiijden sonra siipernatant
atild.

3. Pelet tlizerine 1200 ul saf etanol konularak, vorteks yapildi.

4. 16000 rpm, 5 dk santrifiij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi.

5. 3. ve 4. adimlar tekrar edildi.

6. Mikrosantrifiij tiiptiniin kapag agik sekilde, oda sicakliginda 15 dk. Beklenerek,
kalan etanoliin uzaklagmasi sagland.

7. Pelet iizerine 180 ul CL buffer eklenerek, kuvvetli vorteks yapildi.
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8. Tiplin icerisine 20 ul Proteinase K eklendi. Karisim 56°C 10 dk inkiibe edildi.

9. Karigim iizerine 200 ul BL buffer eklenerek, vorteks yapilmis ve 70°C 10 dk inkiibe
edildi.

10. Inkiibasyon sonrasinda lizat {izerine 200ul absolute ethanol eklenerek, karistirildi.

11. Tim karisim SV kolona aktarilarak santrifiij edildi (6,000 rpm, 1 dk). Kolondan
gecen kisim uzaklagtirildi.

12. Kolon tizerine 600 ul BW buffer eklenerek, santrifiij edildi (6,000rpm, 1 dk.).

13. Kolon tizerine 700 ul TW buffer eklenerek, santrifiij edildi (6,000rpm, 1 dk.).

14. Kolon bos olarak tam hizda santrifiij edildi (14,000 rpm / 1 dk.). Santrifiij
sonrasinda kolon temiz ve etiketlenmis tiip igerisine alindi.

15. Kolon iizerine 200 ul AE buffer eklenerek, 1 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda santrifiij edildi (14,000 rpm, 1 dk). izole edilen DNA 6rnekleri -20 °C
sicaklikta saklandi.

3.7.2. Real-Time PCR

DNA izolasyonu sonrasinda RT-PCR agamasina gegildi. RT-PCR reaksiyonu i¢in
kullanilan kitin markasi, adi ve katalog numarasi asagidaki tabloda belirtildi. RT-PCR
analizi i¢in ABI 7500 Fast RT-PCR cihazi kullanildi.

Kullanilan materyal bilgileri;

1-Kullanilan kitin markasi: ABT™
Kitin adi: 2X qPCR Probe MasterMix
Katalog no: Q01-01-01
2-Kullanilan kitin markasi: ThermoFisher
Kitin ad1: TagMan™ SNP Genotyping Assay (rs121913500)
Katalog no: 4351379
Kullanilan MasterMix bilgileri;
2X gPCR Probe MasterMix- 10ul
TagMan™ SNP Genotyping Assay (40X)- 0,25ul
Template DNA- 7,5ul
Su-2.25ul  Toplam: 20ul

Reaksiyon kosullari;

Baslangi¢ denatiirasyonu: 95°C- 10 dk- 1 dongii
Denatiirasyon: 95°C- 10 sn.- 40 dongii
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Anneal: 60°C- 60 sn.- 40 dongii

3.7.3. Allelik diskriminasyon analizi

RT-PCR sonucuna gore cihaz tizerinden “Allelic Discrimination” analizi se¢enegi
secildi. Buna gore her bir SNP probundan FAM ve VIC dalga boylarinda amplifikasyon
egrileri elde edildi. Sadece FAM dalga boyunda amplifikasyon veren 6rnekler “Genotype
TT”, sadece VIC dalga boyunda amplifikasyon veren 6rnekler “Genotype CC”, her iki
dalga boyunda amplifikasyon veren 6rnekler “Genotype CT” olarak siniflandirildi.

3.8 Real-Time PCR yonteminin degerlendirilmesi

“Genotype CC” IDH1 mutasyonunun olmadigini, “Genotype CT” ise IDH1
mutasyonunun varligini gostermekteydi.

IDH1 mutasyonunun saptanmasinda altin standart yontem RT-PCR oldugu i¢in RT-
PCR ile IDH1 mutasyonunun saptandigi olgular “IDH-mutant”, mutasyon bulunmayan
olgular “IDH-wild tip” olarak kabul edildi ve kodlandi.

3.9 Etik kurul onay1

Bu calisma icin; Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 19 Haziran 2019 tarihli, 198
nolu karar ile yerel etik kurul onay1 alindi. Olgularin incelenmesinde; patoloji
laboratuarimizda daha 6nceden hazirlanmis H-E boyali preparatlar, immiinohistokimyasal
boyama yontemleri ve RT-PCR yontemi kullanildi ve finansal kaynaga gereksinim
duyuldu. Finansal kaynak olarak Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen “Lisansiistii tezleri
destekleme projeleri yardimi” kullanildi.

3.10 istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Normal dagilima uygunluk Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gosteren niimerik degiskenler ortalamatstandart sapma,
normal dagilim gostermeyen niimerik degiskenler medyan (min-max), kategorik
degiskenler ise frekans (yiizde) olarak verildi. Iki grup arasindaki farklilik normal dagilima
sahip olan niimerik degigkenler i¢in “student-t ” testi ile belirlendi. Grup sayisi ikiden fazla
oldugunda gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler
icin Kruskal Wallis testi ile, kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki-kare analizi ile

degerlendirildi. Kategorik degiskenler arasindaki uyum Kappa uyum katsayisi ile
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belirlendi. Iki yonlii hipotezlerin testinde p<0.05 istatistiksel dnemlilik igin yeterli kabul
edildi.
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4.BULGULAR

4.1 Olgularin klinikopatolojik ozellikleri

2009-2019 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda glioblastom tanist alan 70 adet olgu ¢alismaya dahil edildi.

4.1.1 Cinsiyet

Glioblastom tanili 70 olgudan; 49°u erkek (%70), 21°1 kadind1 (%30). Erkek hastalarin
kadin hastalara orani1 2,3 / 1’di. IDH-wild tip olan olgularin 37’si (%67,3) erkek, 18’1
(%32,7) kadin iken IDH-mutant olan olgularin 12’si (%80,0) erkek, 3’ii (%20,0) kadind:
(p=0,527) (Tablo 2).

Tablo 2. Olgularin IDH1 mutasyon durumlari ve cinsiyetlerinin karsilastirmasi

(p=0,527).

Cinsiyet
RT-PCR Toplam olgu (%)
Erkek (%) Kadin (%)
IDH-mutant 12 (80,0) 3(20,0) 15 (100,0)
IDH-wild tip 37 (67,3) 18 (32,7) 55 (100,0)
Toplam 49 (70,0) 21 (30,0) 70 (100,0)
4.1.2 Yas

En geng olgunun 29, en yasl olgunun 79 yasinda oldugu ¢alismamizda yas ortalamasi

53,33+10,94 y1l, median yas 54,00 (29-79) olarak belirlendi. Kadin hastalarin yas

ortalamasi 53,38+11,20 yil, erkek hastalarin yas ortalamasi 53,31+£10,95 yild1 ve cinsiyete

gore yas ortalamalar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p=0,979) (Tablo 3).
Tablo 3. Cinsiyete gore yas ortalama ve median degerleri (p=0,979).

Yas (N=70)
n 49
Ortalama+SD 53,31+£10,95
Erkek '
Median 54,00
Min.-Max. 29-75
n 21
Ortalama+SD 53,38+11,20
Kadin
Median 53,00
Min.-Max. 35-79
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IDH-wild tip olan olgularin ortalama yas1 53,85+10,80 iken IDH-mutant olan olgularin

yas ortalamasi 51,40+11,61’di. IDH-mutant olgular goreceli olarak daha geng yasta

goriilmekle birlikte, RT-PCR ile saptanan IDH1 mutasyon durumuna gore olgularin yas

ortalamalar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli sonug elde edilemedi (p=0,445) (Tablo 4).

Tablo 4. IDH mutasyon durumuna gore olgularin yas ortalamalar1 (p=0,445).

Yas (N=70)
n 15
Ortalama+SD 51,40+11,61
IDH-mutant
Median 53,00
Min.-Max. 36-75
n 55
o Ortalama+SD 53,85+10,80
IDH-wild tip
Median 55,00
Min.-Max. 29-79

Olgularin cinsiyetlerinin yas gruplarina gore dagiliminda istatistiksel olarak anlaml

sonug elde edilemedi (p=0,955) (Tablo 5).
Tablo 5. Olgularin cinsiyetlerinin yas gruplaria gére dagilimi (p=0,955).

o Yas Toplam olgu
Cinsiyet
40 ve alt1 (%) | 41-50 (%) | 51-60 (%) | 61 ve iistii (%0) (%)
Erkek 5(10,2) 13 (26,5) 18 (36,7) 13 (26,5) 49 (100,0)
Kadin 3(14,3) 5 (23,8) 7 (33,3) 6 (28,6) 21 (100,0)
Toplam 8(11,4) 18 (25,7) 25 (35,7) 19 (27,1) 70 (100,0)

RT-PCR ile saptanan IDH-mutant ve IDH-wild tip olgularin yas gruplarina gore

dagilimi Tablo 6’da verilmistir. IDH mutasyon durumu ile olgularin yas gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,618) ve dagilimin anlamsiz oldugu

goriildii.
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Tablo 6. IDH-mutant ve IDH-wild tip olgularin yas gruplarina gére dagilimi (p=0,618).

Yas
Toplam
RT-PCR | 40 ve alt1 (%) | 41-50 (%) | 51-60 (%) | 61 ve iistii
olgu (%)
(%)
IDH-mutant 3(20,0) 3(20,0) 6 (40,0) 3(20,0) 15
(100,0)
IDH-wild tip 5(9,1) 15 (27,3) 19 (34,5) 16 (29,1) 55
(100,0)
Toplam 8 (11,4) 18 (25,7) 25 (35,7) 19 (27,1) 70
(100,0)

4.1.3 Sikayet
Olgularin hastaneye basvuru sikayetlerinin 34 hastada (%48,6) bas agrisi, 18 hastada

(%25,7) bir viicut yariminda giigsiizliik ve uyusma, 8 hastada (%11,4) nobet gecirme, 5

hastada (%7,1) konusma bozuklugu ve 5 hastada (%7,1) biling kayb1 oldugu gortldi (Sekil

4).

Olgular ilk bulgusunu ortalama 43,09+83,48 (median:17,50, min-max:1-360) giinde

vermisti. IDH mutasyon durumlarina gore ise IDH-mutant olgular ortalama 42,27+89,38

(median:20,00, min-max:1-360) giinde, IDH-wild tip olan olgular ise ortalama

43,31482,66 (median: 15,00, min-max:1-360) giinde ilk bulgularini vermisti ve bu

istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,919).
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Sekil 4. Bagvuru sikayet grafigi.

4.1.4 Takip siiresi

Hastalarin ilk basvuru ile son basvurulart arasinda gegen siire; ortalama 18,10+19,33 ay;
median degeri ise 14 ay (1-124 ay) olarak izlendi. Hastalardan bir tanesinin takibi
hastanemizde hi¢ yapilmamaisti.

4.2. Tiimoriin histopatolojik 6zellikleri:

4.2.1 Tiimoriin hiicre morfolojisi / tipi

Olgularin baskin hiicre tiplerine gore siniflandirilmasinda (Sekil 5); 48’i (%68,6)
konvansiyonel (Sekil 6), 11’1 (%15,7) gemistositik (Sekil 7), 6’s1 (%8,6) dev hiicreli (Sekil
8), 3’1i (%5,7) oligodendrositik (Sekil 9), ve 2’si (%2,9) kiigiik hiicreli (Sekil 10),

morfolojide izlendi.
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B Konvansiyonel
B Gemistositik
15,7 H Dev hicreli

B Oligodendriositik

M Kiicuk hucreli

Sekil 5. Olgularin baskin hiicre morfolojisine gore dagilimi.

Sekil 6. Konvansiyonel tip glioblastom (H-Ex400).
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Sekil 8. Dev hiicrelerden baskin glioblastom (H-Ex400).

34



Sekil 10. Kiigiik hiicrelerden baskin glioblastom (H-Ex200).
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Olgularimizin baskin hiicre tipine gére IDH1 mutasyonu gosterme oranlari:

Konvansiyonel glioblastomlarda %25, gemistositik hiicreli olanlarda %9,1,

oligodendrositik hiicreli olanlarda %33,3, dev hiicreli olanlarda %16,6 ve kiigiik hiicreli

olanlarda %0 seklindeydi. Olgularimizin sayis1 ve dagilimi istatistik analiz i¢in ¢ok uygun

olmamakla birlikte baskin hiicre tipi ile IDH1 mutasyonunun varligi agisindan istatiksel

olarak anlamli sonug elde edilemedi (Tablo 7).

Tablo 7. Hiicre tipi ile IDH1 mutasyonu arasindaki iliski.

- RT-PCR
Hiicre tipl

Pozitif (%0) Negatif (%) Toplam (%)
Konvansiyonel 12 (25,0) 36 (75,0) 48 (100)
Gemistositik 1(9,1) 10 (90,9) 11 (100)
Oligodendriositik 1(33,3) 2 (66,7) 3 (100)
Dev hiicreli 1 (16,6) 5 (71,4) 6 (100)
Kiiciik hiicreli 0 (0,0) 2 (100,0) 2 (100)
Toplam (%) 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)

Farkli oranlarda dev hiicre varligi olgularin 28’inde (%40) izlenirken, bu olgularin

6’sinda (%8,6) dev hiicre komponenti baskindi ve 42’sinde (%60) ise dev hiicre hig

goriilmedi. Dev hiicre izlenen olgularin yas ortalamasi 51,75+11,67 y1l olup, dev hiicre

izlenmeyen olgularin yas ortalamasi ise 54,38+10,44 yildi (p=0,328).

Baskin olmasina bakilmaksizin tlimor i¢inde farkli oranlarda izlenen dev hiicre varlig

ile IDH1 mutasyonunun varlig arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir iligki goriilmedi

(p=1,000) (Tablo 8).

Tablo 8. Dev hiicre varliginin IDH1 mutasyonu ile iliskisi (p=1,000).

Dev hiicre varhgi

RT-PCR Toplam olgu (%)
Var (%) Yok (%)
IDH-mutant 6 (40,0) 9 (60,0) 15 (100,0)
IDH-wild tip 22 (40,0) 33 (60,0) 55 (100,0)
Toplam (%) 28 (40,0) 42 (60,0) 70 (100,0)
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4.2.2 Pleomorfizm

Selliiler pleomorfizm 70 olgunun hepsinde izlenmis olup; 16’sinda (%22,9) hafif,
28’inde (%40) orta ve 26’sinda (%37,1) siddetli derece idi (Sekil 11). Pleomorfizm
derecesi ve IDH mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

bulunamad: (p=0,059); ama IDH-mutant olgularda pleomorfizmin siddetinin, IDH-wild tip

olgulara gore daha fazla oldugu dikkati ¢ekti (Tablo 9).
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Sekil 11. Siddetli pleomorfizm (H-Ex400).

Tablo 9. Pleomorfizm ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonun karsilagtirmasi (p=0,059).

Pleomorfizm
RT-PCR
Hafif (%0) Orta (%) | Siddetli (%0) Toplam (%)
Pozitif 5 (33,3) 2 (13,3) 8 (53,3) 15 (100,0)
Negatif 11 (20,0) 26 (47,3) 18 (32,7) 55 (100,0)
Toplam 16 (22,9) 28 (40,0) 26 (37,1) 70 (100,0)

4.2.3 Selliilarite
Tiimoriin selliilaritesi diisiik ve yiiksek olarak siniflandirildiginda 55 (%78,6) tane olgu

yiiksek selliilariteye, 15 (%21,4) tane olgu ise diisiik selliilariteye sahip olarak izlendi.
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Selliilarite ve IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
bulunamad: (p=1,000) (Tablo 10).

4.2.4 Heterojenite

Tiimdrde heterojenite izlenen 42 (%60), heterojenite goriilmeyen ise 28 (%40) olgu
izlendi. Tiimdr heterojenitesi ve IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligski bulunamadi (p=0,567) (Tablo 10).

4.2.5 Mikrovaskiiler proliferasyon ve vaskiiler tromboz

Mikrovaskiiler proliferasyon 68 (%97,1) olguda izlenirken, 2 (%2,9) olguda izlenmedi
(Sekil 12). Mikrovaskiiler proliferasyon ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamad: (p=0,385) (Tablo 10).
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Sekil 12. Glioblastomlarda mikrovaskiiler proliferasyon ve glomeriiloid yumaklar (H-
Ex200).

Vaskiiler tromboz 49 (%70) olguda izlenirken, 21 (%30) olguda izlenmedi (Sekil 13).
Vaskiiler tromboz ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel

olarak anlamli iliski bulunamadi (p=0,125) (Tablo 10).
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Sekil 13. Glioblastomlarda artmis vaskiiler trombozlar (H-Ex100).
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Tablo 10. Tiimoriin histopatolojik 6zellikleri ile IDH mutasyonu durumlarinin

karsilastirmasi.
Selliilarite p degeri
Diisiik Yiiksek Toplam (%)
IDH-mutant 3(20,0) 12 (80,0) 15 (100,0)
IDH-wild tip 12 (21,8) 43 (78,2) 55 (100,0) 1,000
Toplam (%) 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)
Heterojenite

Var Yok Toplam (%)
IDH-mutant 8 (53,3) 7 (46,7) 15 (100,0) 0,567
IDH-wild tip 34 (61,8) 21 (38,2) 55 (100,0)
Toplam (%) 42 (60,0) 28 (40,0) 70 (100,0)

Mikrovaskiiler proliferasyon

Var Yok Toplam (%0)
IDH-mutant 14 (93,3) 1(6,7) 15 (100,0)
IDH-wild tip 54 (98,2) 1(1,8) 55 (100,0) 0,385
Toplam (%) 68 (97,1) 2(2,9) 70 (100,0)

Vaskiiler tromboz

Var Yok Toplam (%)
IDH-mutant 8 (53,3) 7 (467) 15 (100,0) 0,125
IDH-wild tip 41 (74,5) 14 (25,5) 55 (100,0)
Toplam (%) 49 (70,0) 21 (30,0) 70 (100,0)

Nekroz

Var Yok Toplam (%)
IDH-mutant 15 (100,0) 0(0,0) 15 (100,0) 0,329
IDH-wild tip 49 (89,1) 6 (10,9) 55 (100,0)
Toplam (%) 13 (18,6) 57 (81,4) 70 (100,0)

Nekroz ¢evresi palizatlanma

Var Yok Toplam (%)
IDH-mutant 9 (60,0) 6 (40,0) 15 (100,0) 0,337
IDH-wild tip 41 (74,5) 14 (25,5) 55 (100,0)
Toplam (%) 50 (71,4) 20 (28,6) 70 (100,0)
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4.2.6 Nekroz ve nekroz ¢evresi palizatlanma

Alt1 olguda (%8,6) nekroz goriilmezken; toplam 64 olguda (%91,4) nekroz goriildii.
Nekroz yayginliginin ortalama degeri %26,84+21,45 olup, median degeri %22,25 (%0-
80)’ti.

RT-PCR ile IDH1 mutasyonu saptanan 15 olguda (%2100) nekroz saptanirken; IDH1
mutasyonu bulunmayan 55 olgunun 49’unda (%89,1) nekroz goriildii. RT-PCR ile IDH1
mutasyonu varlig1 ve nekroz varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunamadi
(p=0,329) (Tablo 10).

Ayrica; IDH-mutant olgularda nekrozun yayginligi median degeri %15 (%1-78) iken,
IDH-wild tip olgularda ise nekrozun yayginligi median degeri %23 (%0-80)’tii. RT-PCR
ile IDH1 mutasyonunun varligi ve nekrozun yayginlig: arasinda istatiksel olarak anlamli
iligski bulunamadi (p=0,762) (Tablo 11).

Tablo 11. IDH1 mutasyon sonucuna gore nekroz ortalama ve median degerleri
(p=0,762).

Nekroz (%) (N=70)
n 15
Ortalama+SD 25,33+25,30
IDH-mutant
Median 15,00
Min.-max. 1-78
n 55
Ortalama+SD 27,25+20,52
IDH-wild tip
Median 23,00
Min.-max. 0-80

Nekroz yayginligina gore gruplandirildiginda ise; hi¢ nekrozu bulunmayan 6 olgu,

(%8,6), %1-25 oraninda nekroz izlenen 33 olgu (%47,1), %26-50 oraninda nekroz izlenen
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21 olgu (%30,0), %51-75 oraninda nekroz izlenen 6 olgu (%8,6), %76-100 oraninda

nekroz izlenen ise 4 olgu (%5,7) oldugu dikkati ¢ekti. Bu gruplama ile de IDH1 mutasyonu

arasinda istatistiksel anlamli iligki bulunamadi (p=0,483) (Tablo 12).

Tablo 12. Nekroz gruplamasinin RT-PCR ile iligkisi (p= 0,483).

Nekroz siiflamasi Toplam
RT-PCR
Yok 1-25 (%) 26-50(%0) 51-75(%) | 76-100(%) [ (%0)
IDH-mutant 0(0,0) 9 (60,0) 3(20,0) 2 (13,3) 1(6,7) 15
(100,0)
IDH-wild 6 (10,9) 24 (43,6) 18 (32,7) 4 (7,3) 3(5,5) 95
tip (100,0)
Toplam 6 (8,6) 33 (47,1) 21 (30,0) 6 (8,6) 4 (5,7) 70
(100,0)

Nekroz gevresi palizatlanma 50 (%71,4) olguda izlenirken, 20 (%28,6) olguda

izlenmedi (Sekil 14). Nekroz ¢evresi palizatlanma ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun

saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunamadi (p=0,337) (Tablo 10).
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Sekil 14. Glioblastomlarda nekroz ve nekroz ¢evresi palizatlanma (H-Ex200).

4.2.7 Mitoz

En diisiik mitoz sayis1 1/10BBA, en yiiksek mitoz sayis1 112/10 BBA olup; median
mitoz sayist 16,5 (1-112) (ortalama mitoz sayis1 22,41£19,15) olarak bulundu (Sekil 15).

IDH-mutant olgularda mitoz sayis1t median degeri 8 (1-42), ortalama 12,47+11,26 iken,
IDH-wild tip olgularda ise mitoz sayis1 median degeri 21 (1-112), ortalama
25,13+20,02°di. IDH1 mutasyonunun varlig1 ve mitoz sayis1 arasinda istatiksel olarak

anlamli iliski oldugu goriildii (p=0,009) (Tablo 13).
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Sekil 15. Glioblastomlarda artmis mitoz sayisi ve atipik mitoz (H-Ex400).

Tablo 13. IDH1 mutasyon durumuna gore mitoz ortalama ve median degerleri

(p=0,009).
Mitoz (N=70)
n 15
Ortalama+SD 12,47+11,26
IDH-mutant i
Median 8,00
Min.-max. 1-42
n 55
o Ortalama+SD 25,13+20,02
IDH-wild tip
Median 21,00
Min-max 1-112

4.3 Tiimoriin radyolojik ozellikleri:

4.3.1 Tiimor boyutu

En kiigiik tiimo6r boyutu 3cm, en biiyiik tiimor boyutu 13 cm; ortalama tiimér boyutu
7,33+2,15 c¢m idi. IDH-mutant olgulardaki ortalama tiimor boyutu 7,63+2,39 cm, median

44




degeri 7,7 (4-13) cm, IDH-wild tip olgulardaki ortalama tiimor boyutu 7,24+2,10 cm,
median degeri 7,4 (3-11,8) cm idi. Tiimor boyutu ve IDH1 mutasyonunun varligi arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir iliski goriilmedi (p=0,615).

4.3.2 Tiimor yerlesimi

Tiimorler olgularin 28’inde (%40,0) frontal lob, 27°sinde (%38,6) temporal lob,
10’unda (%14,3) parietal lob, 2’sinde (%2,9) insiiler bolge, 2’sinde (%2,9) serebellum ve
1’inde (%1,4) oksipital lobda lokalize idi (Sekil 16).

1,4
29 2,9
14,3

= Frontal

40 = Temporal
= Parietal
= insiler
= Serebellum
m Oksipital

Sekil 16. Tiimdr yerlesim yeri.

Tiimor lokalizasyonlar1 ve IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki saptanmadi (p=0,978). Tiimoriin en sik yerlestigi yerlere gore, IDH-mutant
olgularin 7’si (%46,7) temporal lob yerlesimli, IDH-wild tip olgularin ise 22’si (%40)
frontal lob yerlesimli oldugu izlendi.

Toplam 70 olgunun sadece 2’si (%2,9) serebellum yerlesimli olup, 68’1 (%97,1)
serebrum yerlesimli idi. Tiimoriin yerlesim yerinin serebrum veya serebellum olmast ile
IDH1 mutasyonunun varlig: arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski bulunamadi
(p=1,000), serebellumda lokalize 2 olgu da IDH-wild tip idi (Tablo 14).

45



Sol lobu tutan 39 (%55,7), sag lobu tutan 31 (%44,3) olgu izlendi. Tiimoriin yerlesim

yerinin sag veya sol lob olmasi ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel

olarak anlamli iliski bulunamadi (p=0,776) (Tablo 14).

Tiimori frontal lobda bulunan olgu sayis1 28 (%40), frontal lob disinda diger

lokalizasyonlarda bulunan olgu sayisi ise 42 idi (%60). Tiimdriin yerlesim yerinin frontal

bolgede olmasi ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliski bulunamad: (p=1.000) (Tablo 14).

Tablo 14.Tiimor yerlesim yerlerinin IDH1 mutasyonu ile iligkisi.

Tiimér IDH-mutant IDH-wild tip Toplam p degeri
yerlesimi (%) (%) (%)
Serebrum 15 (22,1) 53 (77,9) 68 (100,0)
Serebellum 0(0,0) 2 (100,0) 2 (100,0) p=1,000
Toplam 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)
Sag lob 6 (19,4) 25 (80,6) 31 (100,0)
Sol lob 9(23,1) 30 (76,9) 39 (100,0) p=0,776
Toplam 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)
Frontal lob 6 (21,4) 22 (78,6) 28 (100,0)
Frontal dis1 9(21,4) 33 (78,6) 42 (100,0) p=1,000
Toplam 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)

4.3.3 Goriintiilemelerde 6dem, nekroz, Kkist, hemoraji-kalsifikasyon, satellit varhg

ve multifokalite

Tiimér cevresi ddem 49 (%70) olguda izlenirken, 21 (%30) olguda izlenmedi. Odem ve

RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel agidan anlamli iligki

bulunamad: (p=1,000) (Tablo 15).
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Tablo 15. Radyolojik olarak 6dem bulunmasi ve RT-PCR ile IDH mutasyon durumu

sonuglarinin karsilagtirilmasi (p=1,000).

Odem
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 11 (73,3) 4 (26,7) 15 (100,0)
IDH-wild tip 38 (69,1) 17 (30,9) 55 (100,0)
Toplam 49 (70,0) 21 (30,0) 70 (100,0)

Timore radyolojik olarak nekroz 67 (%95,7) olguda eslik ederken, 3 (%2,9) olguda

nekroz izlenmedi. Radyolojik olarak nekroz izlenmesi ve IDH1 mutasyonunun saptanmasi

acisindan istatistiksel a¢idan anlamli iliski bulunamadi (p=0,114) (Tablo 16).

Tablo 16. Radyolojik olarak nekroz bulunmasi ile RT-PCR sonuglarimin

karsilastirilmasi (p=0,114).

Nekroz
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 13 (86,7) 2 (13,3) 15 (100,0)
IDH-wild tip 54 (98,2) 1(1,8) 55 (100,0)
Toplam 67 (95,7) 3(4,3) 70 (100,0)

Timore eslik eden kistik alanlar 10 (%14,3) olguda izlenirken, 60 (%85,7) olguda

izlenmedi. Kist varlig1 ve IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel agidan

anlamli iliski bulunamadi (p=0,437) (Tablo 17).

Tablo 17. Radyolojik olarak tiimére eslik eden kist varligi ile RT-PCR sonuglarinin

karsilastirilmasi (p=0,437).

Kist
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 3(20,0) 12 (80,0) 15 (100,0)
IDH-wild tip 7(12,7) 48 (87,3) 55 (100,0)
Toplam 10 (14,3) 60 (85,7) 70 (100,0)
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Tiimdriin radyolojik olarak hemoraji ve kalsifikasyon igermesi 57 (%81,4) olguda
izlenirken, 13 (%18,6) olguda izlenmedi. Hemoraji ve kalsifikasyon varligi ile IDH1
mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski bulunamad: (p=0,133)
(Tablo 18).

Tablo 18. Radyolojik olarak tiimdriin hemoraji ve kalsifikasyon i¢ermesi ile RT-PCR

sonuglarinin karsilagtirilmasi (p=0,133).

Hemoraji-kalsifikasyon
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 10 (66,7) 5(33,3) 15 (100,0)
IDH-wild tip 47 (85,5) 8 (14,5) 55 (100,0)
Toplam 57 (81,4) 13 (18,6) 70 (100,0)

Tlimoriin satellitlerinin olmast 11 (%15,7) olguda izlenirken, 59 (%84,3) olguda
izlenmedi. Satellit bulunmasi ve RT-PCR ile IDH mutasyonunun saptanmasi arasinda

istatistiksel a¢idan anlamli iliski bulunamadi (p=0,435) (Tablo 19).

Tablo 19. Radyolojik olarak satellit bulunmasi ile RT-PCR sonuglariin
karsilastirilmasi (p=0,435).

Satellit
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 1(6,7) 14 (93,3) 15 (100,0)
IDH-wild tip 10 (18,2) 45 (81,8) 55 (100,0)
Toplam 11 (15,7) 59 (84,3) 70 (100,0)

Olgularin 4 (%5,7) tanesi multifokal, 66 (%94,3) tanesi ise unifokaldi. Multifokalite ve
RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski
bulunamad: (p=1,000) (Tablo 20).
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Tablo 20. Radyolojik olarak multifokalite ile RT-PCR sonuglarinin karsilastiriimasi
(p=1,000).

Multifokalite
RT-PCR Toplam (%)
Var Yok
IDH-mutant 1(6,7) 14 (93,3) 15 (100,0)
IDH-wild tip 3(5,5) 52 (94,5) 55 (100,0)
Toplam 4 (5,7) 66 (94,3) 70 (100,0)

4.3.4 Radyolojik veriler esliginde IDH mutasyon degerlendirilmesi

70 olgu, yerlesim yeri ve NCET oranina gore; 59°1 (%84,3) IDH-wild tip, 11’1 (%15,7)
IDH-mutant tip olarak degerlendirildi.

Radyolojik olarak IDH-mutant tip / wild tip olarak yapilan degerlendirme sonuglart ve
RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi
(p=0,034) (Tablo21).

Tablo 21. Radyolojik olarak IDH mutasyon varligi ile RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun
varligi arasindaki iliski (p=0,034).

Radyolojik olarak PCR

IDH mutasyonu Pozitif (%) Negatif (%) Toplam (%)
degerlendirmesi

IDH-mutant 5 (45,5) 6 (54,5) 11 (100,0)
IDH-wild tip 10 (16,9) 49 (83,1) 59 (100,0)
Toplam 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)

4.4 Immiinohistokimyasal degerlendirme sonuclari

4.4.1 IDH

Olgularimizin 13’tinde (%18,6) immiinohistokimyasal olarak IDH ile boyanma
saptanirken 57’sinde (%81,4) boyanma izlenmedi (Sekil 17-18).
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Sekil 17. Immiinohistokimyasal olarak sitoplazmik ve niikleer IDH1 immiinreaktivitesi

(IDHx400).

"- A 1. P

Sekil 18. immiinohistokimyasal olarak sitoplazmik ve niikleer IDH1 immiinreaktivitesi
(IDHx400).
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[HK ile boyanma gésteren 13 olgunun hepsi RT-PCR ile de pozitifti. IHK ile

boyanmayan 57 olgunun ise 2 tanesi RT-PCR ile pozitif, 55 tanesi RT-PCR ile negatif

olarak bulundu. RT-PCR y6ntemi ve IHK yéntemi ile IDH1 mutasyon varligmin

saptanmasi arasinda istatiksel olarak ileri derecede anlamli iliski goriildi (p=0,000) (Tablo

22).

Tablo 22. IHK yéntemi ile IDH1 boyanmasi ve RT-PCR ile IDH1 mutasyon

durumunun karsilastirmasi (p=0,000).

PCR
IHK Pozitif (%) Negatif (%) Toplam (%)
IDH pozitif 13 (100,0) 0(0,0) 13 (100,0)
IDH negatif 2 (3.5) 55 (96,5) 57 (100,0)
Toplam 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)

Immiinohistokimyasal olarak IDH1 pozitifligi ile morfolojik parametreler birlikte

degerlendirildiginde; sadece pleomorfizm ve IHK arasinda anlamli bir iliski bulundu

(p=0,018) (Tablo 23). Diger morfolojik parametreler olan selliilarite, heterojenite,

mikrovaskiiler proliferasyon, vaskiiler tromboz ve nekroz gevresi palizatlanma ile THK -

IDH boyanmasi arasinda anlamli sonug elde edilemedi (Tablo 24).

Tablo 23.Pleomorfizm ve THK ile IDH1 boyanmasinin karsilastirmasi (p=0,018).

. Pleomorfizm Toplam
IHK
Hafif Orta Siddetli (%)
IDH pozitif 4 (30,8) 1(7,7) 8 (61,5) 13 (100,0)
IDH negatif 12 (21,1) 27 (47,4) 18 (31,6) 57 (100,0)
Toplam 16 (22,9) 28 (40,0) 26 (37,1) 70 (100,0)
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Tablo 24.Tiimér histopatolojik dzellikleri ve IHK ile IDH1 boyanma durumlarinin
karsilastirmasi.

Selliilarite p degeri
IHK Diisiik Yiiksek Toplam (%)
IDH pozitif 1(7.7) 12 (92,3) 13 (100,0)
IDH negatif | 14 (24.6) | 43 (75.4) 57 (100,0) 0.272
Toplam (%) 15 (21,4) 55 (78,6) 70 (100,0)

Heterojenite
IHK Var Yok Toplam (%)
IDH pozitif 7 (53,8) 6 (46,2) 13 (100,0) 0,616
IDH negatif 35 (61,4) 22 (38,6) 57 (100,0)
Toplam (%) 42 (60,0) 28 (40,0) 70 (100,0)
Mikrovaskiiler proliferasyon
IHK Var Yok Toplam (%)
IDH pozitif 12 (92,3) 1(7,7) 13 (100,0) 0,339
IDH negatif 56 (98,2) 1(1,8) 57 (100,0)
Toplam (%) 68 (97,1) 2 (2,9) 70 (100,0)
Vaskiiler tromboz
IHK Var Yok Toplam (%)
IDH pozitif 8 (61,5) 5 (38,5) 13 (100,0) 0,511
IDH negatif 41 (71,9) 16 (28,1) 57 (100,0)
Toplam (%) 49 (70,0) 21 (30,0) 70 (100,0)
Nekroz cevresi palizatlanma

IHK Var Yok Toplam (%)
IDH pozitif 8 (61,5) 5 (38,5) 13 (100,0) 0,498
IDH negatif 42 (73,7) 15 (26,3) 57 (100,0)
Toplam (%) 50 (71,4) 20 (28,6) 70 (100,0)

4.4.2 Ki67 proliferasyon indeksi
Immiinohistokimyasal olarak Ki67 proliferasyon indeksi median degeri %30 (%5-90)
(ortalama %34,64+18,74) olarak bulundu (Sekil 19).
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Sekil 19. Immiinohistokimyasal olarak niikleer Ki67 immiinreaktivitesi (Ki67x400).

Immiinohistokimyasal olarak Ki67 proliferasyon indeksi ortalama / median degerlerinin
IDH-mutant ve IDH-wild tip olgularda sirasiyla 24,0+20,75 / 15,00 ve 37,55+17,23 / 33,00
oldugu, Ki67 proliferasyon indeksi degerleri ve IDH1 mutasyon varlig arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkin bulundugu gériildii (p=0,005) (Tablo 25).
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Tablo 25. Ki67 proliferasyon indeksi ve IDH1 mutasyon durumlarinin karsilagtirilmasi
(p=0,005).

Ki67 proliferasyon indeksi (%) (N=70)
n 15
Ortalama+SD 24,0+20,75
IDH-mutant '
Median 15,00
Min.-Max. 5-70
n 55
o Ortalama+SD 37,55+17,23
IDH-wild tip
Median 33,00
Min.-Max. 9-90

Ki67 proliferasyon indeksi gruplandirildiginda; %1-9 arasi 5 (%7,1) olgu, %10-30 arasi
33 (%47,1) olgu ve %31 ve istii 32 (%45,7) olgu saptandi. IDH-mutant glioblastom
olgularinin Ki67 degerinin %26,7’sinde %10 un altinda, %53,3 tinde %10 ile %30
arasinda, %20’sinde %31’in iizerinde oldugu, IDH-wild tip glioblastom olgularinin ise
Ki67 degerinin %]1,8’inde ise %10’nun altinda, %45,5’inde %10 ile %30 arasinda,
%52,7’sinde %31 in iizerinde oldugu goriildii. Immiinohistokimyasal olarak Ki67
gruplamasi yapildiginda ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonu durumu ile karsilastirildiginda da
istatistiksel olarak anlaml fark oldugu dikkati ¢gekti (p=0,003) (Tablo 26).

Tablo 26. iImmiinohistokimyasal olarak gruplandiriimig Ki67 proliferasyon indeksi ve

RT-PCR ile IDH1 mutasyon durumlarinin karsilastiriimasi (p=0,003).

Ki67 siniflamasi

Toplam

RT-PCR %01-9 9%010-30 2631-100
(%)
(%) (%) (%)

IDH-mutant 4 (26,7) 8 (53,3) 3 (20,0) 15 (100,0)
IDH-wild tip 1(1,8) 25 (45,5) 29 (52,7) 55 (100,0)
Toplam 5(7,1) 33 (47,1) 32 (45,7) 70 (100,0)

Ayrica; Ki67 proliferasyon indeksi ile radyolojik olarak tiimoriin yerlesim yeri

(p=0,695), tiimoriin frontal lob yerlesimli olmasi (p=0,447), 6dem varlig: (p=0,446),
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nekroz varligt (p=0,057), kist bulunmas1 (p=0,880), hemoraji ve kalsifikasyon bulunmasi
(p=0,395), satellit varlig1 (p=0,962) ve multifokal olmas1 (p=0,524) arasindaki iligki
degerlendirildiginde anlamli fark saptanmadi.

4.5 Real time PCR degerlendirme sonuclari

RT-PCR yontemi ile olgularin 15’1 (%21,4) “Genotype CT” (IDH-mutant), 55’1
(%78,6) ise “Genotype CC” (IDH-wildtip) olarak saptandi. Yapilan ¢aligmada olgularin
amplifikasyon goriintii (Sekil 20) ve allelik diskriminasyon goriintii grafigi (Sekil 21)
asagidaki gibiydi.
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Sekil 20. Olgularin amplifikasyon goriintiisii.
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 21. Olgularin allelik diskriminasyon goriintiisii.

IDH1 mutasyonun IHK y6ntemi ile saptanmasimnin sensitivitesi %86,6, spesifitesi ise
%100 olarak saptandi. Ayrica; radyolojik olarak preoperatif goriintiilemeler ile IDH1

mutasyonunun saptanmasinin ise sensitivitesi %33,3, spesifitesi ise %89 olarak bulundu.
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5. TARTISMA

Beyin ve santral sinir sistemi (SSS) tiimorleri tiim diinyada 19. siklikta goriilen
kanserler olup; bu tiimorler arasinda en sik goériilen primer malign beyin timori
glioblastomdur.!* Eski siniflamada ¢ok ¢esitli histopatolojik 6zelliklere sahip olmast
sebebiyle “glioblastoma multiforme” seklinde isimlendirilen bu tiimérler,® DSO-2016
siniflamasinda sadece glioblastom seklinde yer almistir.> Glioblastom biitiin yaslarda
saptanabilirken, en sik 55-85 yas araliginda izlenmektedir. 40 yasin altinda az goriilmekle
birlikte, cocukluk ¢aginda oldukea nadirdir.® Lee ve ark.’nin?” yaptig1 calismada 150
glioblastom olgusunda ortalama yas 58,8 yil, Montgomery ve ark.’nin'% yaptig1 36 olguluk
calismada ortalama yas 57 yil, Combs ve ark.’nin'% yaptig1 160 olguluk ¢alismada
ortalama yas 56 yil, Popova ve ark.’nin% yaptig1 219 olguluk calismada ortalama yas 48
yil olarak tespit edilmistir. Biz de ¢alismamizda 70 kisilik olgu serimizde en geng 29, en
yaslt 79 yas olmak lizere yas ortalamasini 53,334+10,94 olarak saptadik ve bu literatiir ile
uyumluluk gostermekteydi.

IDH-wild tip glioblastomlarin ortalama tan1 yasi 62 olarak bildirilirken, IDH-mutant
glioblastomlarin daha geng yasta izlendigi, ortalama tan1 yasinin 45 oldugu
belirtilmektedir.?® Nobusawa ve ark.mmn calismasinda da benzer sonuclar elde edilmis;
IDH-wild tip olgularin yas ortalamasi 60, IDH-mutant olgularin yas ortalamasi 47 olarak
saptanmistir.* Bizim ¢alismamizda ise IDH-wild tip olgularin ortalama tan1 yasi
53,85+10,80 olup, IDH-mutant olan olgularin ortalama tan1 yas1 51,40+11,61 tir.
Literatiirde gegen kadar yas farki bulunamasa ve bu istatistiksel olarak anlamli olmasa da
IDH-mutant olgularin daha geng yasta oldugu dikkati ¢ekmistir.

Glioblastomlarda erkek / kadin orani tilkelere gore degiskenlik gostermekle birlikte,
yaklagik 1.6 / 1 oranindadir.}® Popova ve ark.’min® yaptig1 calismada erkek / kadin oran1
1,5/ 1, Combs ve ark.’nin'® yaptig1 ¢alismada 1,4 / 1, Ohgaki ve ark.’min'® yaptig1
calismada 1,28 / 1, Senhaji ve ark.’nin!? yaptig1 calismada 1,5 / 1 olarak tespit edilmis ve
tiim bu ¢alismalarda tiimorde erkek baskinligi oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da
70 olgunun 49’u erkek (%70), 21’1 kadin (%30) olup, erkek / kadin oran1 2,3 / 1 di ve
genel literatiir bilgisine benzerlik gostermektedir. Seyrek de olsa glioblastomlarda erkek ve
kadinda goriilme oraninin esitligi (E / K:1/ 1)} veya kadin baskinligmin (E / K:0,8 / 1)1%8

bildirildigi ¢alismalar da mevcuttur.
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Glioblastomlar hizli ilerleyen, semptomlari tiimoriin lokalizasyonuna bagli olarak
farklilik gosteren tiimdrlerdir. Cogunlukla fokal norolojik defisitler izlenmekle birlikte;
intrakranial basing artisina bagli semptomlar da goriilmektedir. Bu semptomlar; afazi,
ekstremitelerde giigsiizliik, kisilik degisiklikleri, nébet, bulanti-kusma, uzun siireli bas
agrilaridir.®?° Bizim olgularimizda; hastaneye basvuru sikayetleri benzer olup, 34 hastada
(%48,6) bas agrisi, 18 hastada (%25,7) bir viicut yariminda gii¢siizliik ve uyusma, 8
hastada (%11,4) nobet gecirme, 5 hastada (%7,1) konusma bozuklugu ve 5 hastada (%7,1)
biling kaybidir.

Glioblastom siklikla serebral hemisferlerde subkortikal beyaz madde ve derin gri
maddede lokalize olup, bizim ¢alismamizda da tiimér %97,1 oraninda serebrum
yerlesimlidir. Ziirih Universite Hastanesi’nde 987 glioblastom olgusuyla yapilan galismada
en sik etkilenen bolgeler; %31 oraninda temporal lob, %24 oraninda parietal lob, %23
oraninda frontal lob, %16 oraninda oksipital lob olarak bildirilmis olup; Amerika’da da
lokalizasyonlarin benzer oldugu belirtilmistir.5% Ayrica IDH-mutant timérlerde frontal
lob baskinligindan bahsedilmektedir.! Paldor ve ark.’nin 204 olguluk ¢alismasinda IDH-
mutant olgularda en sik frontal lob yerlesimli timdrlere rastlanmakla birlikte (%50), IDH-
wild tip olgularda daha sik goriilen lokalizasyonun frontal lob dis1 bolgeler (%39) oldugu
bildirilmistir.!'! Lasocki ve ark.’nin yaptig1 153 olgudan olusan ¢alismada ise hem IDH-
mutant (%40) hem de IDH-wild tip (%38) olgularda en sik frontal lob tutulumu
saptanmustir.® Literatiirde bildirilen bu geliskili sonuglarm yanisira, bizim ¢alismamizda
sonug hepsinden farkli olup; en sik tutulum frontal lob (%40), ardindan temporal lob
(%38,6)’dur. IDH-mutant olgularin en sik yerlesim yeri temporal lob (%46,7), IDH-wild
tip olgularin ise frontal lob (%40) oldugu saptanmustir.

Glioblastomlar makroskopik olarak; unilateral, kétii sinirli, bityiik boyutlu Kitleler olup;
Kesit yiizleri nekrotik, kanamali, gri-beyaz ve yer yer kistik alanlar iceren tiimorlerdir.®
IDH-mutant glioblastomlar IDH-wild tip glioblastomlara gore daha biiyiik boyuttadirlar ve
kistik alanlar igerebilirler.® Bizim ¢alismamizda; en kiigiik timér boyutu 3cm, en biiyiik
timor boyutu 13 cm olup, ortalama tiimoér boyutu 7,33 olarak saptandi. IDH-mutant
olgulardaki ortalama tiimor boyutu 7,634+2,39 cm, IDH-wild tip olgulardaki ortalama
timor boyutu 7,24+2,10 cm. idi ve tiimor boyutu ile IDH1 mutasyonunun varligi arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir iliski goriilmedi (p=0,615). Ayrica; 10 olguda (%14,3)

tiimoriin kistik komponent bulundurdugu izlenirken, 60 olguda (%85,7) ise kistik
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komponentin bulunmadigi; kist varligi ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonunun saptanmasi
arasinda istatistiksel acidan anlamli iligki bulunamadigi (p=0,437) goriildii. Ancak, literatiir
bilgilerine benzer sekilde IDH-mutant olgularda, tiimoriin mutasyon bulunmayan olgulara
gore daha fazla oranda kistik komponent igerdigi dikkati ¢ekti (sirasiyla %20,0 ve %12,7)
ve istatistiksel olarak anlamliliga ulagamamasinin nedeninin olgu sayisinin azligindan
kaynaklanmis olabilecegi diigtiniildii.

Glioblastom tanis1 histopatolojik olarak, astrositik morfoloji gosteren bir tiimorde
mikrovaskiiler proliferasyon, mitoz ve / veya nekroz izlenmesi ile verilmektedir. Tani1 i¢in
gerekli olmasa da sikga izlenen 6zellikler ise, tiimdr i¢i heterojenite varligi, selliilaritenin
artmasi, pleomorfik hiicreler ve nekroz gevresi palizatlanmanin izlenmesidir.! Literatiirde
belirli bir morfolojik 6zelligin glioblastomda IDH mutasyonunu 6ngérmede
kullanilabilecegine dair bir bilgi bulunmamakta; birkag 6zellik ile ilgili az sayida ¢alisma
dikkati gekmektedir. Habberstad ve ark.!'? yaptiklar1 200 olguluk ¢alismalarinda, 169
(%84,5) olguda mikrovaskiiler proliferasyon ve 157 (%78,5) olguda vaskiiler tromboz
gordiiklerini; pleomorfizmi hafif, orta, siddetli seklinde siniflandirdiklarinda 15 (%7,5)
olgunun hafif, 134 (%67) olgunun orta, 51 olgunun (%25,5) siddetli pleomorfizm
gosterdigini; timor selliilaritesinin 7 (%3,5) olguda diistik, 141 (%70,5) olguda orta, 52
(%26) olguda yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Homma ve ark.>! 420 olguluk
caligmalarinda mikrovaskiiler proliferasyonu tiim olgularinda izlediklerini belirtmislerdir.
Nobusawa ve ark.* ise IDH1 mutasyonu ile mikrovaskiiler proliferasyon ve vaskiiler
tromboz varligini karsilastirmislar, anlamli bir iliski bulamamuslardir. Biz de
calismamizda, glioblastom olgularimizda izledigimiz belirgin histopatolojik 6zellikler
(baskin hiicre tipi, pleomorfizm, selliilarite, heterojenite, mikrovaskiiler proliferasyon,
vaskiiler tromboz, nekroz ve nekroz ¢evresi palizatlanma, mitoz) ile bu olgularin IDH-
mutant ve IDH-wild tip olma 6zellikleri arasinda anlamli bir iligki olup olmamasini
degerlendirdik ve IDH1 mutasyon varligin1 hem PCR yéntemi hem de IHK yontemi ile
arastirip, tiim bu morfolojik 6zelliklerle kiyasladik. Bu morfolojik 6zelliklerden selliilarite,
heterojenite, mikrovaskiiler proliferasyon ve vaskiiler tromboz ile IDH1 mutasyonun
varlig1 / yoklugu ve immiinohistokimyasal olarak IDH boyanmasi agisindan anlamli bir
iliski olmadigim gordiik. Ancak; pleomorfizm ve IHK yontemi ile IDH boyanmasi
acisindan istatistiksel agidan anlamli bir iliski bulundugunu saptadik. Pleomorfizm derecesi

ve RT-PCR ile IDH mutasyonunun saptanmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
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gosteremesek de (p=0,059); IDH-mutant olgularda pleomorfizmin siddetinin, IDH-wild tip
olgulara gore daha fazla oldugunu goérdiik. Belirgin pleomorfizm gosteren glioblastomlarda
IDH mutasyonunun daha sik saptanabilecegi, bdyle olgularin bu agidan IHK veya RT-PCR
ile arastirilmasinin uygun olacagi sonucuna vardik.

Literatiirde; glioblastomlarda IDH-mutant tipte nekroz alanlarinin IDH-wild tipe gore
belirgin olarak az oldugu bildirilmistir.* Nobusawa ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda genis
iskemik nekroz ve palizatlanan nekroz alanlarini IDH-mutant tiimérlerde %50, IDH-wild
tip tiimorlerde ise %90,3 oraninda bulmuslar; bunun IDH-wild tip tiimoérlerin karakteristik
ozelligi oldugunu rapor etmislerdir.* Homma ve ark. ise 420 olguluk ¢alismalarinda 366
(%87) olguda nekroz izlediklerini, genis nekroz alanlarinin IDH-mutant tiimorlerde %63,
IDH-wild tip tiimdrlerde %89 oraninda bulundugunu ve bu farkin istatistiksel agidan
anlamli (p=0,001) oldugunu; psddopalizatlanan nekrozun ise IDH-mutant tipte %21
oraninda goriiliirken, IDH-wild tipte %45 ile daha sik izlendigini ancak bu farkin
istatistiksel acidan anlamli olmadigimi (p=0,031) bildirmislerdir.>* Habberstad ve ark. 200
olguluk galismalarinda, 197 (%98,5) olguda nekroz izlediklerini; psédopalizatlanan
nekrozun ise 158 (%79) olguda mevcut oldugunu rapor etmislerdir.!*? Bizim
calismamizda; istatistiksel olarak nekrozun varligi veya yayginligi ile IDH mutasyon
durumu arasinda anlamli bir iliski saptanamamakla birlikte (p=0,114) IDH-mutant
olgularda nekroz yayginliginin median degeri %15 ile IDH-wild tip timdorlerin median
degerinden (%23) daha azdi. Vaka sayilarinin daha fazla oldugu ¢alismalar ile bu
parametrenin degerlendirilmesinin gerektigi, nekroz varligi ve yaygmliginin IDH
mutasyonunu dngérmede kullanilabilecek bir parametre olabilecegi diisiiniildii.

Baskin hiicre tipi agisindan, dev hiicreden zengin tip glioblastomlarin, tim
glioblastomlarin %1’inden azint olusturdugu; bu tipte IDH mutasyonunun izlenmedigi
fakat prognozunun IDH-wild tip glioblastomlara gére daha iyi oldugu belirtilmistir.>’
Ayrica, oligodendrioglial komponente sahip glioblastomlarda IDH mutasyonunun daha sik
goriildiigii bildirilmektedir.*® Baskin hiicre paterni agisindan degerlendirildiginde bizim
caligmamizda en fazla (%68,6 oraninda) konvansiyonel tip glioblastom mevcuttu. Ayrica
%15,7 olguda gemistositik, %8,6 olguda dev hiicreli, %4,3 olguda oligodendrositik ve
%?2,9 olguda kiictik hiicreli komponentin baskin oldugu goriildii. Olgularimizin baskin
hiicre tipine gére IDH mutasyonu gésterme oranlari ise: Konvansiyonel glioblastomlarda

%25, gemistositik hiicreli olanlarda %09, 1, oligodendrositik hiicreli olanlarda %33,3, dev
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hiicreli olanlarda %16,6 ve kiiciik hiicreli olanlarda %0 seklindeydi. Olgularimizin sayisi
ve dagilimi istatistiksel analiz i¢in ¢ok uygun olmamakla birlikte, baskin hiicre tipi ile IDH
mutasyonunun varlig1 agisindan istatiksel olarak anlamli sonug elde edilemedi. Dev
hiicreden zengin 6 olgumuzun sadece 1 tanesinde (%17) IDH mutasyonu saptanirken;
oligodendroglial hiicrelerden zengin 3 olgunun 1 tanesinde (%33) IDH mutasyonu vardi.
Calismamizda; oligodendrositlerden baskin glioblastomlarda IDH mutasyonu yiizdesi
literatiir bilgilerine benzer sekilde diger gruplardan daha yiiksek olmakla birlikte, gruplara
diisen sayilar orantisiz ve az olduklar1 i¢in, baskin hiicre tipinin IDH mutasyonunu
ongormede kullanilabilecek bir parametre olup olmayacaginin daha yiiksek sayida vaka
gruplarinda degerlendirilerek, arastirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Glioblastomlar 2016 DSO siniflamasina gore histolojik olarak derece-1V tiimérler olup;
siniflandirmanin temelinde histopatoloji yer almakla birlikte, tiimorler molekiiler
ozelliklerine gore adlandirilmistir. IDH mutasyonu ise siniflamanin ¢ekirdegini
olusturmaktadir. IDH1 mutasyonu sekonder glioblastomda yaygin olarak goriiliir ve primer
/ sekonder glioblastom ayriminda kullanigh bir belirtegtir. IDH1/2 mutasyonlarini
saptamada altin standart yontemler Sangers sekanslama ve PCR amplifikasyonudur.t

Calismalarda glioblastomlarin %90-95ni primer glioblastomlarin; %5-10 gibi az bir
kismini ise sekonder glioblastomlarin olusturdugu bildirilmistir.#?1%” Bir ¢alismada ise
primer glioblastomlarin %80 ve sekonder glioblastomlarin %20 oraninda gorildigi
belirtilmistir.}*® Yine DNA sekans yonteminin kullanildig1 ¢alismalarda Parsons ve ark.®
glioblastom olgularmin %12 sinde, Nobusawa ve ark.? glioblastom olgularinin %8,8’inde,
Senhaji ve ark.!'? glioblastom olgularinin %12,3’{inde, Kurian ve ark.!!* glioblastom
olgularinin %7’sinde IDH1 mutasyonu tespit etmislerdir. Biz calismamizda 70 olgunun
%21,4’tinde IDH mutasyonu saptadik ve bu oran literatiirde gesitli ¢alismalarda bildirilen
ve degisken olan %5-20 oraninin {ist siniria yakindi.

Parsons ve ark.% 22 glioblastom olgusunda, Watanabe ve ark.*° 130 glioblastom
olgusunda, Nobusawa ve ark.* 407 glioblastom olgusunda yaptiklar: ¢alismalarmda IDH1
mutasyonlariin tamamini 132. aminoasit lokalizasyonunda saptamiglardir. Watanabe ve
ark.% bu mutasyonlarin %91’inde, Nobusawa ve ark.* ise %83’iinde 132. aminoasitte
bulunan arjininin histidin ile yer degistirdigini bulmuslardir. Yan ve ark.??, Ichimura ve

ark.%®, Senhaji ve ark.!? yaptiklari ¢alismalarinda da bu aminoasit degisimine en sik yol
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acan mutasyonun R132H oldugunu saptanmiglardir. Biz de tiim olgularimizda RT-PCR ile
IDH1-R132H mutasyon varligin1 degerlendirdik.

Immiinohistokimyasal yontemin, ¢ogu patoloji laboratuarinda uygulanabilen, hizls,
ekonomik bir yontem olmasi sebebiyle, IDH mutasyonunun belirlenmesinde
kullanilabilecegi belirtilmektedir.®* immiinohistokimyasal yontemin kullanildig:
calismalarda Popova ve ark.1% glioblastom olgularinin %11’inde, Chaurasia ve ark.'®
%10,4tinde, Ichimura ve ark.®® %6,0’sinda, Sanson ve ark.''® %10,7’sinde IDH1 belirteci
ile boyanma tespit etmislerdir. Ayrica iilkemizde yapilan yaymlanmamis 3 ¢alismada IHK

ile IDH1 boyanma yiizdeleri: Kaymakg¢1 ve ark’nin®!’

yaptig1 82 olguluk ¢alismada %6,1,
Cakmak ve ark’nin!'® yaptig1 349 olguluk galismada %17,8 ve Akyol ve ark’nin!® yaptig
166 olguluk ¢alismada %42,2 olarak saptanmistir. Biz de ¢alismamizda
immiinohistokimyasal boyama yontemini 70 olguya da uyguladik ve %18,6 olguda IDH1
boyanmasi saptadik.

Yapilan ¢alismalarla IDH1 mutasyonu tespiti i¢in immiinohistokimyasal olarak IDH1-
R132H mutasyon spesifik antikorun DNA sekanslama yontemleri ile uyumlu oldugu tespit
edilmistir.21%* Nobusawa ve ark.* primer / sekonder glioblastom ayriminda IDH1
mutasyonunun molekiiler belirteci olarak kullanimi agisindan immiinohistokimyasal
yontemin sensitivitesini %73,3, spesifitesini %96,3 olarak bulmuslardir. Capper ve ark.®
tarafindan IDH1 mutasyonu i¢in DNA sekans yontemi ile immiinohistokimyasal yontemin
karsilastiriimasinda THK 'nin sensitivitesi %94, spesifitesi %100 olarak bildirilmis ve
immiinohistokimyanin gegerli bir yontem oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica Kurian ve
ark.1!* yaptiklar1 calismalarinda, THK yontemi ile DNA sekans yonteminin IDH1-R132H
mutasyonu varliginda tamamen uyumlu oldugunu tespit etmislerdir. Calismalarda
sensitivitenin daha az saptanma nedeninin ise iHK ile R132C, R132G ve R132S gibi diger
mutasyonlarin saptanamamis olmasi oldugu belirtilmistir.?? Biz de ¢alismamizda IDH
mutasyonunun saptanmasinda RT-PCR yontemi ile IHK ydntemini karsilastirdigimizda,
PCR y6ntemi ile IDH1 mutasyonu saptanan 15 olgunun (%21,4) 13’iinde (%18,6) IHK
yontemi ile IDH1 pozitifligi oldugunu gordiikk. Calisgmamizda, 2 olguda IDH1 mutasyonu
mevcut iken, immiinohistokimyasal olarak boyanmanin goriilmedigini,
immiinohistokimyasal yontemin sensitivitesinin %86,6, spesifitesinin ise %100 oldugunu
saptadik ve immiinohistokimyasal olarak IDH1 boyanmasiin IDH-mutant tip

glioblastomlarin saptanmasi ve glioblastomlarin alt tiplemesi acisindan rutinde
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kullanilabilecegi; ancak yalanci negatifliklerin bulunabilecegi, 6zellikle klinik olarak IDH
mutasyonu agisindan siipheli olgularda bu bulgularin RT-PCR ile desteklenmesi ve
dogrulanmasi gerektigi sonucuna vardik.

Literatiirde ¢ok sayida ¢alismada glial timorlerde Ki67 proliferasyon indeksi ile timor
derecesi arasinda pozitif korelasyon izlenmistir.***> Glioblastomda proliferatif aktivite
belirgin olup; mitotik aktivite ve Ki67 proliferasyon indeksi tiimor igerisinde farkli
alanlarda degiskenlik gostermekle birlikte, genellikle yiiksektir.

Yapilan ¢alismalarda glioblastomlarda mitotik aktivitenin yiiksekliginden
bahsedilmekle birlikte, belirgin bir say1 verilmemistir. Biz ¢alismamizda IDH-mutant ve
IDH-wild tip olgulardaki 10 BBA’nda izlenen mitoz sayisin1 degerlendirdik ve bu iki grup
arasinda mitoz sayisi agisindan anlaml fark oldugunu saptadik (p=0,009). Koti gidisli
oldugu bilinen IDH-wild tip glioblastomlarda mitoz sayisinin median degeri 21, IDH-
mutant tipte ise 8 idi ve izlenen mitoz sayisinin IDH mutasyon durumunu ve dolayisiyla
klinik gidigi 6ngérmede kullanilabilecek bir parametre olabilecegi sonucuna vardik.

Glioblastomlarda Ki67 proliferasyon indeksinin tipik olarak ortalama %15-20 oldugu,
ancak bazen fokal alanlarda %50°den de fazla olabilecegi belirtilmistir.** Bu oran Hashiba
ve ark’nin®” MIB-1 ile en yogun boyanmanin oldugu alanda 1000 hiicre sayarak yaptiklari
calismalarinda %21,6, Stoyanov ve ark’nin'? en az yogun ve en yogun bolgeleri sayarak
ve ortalamalarini alarak yaptiklar1 calismalarinda %17,3, Saha ve ark’nin!?! 1000 hiicre
sayarak yaptiklari caligmalarinda %21,5 olarak bulunmustur. Arshad ve ark. ¢aligmalarinda
yine MIB-1 ile en yogun boyanmanin oldugu alanda 1000 hiicre sayarak, diger ¢caligmalara
gdre daha diisiik oranda ortalama Ki67 degeri (%7,95) tespit etmislerdir**. Wakimoto ve
ark. ise MIBL1 ile 3 veya daha fazla random alanda 500’den fazla hiicre sayarak bu degeri
%31,6 olarak saptamislardir.!?? Biz de calismamizda MIB-1 ile en yogun boyanmanin
oldugu alanda 1000 hiicre sayarak Ki67 proliferasyon indeksini degerlendirdik ve
ortalamasini %34,6 olarak daha yiiksek bir degerde saptadik. Bu oran farkliliklarinin Ki67
degerlendirme yontemindeki farkliliklar, standardizasyonun bulunmamasi ve kullanilan
klonun farkliligindan kaynaklaniyor olabilecegini diigiindiik.

Cai ve ark. Ki67 yiiksek ekspresyonu ile IDH1 negatifligi ( primer ) arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir iliski tespit etmislerdir.*® Bizim ¢alismamizda da IDH1
mutasyonu saptanan olgularda Ki67 ortalama yiizdesi %24,0, medyan degeri %15; IDH

mutasyonu saptanmayan olgularda Ki67 ortalama yiizdesi %37,5, medyan degeri %33
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olup, IDH1 mutasyon durumu ile ortalama Ki67 proliferasyon indeksi yiizdesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu (p=0,005).

106 calismalarinda yaptig1 gibi Ki67 proliferasyon indeksini

Ayrica Popova ve ark.’nin
<%10, %10-30, >%30 seklinde gruplandirdigimiz ¢alismamizda; IDH-mutant glioblastom
olgularmin %20’sinde Ki67 degerinin %30’un iizerinde, %26,7’sinde ise %10’un altinda
oldugunu gordiik. IDH-wild tip glioblastom olgularinin ise %52,7’sinde Ki67 degeri
%30’un iizerinde, %1,8’inde %10 ’nun altinda idi ve gruplara gére Ki67 skorlamasinda
IDH-mutant ve IDH-wild tip olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izledik. Ki67
proliferasyon indeksi yiikseldik¢e IDH mutasyonuna sahip olma olasiliginin azaldigini
gordiik. Hem Ki67 yiizdesinin hem de gruplandirilmig Ki67 diizeylerinin prognozu kotii
olan IDH-wild tip glioblastomlarda daha yiiksek oldugunu gordiik ve mitozda oldugu gibi,
genellikle buna korele olan Ki67 proliferasyon indeksinin de IDH mutasyon durumunu ve
dolayistyla klinik gidisi ongérmede kullanilabilecek bir parametre olabilecegi sonucuna
vardik.

Paldor ve ark.!! yiiksek proliferasyon indeksine sahip glioblastomlarin daha cok frontal
lobda (%40,6) lokalize olduklarini, diisiik proliferasyon indeksine sahip olan tiimoérlerin ise
birden fazla lobda (multilobar) yerlesim gosterdiklerini rapor etmislerdir. Biz de
caligmamizda, Ki67 proliferasyon indeksi ile tiimoriin yerlesim yeri (p=0,695) ve diger
radyolojik bulgular1 olan tiimériin frontal lob yerlesimli olmasi (p=0,447), 6dem varlig1
(p=0,446), nekroz varligi (p=0,057), kist bulunmasi1 (p=0,880), hemoraji ve kalsifikasyon
bulunmasi (p=0,395), satellit varlig1 (p=0,962) ve multifokal olmasi1 (p=0,524) arasindaki
iliskiyi degerlendirdik ve bu parametreler arasinda anlamli bir iliski olmadigin1 gordiik.

Glioblastom heterojen bir tiimordiir, ayni tiimor iginde farkli dereceye sahip tlimoral
alanlar bulunabilir.! Genetik mutasyonlar da tiimér icinde farkliliklar gdsterebilir.!? Bu
heterojenite sebebiyle histopatolojik ve genetik degerlendirmenin hatali olabilecegi
diisiiniilmektedir. Goriintiileme teknikleri, 6zellikle MR ile tiim tlimoriin ve beynin
goriintiilenmesinin, tiimoriin 6rneklenmesi asamasindaki hatalardan kaynaklanacak
sorunlarin ¢6ziimil olabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica noninvaziv bir yontem olan MR
ile operasyon oncesi tiimdriin histolojik ve genetik 6zelliklerinin saptanabiliyor olmasi
MR’1n avantajlaridandir ve tedavi prosediiriinii belirlemede énemlidir.%?*

IDH1 mutasyonu ve goriintiileme teknikleri ile ilgili birgok ¢aligma bulunmaktadir.

Carrillo ve ark.’lar!® calismalarinda NCET (Kontrastlanmayan solid komponent) ile
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IDH1 mutasyonu arasinda anlamli bir iliski bulmuslar; MR goriintiilemeleri ile %97,5
oraninda IDH1 mutasyonunun varligin1 saptadiklarini, ayrica frontal lob yerlesimi, timor
boyutunun biiytikligi, kist ve satellit varligi ile IDH1 mutasyonu arasinda anlamli iliski
bulduklarini rapor etmislerdir.!?® Ellingson ve ark.*?® da ¢alismalarinda tiimériin frontal
veya temporal lobda bulunmasiyla IDH mutasyonu arasinda anlamli bir iliski oldugunu
saptanmuglardir. Lasocki ve ark.® ise eger tiimér frontal lob yerlesimli degilse ve NCET
orani %33’ten az ise bu tiimoriin IDH-wild tip olma ihtimalinin yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir.® Bizim galismamizda; Lasocki ve ark.’nin® yaptig1 calisma metodu kriter
alinarak, preoperatif MR goriintiilemelerinin incelenmesi ile IDH-mutant oldugu
disiintilen 11 (%15,7) olgu saptandi. NCET>%33 ve frontal lob yerlesimli olan tiimérler
IDH-mutant tip olarak degerlendirildi ve bu sonuglarla PCR sonuglari karsilastirildiginda,
istatiksel olarak anlamli bir iligki saptandi. Fakat frontal lob ve NCET in tek basina
degerlendirilmesi ile IDH mutasyon durumlari arasinda anlamli sonug elde edilemedi.

Literatiirde preoperatif goriintiileme yontemleri ile IDH1 mutasyon varligini
degerlendirmenin sensitivitesi ve spesifitesi sirastyla Carrillo ve ark. nin'?® yaptig
calismada %71,4 ve %99,5, Su ve ark. nin*?* ¢alismalarinda ise %81 ve %96 olarak
bulunmustur. Biz ¢alismamizda sensitiviteyi %33,3, spesifiteyi ise %89,0 olarak bulduk ve
IDH1 mutasyonunu 6ngdérmede preoperatif gorlintiileme yontemlerinin kullanilabilecegini,
ancak bunun yanlis pozitiflik ve negatifliklerinin olabilecegi igin postoperatif cerrahi
spesmenlere uygulanacak immiinohistokimyasal veya molekiiler yontemlerle teyid
edilmesi gerektigi sonucuna vardik.

Carrillo ve ark.’nin'? calismalarinda IDH1 mutasyonunda gériilen ve anlamli olarak
bulunan frontal lob yerlesimi, biiyiik timdr boyutu, kist ve satellit varligi gibi radyolojik
ozellikler yanisira, ¢galismamizda timériin lokalizasyonu, 6dem, nekroz, hemoraji-
kalsifikasyon varligi ve multifokalite gibi diger radyolojik dzelliklerle de IDH1 mutasyonu
iliskisi degerlendirdik, ancak anlamli sonug saptayamadik ve bu parametrelerin IDH1

mutasyonunu éngérmede kullanilabilecek baslica parametreler olmadigi sonucuna vardik.

5.1 Calismamizin kisithhiklar:
Calismamiz boliimiimiizde tan1 almis toplam 109 olguda yapilmak iizere planlanmis
olup; bu olgularin bir kisminin konsiiltasyon olmasi nedeniyle bloklaria-preparatlarina

ulagilamamasi ve bir kisminin preoperatif goriintiilerinin hastanemiz otomasyon sisteminde
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bulunmamasi nedeniyle histopatolojik-immiinohistokimyasal ¢alismalarin, RT-PCR’1n
uygulanabilecegi ve goriintiilemelerin tekrar degerlendirilebilecegi 70 olgu ¢aligmaya dahil
edilebilmistir. Dolayisiyla, istatistiksel analiz yapabilmek i¢in karsilastirilacak bazi
gruplarda 6rneklem sayisi orantisiz-az oldugundan, tiim parametreler igin anlamlilik
degerlendirilememistir.

Ayrica, timorde RT-PCR yontemi ile sadece IDH-R132H mutasyonu degerlendirilmis,

cok daha nadir olarak izlenen diger mutasyonlar arastirilmamis, sekanslama yapilmamaistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Glioblastom tanisi almig 70 olgunun Klinik, radyolojik, histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve RT-PCR bulgularin1 degerlendirdigimiz ¢alismamizda;

- En geng olgu 29, en yash olgu ise 79 yasinda olup; yas ortalamasi 53,3+10,9 olarak
saptandi ve bu literatiir ile uyumluluk gostermekteydi. IDH-mutant olan olgularin yas
ortalamasi 51,44+11,6, IDH-wild-tip olgularin yas ortalamasi ise 53,8+10,8’di. IDH-mutant
olgular daha geng yasta gortilmekle birlikte, yas ve IDH1 mutasyonu arasinda istatistiksel
acidan anlamli sonug¢ saptanmadi.

- Glioblastom goriilme orani erkek cinsiyette daha fazlaydi; erkek / kadin orani1 2,3 /
1°di ve bu literatiir ile uyumluluk gostermekteydi. Cinsiyet ile IDH1 mutasyonu varligi
arasinda anlamli iligki yoktu.

- Olgularin hastanemize en sik basvuru sikayetleri genel literatiir bilgilerine benzer
sekilde, bas agris1 ve bir viicut yariminda giigsiizliik ile uyusmaydi.

- Timorler siklikla serebrum yerlesimli olup, sadece 2 olgu serebellum yerlesimliydi.
En sik tutulum yeri ise frontal lobdu ve tiimorler daha siklikla sol lobda lokalizeydi.
Tiimoriin yerlesimi ile IDH1 mutasyonu arasinda anlamls iliski saptanmada.

- Tiimor boyutu 3-13 cm arasinda olup; ortalama tiimér boyutu 7,3+2,1 cm idi. IDH-
mutant olgulardaki ortalama tiimér boyutu 7,6+2,4 cm, IDH-wild tip olgulardaki ortalama
timor boyutu 7,2+2,1 cm. idi ve tiimor boyutu ile IDH mutasyonunun varligi arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir iliski goriilmedi.

- Tiimdriin morfolojik 6zellikleri degerlendirildiginde, selliilarite, heterojenite, vaskiiler
tromboz, mikrovaskiiler proliferasyon, nekroz ¢evresi palizatlanma ile IDH1 mutasyonu
arasinda iligki saptanmadi. Bu morfolojik parametrelerin hem IDH-mutant hemde IDH-
wild tip glioblastomlarda degisen oranlarda goriildiigii ve histopatolojiyi degerlendirirken,
IDH mutasyonunu 6ngérmede kullanilabilecek parametreler olmadiklar diisiiniildii.

- Hiicrelerde izlenen pleomorfizm ve RT-PCR ile IDH1 mutasyonu arasinda bir iligki
bulunamadi ancak PCR pozitif olgularda pleomorfizmin siddeti, PCR negatif olgulara gore
daha fazlaydi. Ayrica; immiinohistokimyasal olarak IDH pozitifligi ile pleomorfizmin
arasinda anlamli bir iliski bulundugu goriildii ve pleomorfizm-IDH1 mutasyonu iliskisinin
daha fazla olgu sayilari ile planlanacak ¢alismalarda arastirilmasinin gerektigi; belirgin
pleomorfizm goériilen tiimdorlerin rutinde immiinohistokimyasal veya RT-PCR ile IDH

mutasyonu a¢isindan degerlendirilmesinin uygun olacag diisiiniildi.
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- Histopatolojik olarak ortalama nekroz miktari tiim olgularda %26, IDH-mutant
olgularda %15, IDH-wild tip olgularda %23’tii. Nekroz varlig1 ve nekrozun yayginligi ile
IDH1 mutasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli sonug saptanmamakla birlikte, IDH-
wild tip tiimdrlerde nekrozun daha yaygim oldugu goriildii. Istatistiksel olarak
anlamsizligin vaka gruplarina diisen timor sayilarinin az olmasindan kaynaklanabilecegi;
nekroz varlig1 / yayginliginin IDH mutasyonunu 6ngdérmede kullanilabilecek bir parametre
olabilecegi diisiiniildii.

- Olgular baskin hiicre tiplerine gore siniflandirildiginda, en fazla (%68,6) oranda
konvansiyonel tip izlendi. Baskin hiicre tipi ile IDH1 mutasyonu arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi.

- IDH1 mutasyonu real time PCR yontemi ile degerlendiginde, 15 olgu (%21,4) IDH-
mutant, 55 olgu IDH-wild tip olarak saptandi.

- Immiinohistokimyasal olarak 13 (%18,6) olguda IDH1 boyanmasi saptandi. IDH1
mutasyonu agisindan RT-PCR yéntemi ve IHK ydntemi arasindaki iliski istatiksel olarak
ileri derecede anlamli bulundu. Immiinohistokimyasal olarak IDH1 boyanmasinin
sensitivitesi %86,6, spesifitesi ise %100 olarak saptandi ve IDH1 boyanmasinin IDH-
mutant tip glioblastomlarin saptanmasi ve glioblastomlarin alt tiplemesi agisindan rutinde
kullanilabilecegi, ancak yalanci negatifliklerinin bulunabilecegi; 6zellikle klinik olarak
IDH mutasyonu agisindan siipheli olgularda bu bulgularin RT-PCR ile desteklenmesi ve
konfirme edilmesi gerektigi diistiniildii.

- Mitotik indeks 10 BBA’da degerlendirildiginde; mitoz sayist 1-112 arasinda
degismekte olup, ortalama mitoz sayis1 22 idi. IDH-mutant olgularda mitoz ortalamas1 12
(median:8) iken, IDH-wild tiplerde mitoz ortalamasi 25 (median:21)’di ve IDH1
mutasyonu varligi ile mitoz sayisi arasinda istatistiksel agidan ileri derecede anlamli bir
iligki saptandi.

- Benzer sekilde, Ki67 proliferasyon indeksi median degeri %30 (ortalama %34,6)’du.
Ki67 proliferasyon indeksi IDH-mutant olgularda ortalama %24,0+20,7 (median: %15)
iken, IDH-wild tip olgularda ortalama %37,5+17,2 (median: %33) idi ve Ki67
proliferasyon indeksi ortalama ve median degerleri ile IDH1 mutasyonu varligi arasinda
anlamli iliski mevcuttu. Yiiksek proliferasyon gosteren (yiiksek mitotik aktivite ve yiiksek
Ki67 proliferasyon indeksi) tiimorlerin daha cok IDH-wild tip olduklar: goriildii ve

mitozda oldugu gibi, genellikle buna korele olan Ki67 proliferasyon indeksinin de IDH
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mutasyon durumunu ve dolayisiyla klinik gidisi 6ngérmede kullanilabilecek birer
parametre olabilecegi sonucuna varildi.

- Tiimoriin preoperatif MR goériintiilemeleri ile radyolojik 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde, 6dem, nekroz, Kist, hemoraji-kalsifikasyon, satellit varlig1 ve
multifokalite ile IDH1 mutasyonu agisindan istatistiksel agidan anlamli sonuglar
saptanmadi.

- Timoriin radyolojik 6zellikleri ile IDH1 mutasyonunun varligi degerlendirildiginde,
11 olgu IDH-mutant, 59 olgu IDH-wild tip olarak saptandi. Radyolojik olarak saptanan
IDH mutasyonu ve altin standart yontem olan RT-PCR yontemi ile saptanan IDH
mutasyonu arasinda anlamli iliski bulundu. Ancak preoperatif goriintiilemeler ile IDH1
mutasyonunun saptanmasinin sensitivitesi %33,3, spesifitesi ise %89’du ve IDH1
mutasyonunu ongormede preoperatif goriintiileme yontemlerinin kullanilabilecegi; ancak
bunun yanlis pozitiflik ve negatifliklerinin olabilecegi igin, postoperatif cerrahi
spesmenlerine uygulanacak immiinohistokimyasal veya molekiiler yontemlerle teyid
edilmesi gerektigi diisliniildii.

- IDH1 mutasyonunun varliginin, tedavi ve yasam siiresini degistirecegi i¢in tanida
belirtilmesi 6nemlidir. Bu nedenle planladigimiz ve IDH1 mutasyonunu saptamaya yonelik
yontem ve parametreleri arastirdigimiz ¢alismamizda; RT-PCR’1n her olguya
uygulanamadig1 durumlarda, noninvaziv bir yontem olmasi nedeniyle radyolojik
goriintiileme yontemlerinin ve hizli, ucuz bir yontem olmasi ve birgok patoloji
laboratuvarinda bulunmasi nedeniyle immiinohistokimyasal yontemlerin IDH1
mutasyonunu saptamak i¢in kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ancak, sensitiviteleri daha
diisiik olan bu yontemler ile degerlendirmede bazen IDH-mutant olgularin atlanabilecegi
ve klinik olarak IDH-mutant olabilecek olgularda (geng hasta, biiyiik tiimor boyutu,
oncesinde diisiik dereceli glial tiimdr hikayesinin bulunmasi gibi) bu yontemlerin
sonuglarinin altin standart yontem olan RT-PCR ile konfirme edilmesinin uygun
olabilecegi diislintildii. Ayrica, bazilarinda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilemese
de histopatolojik olarak pleomorfizm, nekroz yayginligi, mitoz sayis1 ve Ki67
proliferasyon indeksinin de IDH1 mutasyonunu 6ngdrmek i¢in kullanilabilecek

parametreler olabilecegi diisiiniildii.
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7. OZET

Glioblastom olgularinda IDH-1 mutasyonunun immiinohistokimyasal ve real-time

PCR yontemleri ile degerlendirilmesi ve radyolojik bulgular ile korelasyonu

Giris-amag: Glioblastom, eriskinde en sik goriilen malign beyin timdriidiir. Hizli
ilerler ve 6liimciil seyreder. Primer ve sekonder olarak iki gruba ayrilir. Bu iki grup
arasinda klinik gidis ve yasam siiresi farklilik gostermektedir. Bu farklilik yapilan
caligmalarda IDH mutasyonunun varlik/yokluguna dayandirilmistir. IDH mutasyonunu
saptamak hastanin yasam siiresini ve tedavi yaklagimini degistirmesi ac¢isindan 6nemlidir.
Biz bu ¢alismamizda, tanida altin standart olan RT-PCR, ¢ogu patoloji laboratuvarinda
bulunan, hizl1 ve daha ucuz olan IHK ve non-invaziv bir yéntem olan preopratif MR
goriintiilemeleri ile glioblastomlarda IDH1 mutasyonu varligini degerlendirip; bu
yontemlerin birbirleri ile olan iligkilerini arastirdik. Ayrica, glioblastom tanisi i¢in gerekli
olan veya sik goriilen ve IDH1 mutasyonunu éngormede kullanilabilecek histopatolojik
parametreleri arastirdik.

Gereg-yontem: Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Patoloji Anabilim Dali’nda
Ocak 2009-Ocak 2020 tarihleri arasinda glioblastom tanisi almis 70 olgu ¢alisma grubunu
olusturdu. Bu olgularin demografik 6zellikleri otomasyon sisteminden kaydedilip,
histopatolojik 6zellikleri, immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri ve preoperatif MR
goriintiilemeleri tekrar degerlendirildi. Histopatolojik olarak olgular selliilarite,
pleomorfizm, heterojenite, vaskiiler tromboz, mikrovaskiiler proliferasyon, mitoz, nekroz,
nekroz ¢evresi palizatlanma, baskin hiicre tipi ve dev hiicre varlig1 agisindan incelendi.
Olgularm hepsinin yeterli timor voliimii bulunduran bloklarina IDH1-R132H mutasyonu
varlig1 agisindan RT-PCR yapildi ve ayni bloklara immiinohistokimyasal olarak IDH1
boyamasi uygulandi. Radyolojik olarak da olgularin preoperatif MR goriintiilemeleri
maksimum timdr boyutu, lokalizasyon, 6dem, nekroz, kist, hemoraji-kalsifikasyon, satellit
varhigi, multifokalite ve kontrastlanmayan solid komponent (NCET) varliklari agisindan
incelendi ve kaydedildi.

Bulgular: Olgularimizin yas ortalamasi 53,3 olup, erkek baskindi. IDH-mutant olgular
IDH-wild tip olgulara gore daha geng yasta goriilmekteydi. En sik basvuru sebebi bas

agristydi. Olgularin 28’1 frontal lob yerlesimli olup, ortalama timér ¢apt 7,3 cm. idi.
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Histopatolojik olarak en sik astrositik hiicre baskin tip (konvansiyonel glioblastom) izlendi.
IDH-mutant olgularda pleomorfizmin siddeti IDH-wild tip olgulara gore daha yiiksekti;
ama bu istatistiksel olarak anlamli degildi. Immiinohistokimyasal yontemle IDH
boyanmasi ve pleomorfizm arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttu
(p=0,018). On BBA’ninda degerlendirilen mitoz sayisinin IDH-wild tip olgularda anlamli
derecede yiiksek oldugu goriildii (p=0,009). Ki67 proliferasyon indeksinin tiim hastalarda
ortalama degeri %34,6, IDH-mutant olgularda ortalama degeri %24,0+20,7, IDH-wild tip
olgularda ortalama degeri %37,5+17,2 idi ve IDH-wild tip olgularda Ki67 proliferasyon
indeksinin anlamli derecede arttig1 goriildii (p=0,05). RT-PCR ile degerlendirme
sonucunda 15 olgu (%21,4) IDH-mutant, 55 olgu IDH-wild tip olarak saptanirken;
radyolojik degerlendirme sonucunda 11 olgu (%15,7) IDH-mutant, 59 olgu IDH-wild tip;
IHK degerlendirme sonucunda 13 olgu (%18,6) IDH-mutant, 57 olgu IDH-wild tip olarak
tespit edildi. RT-PCR ile saptanan IDH1 mutasyonu temel aliarak bakildiginda, hem IHK
yontemi hem de radyolojik yontemle IDH1 mutasyonu varliginin saptanmasi istatistiksel
olarak anlamli bulundu (sirastyla p=0,034 ve p=0,000). IDH1 mutasyonunun IHK yéntemi
ile saptanmasinin sensitivitesi %86,6, spesifitesi %100; radyolojik olarak preoperatif
goriintiilemeler ile saptanmasinin ise sensitivitesi %33,3, spesifitesi %89 olarak tespit
edildi.

Sonug¢: IDH1 mutasyonunu saptamak i¢in altin standart olan RT-PCR’1n her olguya
uygulanamadigi durumlarda noninvaziv bir yontem olmasi nedeniyle radyolojik
goriintiileme yontemlerinin ve hizli, ucuz bir yontem olmasi ve birgok patoloji
laboratuvarinda bulunmasi nedeniyle immiinohistokimyasal yontemlerin bu amagla
kullanilabilecegi sonucuna varildi. Ancak, bu yontemlerle bazen IDH-mutant olgularin
atlanabilecegi ve gerekli durumlarda bu yontemlerin sonuglarinin RT-PCR ile konfirme
edilmesinin uygun olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, histopatolojik olarak pleomorfizm,
nekroz yayginligi, mitoz sayisi ve Ki67 proliferasyon indeksinin de IDH1 mutasyonunu
ongormek icin kullanilabilecek parametreler olabilecegi, ancak 6zellikle pleomorfizm,
nekroz yayginligi, baskin hiicre tipi gibi bazi 6zelliklerin bu amagla kullaniminin daha
fazla olgu sayilar1 ile yapilacak calismalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Glioblastom, IDH1 proteini, immiinohistokimya, polimeraz

zincir reaksiyonu, manyetik rezonans goriintiileme
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8. INGILiZCE OZET

Evaluation of IDH-1 mutation in glioblastoma cases by immunohistochemical and
real-time PCR methods and its correlation with radiological findings

Introduction and aim: Glioblastoma; It is the most common malignant brain tumor in
adults. It rapidly progresses and has a fatal course. It is divided into two groups as primary
and secondary. Clinical course and survival time differ between these two groups. This
difference has been deduced from the presence/ absence of IDH mutation in the cited
studies. Detecting the IDH mutation is important in terms of changing the patient's survival
time and treatment approach. In this study; we evaluated the presence of IDH1 mutation in
glioblastomas with RT-PCR, which is the gold standard in diagnosis, IHC, which is faster
and cheaper in most pathology laboratories, and preoperative MRI, which is a non-invasive
method, and investigated the relationship between these methods. Also; we investigated
the histopathological parameters that are necessary for the diagnosis of glioblastoma or
which are common and can be used to predict IDH1 mutation.

Material and method: Seventy cases diagnosed with glioblastoma in Kocaeli
University Faculty of Medicine, Department of Pathology between January 2009 and
January 2020 formed the study group. The demographic characteristics of these cases were
acquired from the automation system records, and histopathological features,
immunohistochemical staining characteristics and preoperative MRI imaging were re-
evaluated. Cases were histopathologically examined for cellularity, pleomorphism,
heterogeneity, vascular thrombosis, microvascular proliferation, mitosis, necrosis,
palisation around necrosis, type of dominant cell and presence of giant cells. RT-PCR was
performed for the presence of IDH1-R132H mutations in blocks with sufficient tumor
volume of all the cases, and IDH1 staining was applied immunohistochemically to the
same blocks. Radiologically, preoperative MRI images of the cases were examined and
recorded in terms of maximum tumor size, localization, edema, necrosis, cyst, hemorrhage-
calcification, presence of satellite, multifocality and presence of non-enhancing solid
component (NCET).

Results: The average age of our cases is 53.33, and male number is dominant. IDH-
mutant cases were seen at younger ages than IDH-wild type cases. The most common

reason for admission was headache. 28 of the cases were located in the frontal lobe and the
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mean tumor diameter was 7.33cm. Histopathologically, astrocytic cell predominant type
(conventional glioblastoma) was most frequently observed. The severity of pleomorphism
was higher in IDH-mutant cases than in IDH-wild type cases, but this was not statistically
significant. There was a statistically significant difference between IDH staining by
immunohistochemical method and pleomorphism (p = 0.018). It was observed that the
number of mitoses evaluated in 10 HPF was significantly higher in IDH-wild type cases (p
= 0.009). The mean value of Ki67 proliferation index was 34.64% in all patients, 24.00 +
20.75% in IDH-mutant cases, 37.55 = 17.23% in IDH-wild type cases, and in IDH-wild
type cases Ki67 Proliferation index was observed to increase significantly (p = 0.05). The
result of RT-PCR evaluation was identified, 15 cases (21.4%) as IDH-mutant, 55 cases as
IDH-wild type; Radiological evaluation revealed 11 cases (15.7%) IDH-mutant, 59 cases
IDH-wild type; and 13 cases (18.6%) were identified as IDH-mutant and 57 cases as IDH-
wild type as a result of IHC evaluation. Based on the IDH1 mutation detected by RT-PCR,
detection of IDH1 mutation by both IHC method and radiological method was found as
statistically significant (p = 0.034 and p = 0.000, respectively). The sensitivity of detection
of IDH1 mutation by IHC method was 86.6%, specificity was 100%, and the sensitivity
and specificity of radiological detection by preoperative imaging was 33.3% and 89%
respectively.

Conclusion: It was concluded that radiological imaging methods with its noninvasive
characteristic and immunohistochemical methods which are fast, inexpensive and available
in many pathology laboratories can be used in the case of nonaplicability of RT-PCR
which is the gold standard for detecting IDH1 mutation. But; It was thought that IDH-
mutant cases could sometimes be missed with these methods and it would be appropriate to
confirm the results of these methods with RT-PCR when necessary. Also; It was concluded
that histopathologically, pleomorphism, necrosis prevalence, mitosis number and Ki67
proliferation index may also be parameters that can be used to predict IDH1 mutation, but
the use of some features such as, necrosis prevalence, dominant cell type and especially
pleomorphism for this purpose should be supported by studies with higher case numbers.

Key words: Glioblastoma, IDH1 protein, immunohistochemistry, polymerase chain

reaction, magnetic resonance imaging
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